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RESUMO

Desde sua origem até hoje, os antimicrobianos tornaram-se aliados indispenséveis no
controle de infec¢bes. No entanto, seu uso desregrado € uma das principais causas do
aumento da resisténcia bacteriana, corroborando com o surgimento de cepas
multirresistentes. A resisténcia microbiana se d& por diferentes mecanismos, entre 0s
quais esté o efluxo de substancias mediado por bomba. A bomba de efluxo NorA, presente
em Staphylococcus aeureus, € responsavel pela elminacdo de diferentes antibioticos e
outras substancias prejudiciais a célula bacteriana. Assm, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar a atividade antibacteriana e inibidora da bomba de efluxo NorA, pelo terpeno
D-dihidrocarvona, sobre cepas de S. aureus, além de avaliar sua toxicidade em modelo
de Drosophila melanogaster. Todo o0 ensaio se deu pelo método de microdiluicdo em
caldo, analizando-se a inibicdo da bomba de efluxo NorA pela diminuicdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do antibiotico Norfloxacina e do Brometo de
Etidio (BrEt) quando em associacdo com o D-dihidrocarvona. O ensaio de toxicidade foi
realizado por fumigacdo, submetendo-se D. melanogaster aos volumes de 5, 10 e 20 uL
do D-dihidrocarvona para avaliar os danos ao aparelho locomotor e a mortalidade, quando
expostas ao terpeno por 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas. No ensaio de atividade direta, o D-
dihidrocarvona apresentou uma CIM > 1024 pg/mL contra as cepas 1199 e 1199B, valor
considerado clinicamente irrelevante. Também foi observado que o D-dihidrocarvona
apresentou um efeito sinérgico ao reduzir a CIM da norfloxacina de 50,79 pg/mL para
32 pg/mL e de 128 pg/mL para 50,79 pg/mL, contra as cepas SA-1199 e SA-1199B,
respectivamente. J& no ensaio de inibicdo de bomba de efluxo pela reducédo da CIM do
brometo, o D-dihidrocarvona reduziu a CIM do BrEt de 50,79 pg/mL para 32 pg/mL na
cepa 1199, ndo diferindo do controle na cepa 1199B. No ensaio de toxicidade, alterou a
locomocdo e foi letal para D. melanogaster, em todos os volumes, a partir de trés horas do
ensaio. Tendo um efeito volume-dependente, evidenciado nos volumes de 10 e 20 pL.
Conclui-se que o terpeno em estudo atuou como possivel inibidor da bomba de efluxo
NorA na cepa 1199, devido a reducdo da CIM. Além do mais, foi toxico para D.
melanogaster, em todos os volumes ensaidos. Novos estudos poderdo elucidar os efeitos

antibacterianos e toxicoldgicos do D-dihidrocarvona.

Palavras-Chave: Resisténcia Bacteriana; Efluxo; Produtos Naturais.



ABSTRACT

From its origin until today, antimicrobials have become indispensable allies in the
control of infections. However, its unruly use is one of the main causes of the increase
in bacterial resistance, corroborating the appearance of multidrug-resistant strains.
Microbial resistance occurs through different mechanisms, among which is the pump
mediated substance efflux. The NorA efflux pump, present in Staphylococcus aeureus,
is responsible for the elimination of different antibiotics and other substances harmful
to the bacterial cell. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
antibacterial and inhibitory activity of the NorA efflux pump, by the terpene D-
dihydrocarvone, on strains of S. aureus, in addition to evaluating its toxicity in a model
of Drosophila melanogaster. The entire assay was carried out using the broth
microdilution method, analyzing the inhibition of the NorA efflux pump by decreasing
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the antibiotic Norfloxacin and
Ethidium Bromide (BrEt) when in association with D-dihydrocarvone. The toxicity test
was performed by fumigation, submitting D. melanogaster to volumes of 5, 10 and 20
pL of D-dihydrocarvone to assess damage to the locomotor system and mortality when
exposed to the terpene for 3, 6, 9, 12, 24, 36 and 48 hours. In the direct activity assay,
D-dihydrocarvone showed an MIC > 1024 pg/mL against strains 1199 and 1199B, a
value considered clinically irrelevant. It was also observed that D-dihydrocarvone had a
synergistic effect by reducing the MIC of norfloxacin from 50.79 pug/mL to 32 pg/mL
and from 128 pg/mL to 50.79 pg/mL, against strains SA-1199 and SA-1199B,
respectively. In the efflux pump inhibition assay by reducing the bromide MIC, D-
dihydrocarvone reduced the BrEt MIC from 50.79 pg/mL to 32 pg/mL in the 1199
strain, not differing from the control in the 1199B strain. In the toxicity test, it changed
locomotion and was lethal to D. melanogaster, in all volumes, after three hours of the
test. Having a volume-dependent effect, evidenced in the volumes of 10 and 20 pL. It is
concluded that the studied terpene acted as a possible inhibitor of the NorA efflux pump
in strain 1199, due to the reduction in MIC. Furthermore, it was toxic to D.
melanogaster, in all volumes tested. New studies may elucidate the antibacterial and

toxicological effects of D-dihydrocarvone.

Key words: Bacterial Resistance; Efflux; Natural Products.



1. INTRODUCAO

A descoberta dos antibidticos e sua introducdo no uso clinico representa um dos
grandes feitos da medicina do século 20 (KATZ e BALTZ, 2016). Seu US0 proporcionou o
tratamento de muitas doencas infecciosas e do cancer, além de facilitar o transplante de
6rgdos (HUTCHINGS et al., 2019). Porém, o uso inadequado e a prescricao
indiscriminada dos mesmos contribuiram para o desenvolvimento de cepas bacterianas
resistentes a antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2020; SHAHRAZ et al., 2012).

Entre as bactérias multirresistentes, os isolados de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) foram reconhecidos como uma das principais causas de
infecgdes hospitalares, possuindo capacidade de adquirir resisténcia a muitas classes de
agentes antibacterianos, como os [-lactdmicos, quinolonas e macrolideos
(HASSANZADEH et al., 2020; WALANA et al., 2020). Os mecanismos pelos quais
essa resisténcia é mediada séo diversos, tendo destaque para a absorcdo limitada do
farmaco, modificacdo do alvo, inativacdo enzimatica e bombas de efluxo (YILMAZ e
ASLANTAS, 2017). Estas ultimas sdo proteinas transportadoras que expulsam
compostos toxicos, incluindo drogas antimicrobianas, da célula (BROWN et al., 2015).
A Bomba de Efluxo NorA € uma das principais bombas identificadas em S. aureus, a
qual confere resisténcia principalmente a fluoroquinolonas hidrofilicas, como
norfloxacina e ciprofloxacina (COSTA et al., 2013; RAJABI et al., 2020).

Foi nessa perspectiva que em 2017 a Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
publicou uma lista de patdgenos resistentes a antibidticos para os quais se faz necessario
0 desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Dentre elas S. aureus obteve
destaque recebendo status de prioridade “alta” (WHO, 2017). No entanto, a descoberta
de novas terapéuticas antimicrobianas pode ser confrontada com o aparecimento de
novos mecanismos de resisténcia a esses agentes em um futuro proximo (TAMFU et al.,
2020).

Diante disso, o desenvolvimento de inibidores da bomba de efluxo que atuem
como adjuvantes para reduzir a resisténcia aos antibidticos tem atraido atencdo de
pesquisadores, sendo que ja se tem estudos promissores nesse sentido (SILVA et al.,
2020). Os compostos de origem natural, sobretudo, aqueles derivados de plantas
fornecem oportunidades de pesquisa devido as diversas propriedades farmacoldgicas e
toxicoldgicas descritas na literatura, as quais estdo associadas aos diferentes metabdlitos
secundarios que os constituem (ZIANI et al., 2020; PADMAHARISH e LAKSHMI,
2017).

11



O monoterpeno D-dihidrocarvona (DHC) € um dos principais constituintes dos
6leos essenciais de Citrus aurantifolia e Citrus sinensis (PATIL et al., 2009; SELLI et
al., 2004), que além de inibir micrébios da cavidade oral, é também empregado como
ingrediente na formulagéo de cuidados bucais (PARIKH e KUMAR, 2004). No entanto
sua atividade antibacteriana sobre S. aureus, bem como sua atividade inibidora de
bomba de efluxo ainda néo foram avaliadas.

Os inibidores de bomba devem ser destituidos de toxicidade para humanos
(BHARDWAJ e MOHANTY, 2012). Logo, € necessario investigar sua toxicidade. Para
tanto, Drosophila melanogaster € recomendada como modelo alternativo pelo European
Center for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) (SHARMA et al., 2012), por
ser um invertebrado muito utilizado em estudos para doencas humanas (HAMMER et al.,
2018; JEIBMANN e PAULUS, 2009).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana
e inibidora da bomba de efluxo NorA, pelo terpeno D-dihidrocarvona, sobre cepas de S.

aureus, além de avaliar sua toxicidade em modelo de D. melanogaster.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia bacteriana

O desenvolvimento da resisténcia bacteriana a farmacos esta associado a uma
diversidade de fatores, a saber: facil acessibilidade de antibidticos, desregulamentacéao e
falta de fiscalizacdo em estabelecimentos que fornecem esses medicamentos, assim como
diagnosticos imprecisos, contribuem para 0 uso excessivo e indevido dessas drogas,
desencadeando o esgotamento de antimicrobianos eficazes para o tratamento de infecgdes
bacterianas (MORRIS e CERCEO, 2020).

Os antibidticos existentes no mercado atuam, basicamente, de cinco formas sobre
as células bacterianas: na biogénese da parede celular, na estrutura da membrana, na
biossintese de proteinas, na replicacdo e reparo do DNA e no metabolismo do cido félico
(GONZALEZ- BELLO, 2017).

A resisténcia bacteriana é classificada como ativa quando hd uma pressao
evolutiva especifica com o propdsito de induzir um processo de adaptacdo de um
mecanismo de resisténcia a um determinado antibiotico ou a uma classe de antibidticos,
enquanto que a resisténcia denominada como passiva estd associada a processos
adaptativos mais generalizados, promovendo um tipo de resisténcia inespecifico, ou seja,
0 mecanismo de resisténcia ndo esta necessariamente ligado a uma determinada classe de
antibidticos (WRIGHT, 2003). A resisténcia pode ser desenvolvida através de processos
de mutacdo espontdnea no DNA cromossdmico ou pode surgir por meio de processos
extra-cromossémicos, como por exemplo, a troca de plasmideos ou transposons entre
bactérias (MONSERRAT-MARTINEZ; GAMBIN; SIERECKI, 2018).

As bactérias podem apresentar diversos mecanismos de resisténcia aos
antibidticos, dentre eles destacam-se, degradacdo ou modificacdo da estrutura do
antibidtico, mudancas ou prote¢édo do alvo bacteriano ao farmaco, além de alteracdo da
permeabilidade da parede celular bacteriana e efluxo ativo do antibidtico para o exterior
da célula, sendo esses dois Ultimos responsdveis pela limitacdo da concentracdo
intracelular do antibiotico (COSTA et al., 2013).

As enzimas que agem modificando a estrutura dos antibidticos pertencem ao
grupo das transferases, as quais promovem a inativacdo dos antibiéticos ou de alvos
antibidticos com a insercdo de grupos quimicos, blogueando a ligacdo dessas drogas a
seus respectivos alvos (LIU et al., 2019).

Dentre esses mecanismos, a resisténcia enzimatica que estd associada a
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ineficiéncia dos antibidticos e o mecanismo de efluxo ativo que expulsa as drogas
antimicrobianas para o exterior da célula de patégenos Gram-positivos e Gram-negativos,
foram considerados importantes linhas de estudo para a busca de novas alternativas para
o tratamento de infec¢des bacterianas (PARRINO et al., 2020).

2.2 Mecanismo de resisténcia por bomba de efluxo

Muitos mecanismos de resisténcia foram desenvolvidos pelos micro-organismos
desde que os agentes antimicrobianos foram introduzidos nas praticas terapéuticas
(DAVIES e DAVIES, 2010). Essa resisténcia se manifesta através de varios mecanismos,
no entanto, a resisténcia mediada pelas bombas de efluxo tem despertado bastante
interesse (OLIVEIRA et al., 2020).

As bombas de efluxo séo proteinas da membrana citoplasmatica encontradas em
quase todos os tipos de células, incluindo as bacterinas e eucaridticas (BAMBEKE et al.,
2000; AUDA et al., 2020). Em relagdo as bombas de efluxo de células bacterianas, estudos
genéticos moleculares ja elucidaram seu papel fisioldgico, sendo demonstrado que as
mesmas Sdo mecanismos evolutivos bastante antigos que apoiam o enfrentamento de
desafios de sobrevivéncia em ambientes com exposi¢do a compostos nocivos (ALCADE-
RICO et al., 2016). Dessa forma, esses sistemas de efluxo desempenham importante
funcdo como elementos de desintoxicacdo ao possibilitarem a extrusdo de substratos
nocivos as células, como corantes, produtos quimicos e antibidticos, representando,
portanto, elementos-chave no desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana (POOLE,
2008).

Quanto as suas especificidades, os sistemas de efluxo bacterianos podem atuar
extrudando apenas um tipo de antibiético ou até mesmo antibidticos pertencentes a uma
mesma classe, ou ainda serem capazes de extrudir diferentes classes de compostos
antimicrobianos, sendo essas ultimas designados como bombas de efluxo de Resisténcia
a Multiplas Drogas (MDR) (KUMAR e SCHWEIZE, 2005).

Como mostra a Figura 1, essas bombas de efluxo podem ser classificadas em seis
familias, as quais se distinguem pelas subunidades em suas estruturas, alem de suas
necessidades de energia, a saber: Superfamilia Principal Facilitadora (Major Facilitator
Superfamily [MFS]); Superfamilia Ligada a ATP Cassete (ATP-binding cassette
superfamily [ABC]); Pequena Familia de Resisténcia a Multiplos Medicamentos (Small
multidrug resistance family [SMRY]); Superfamilia de Divisdo Celular de Nodulagéo de
Resisténcia, (Resistance-nodulation-cell division superfamily [RND]); Superfamilia de
Extrusdo de Multidrogas e de Compostos Téxicos (Multidrug and toxic compound
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extrusion family [MATE]) e Superfamilia de Efluxo de Compostos Antimicrobianos
Proteobacterianos (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux [PACE]) (KABRA

etal., 2019; PIDDOCK et al., 2006).

Figura 1: Principais familias de bombas de efluxo

RND SMR MFS MATE ABC PACE
Meio extracelular

Periplasma

Citoplasma

Antimicrobianos ATP

ADP+Pi

Fonte: Adaptado de KABRA et al., 2019

Mais de quinze tipos de bombas de efluxo ja foram identificados em
Staphylococcus aureus, sendo elas expressas por plasmideos ou cromossomo. A maioria
dessas bombas pertencem a familia MFS, tendo destaque para NorA, NorB, NorC, as
quais contribuem para a remocdo de antibidticos através da forgca préton-motriz
(SCHINDLER et al., 2015)

2.2.1 Bomba de efluxo NorA

Os sistemas de efluxo ativo pertencentes & MFS s&o um dos principais mecanismos
de resisténcia presentes em S. aureus, sendo a bomba NorA uma das mais importantes
dessa familia (COSTA et al., 2013). Essa foi a primeira bomba MDR de S. aureus
codificada por cromossomos a ser identificada e possui cerca de 42 kDa e 12 segmentos
transmembranares. O gene cromossdmico norA que a codifica contém 388 aminoéacidos
(YOSHIDA et al., 1990; SCHINDLER e KAATZ, 2016).

Estudos vém mostrando que NorA possui ampla especificidade de substratos,
podendo transportar uma serie de compostos quimicamente e estruturalmente diferentes,
sendo eles, especialmente fluoroquinolonas hidrofilicas, como norfloxacina e
ciprofloxacina, corantes, como brometo de etidio e biocidas (ANDRADE et al., 2020;

RAJABI et al., 2020; HASSANZADEH et al., 2020). Até o0 momento sua estrutura
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cristalina ainda ndo foi resolvida, assm como seu sitio de ligacdo aos substratos (LAMUT
et al., 2019). No entanto, ha evidéncias de que o local de ligacdo aos substratos em NorA
seja grande e hidrofdbico, o que poderia explicar a ampla especificidade de substratos que
a mesma é capaz de transportar (BHASKAR et al., 2016).

NorA ¢é regulada por MgrA, um membro do grupo MarR de reguladores de
transcricdo MgrA. Este se comporta como um regulador negativo, pois sua expressdo esta
associada a uma reducdo na sintese do transcrito de NorA (ANDERSEN et al., 2015).
Esse regulador também afeta outras bombas, como NorB, NorC, diminuindo a sua
expressao, resultando em menor resisténcia a quinolonas hidrofilicas como norfloxacina
e ciprofloxacina, além de substratos hidrofobicos (WALSH, 2000).

Essa bomba de efluxo tem sido alvo de diversas pesquisas que investigam o
potencial de produtos de origem natural para o desenvolvimento de Inibidores de Bomba
de Efluxo (EBIs) (THAI et al., 2015).

2.3 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende mais de 51 espécies, a maioria delas
vivendo como bactérias comensais inofensivas na pele e mucosa de diversos mamiferos
(LEROY et al., 2020). Uma representante desse género é a bactéria Staphylococcus
aureus, um anaerdbio facultativo, Gram-positivo e coagulase-positiva, com dimensfes
que variam de 0,5 a 1,5 um de diametro, sendo imoveis, ndo esporulados e geralmente
ndo-encapsulados (KONEMAN et al., 2001; HENNEKINNE et al., 2012).

A bactéria S. aureus é um patégeno com a capacidade de produzir uma série de
fatores de viruléncia como toxinas esfoliativas, enterotoxinas estafilocdcicas e atoxina | da
Sindrome do Choque Toxico (TSAI et al., 2020). Essa bactéria esta associada a pequenas
infeccBes cuténeas, como celulite e impetigo, até infeccGes graves com riscos de morte,
como bacteremia, endocardite infecciosa, infeccdo pulmonar, gastroenterite, meningite,
entre outras (MAHMOUDI et al., 2019). Além disso, & um dos principais responsaveis
por doencas transmitidas por alimentos em humanos, através da produgdo de
enterotoxinas (LEE et al., 2018) e de infec¢Bes associadas a resisténcia a antibioticos,
desenvolvida por essa bactéria através de mecanismos extrinsecos ou adquiridos, como
modificacdo enzimatica de drogas, alvos mutantes de drogas, expressdao melhorada da
bomba de efluxo e alteracdo da permeabilidade da membrana, além de formacgéo de

biofilme e a producdo de fatores de viruléncia (TANG et al., 2020).
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2.4 Produtos naturais como modificadores da resisténcia bacteriana

O tratamento de infeccOes desencadeadas por micro-organismos antes da
descoberta de antibidticos era realizado com a utilizacdo de fitoterdpicos, tendo em vista
a producdo de metabdlitos secundarios pelas plantas para autodefesa e em contrapartida
essas substancias podem apresentar bioatividades, dentre elas, as antibacterianas e
antifangicas (RAO et al., 2018). Apos a descoberta de drogas antimicrobianas, surgiu a
problematica da resisténcia bacteriana aos farmacos existentes no mercado para o
tratamento de infecgdes e devido a isso, é necessario o desenvolvimento de novas
alternativas para solucionar esse problema, sendo os produtos naturais um importante alvo
para a descoberta de novos agentes terapéuticos (VERAS et al., 2017).

Estudos apontam produtos naturais eficazes na diminuicdo da resisténcia
bacteriana. O &cido galico, por exemplo, inibiu a bombas de efluxo NorA e o acido cafeico
inibiu as bombas MrsA e TetK de S. aureus (DOS SANTOS et al., 2018). Tintino e
colaboradores (2016) demostraram a a¢éo inibicdo da bomba de efluxo NorA pelo acido

tanico.

2.4.1 Terpenos

Dentre os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, os terpenos ou
terpendides destacam-se por apresentar mais de 40.000 moléculas diferentes que se
originam a partir da unido de isopreno (CsHs) e possuem como caracteristica a
insolubilidade em &gua (GARCIA e CARRIL, 2009). Sdo extraidos a partir de 6leos
essenciais obtidos de diversas partes de plantas aromaticas, como as flores, brotos,
sementes, folhas, galhos, cascas, madeira, frutos e raizes (GALLUCCI et al., 2009).

Os terpenos séo sintetizados atraves da adicdo direta de difosfato de isopentenil
(IPP) ao seu isbmero difosfato de dimetilalil (DMAPP), produzindo ao final o geranil
difosfato (GPP, C10) (DUBEY; BHALLA; LUTHRA, 2003). O IPP e DMAPP séo
derivados da acetil-CoA (CHO et al., 2017).

Embora pouco se saiba sobre os mecanismos de acdo dos terpenos sobre as
bactérias, estudos sugerem que sua natureza hidrofobica desestabilizam a membrana
externa, causando sua ruptura e impedindo seu funcionamento normal (COWAN, 1999;
LAMBERT et al, 2001; GILL e HOLLEY, 2006). Foi demonstrado por Gallegos-Flores
e colaboradores (2019) a atividade antibacteriana dos compostos Carvacrol, Timol,
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Linalol, Limoneno e Terpineno frente as cepas de Escherichia coli, Salmonella spp. e S.
aureus. Alguns terpenos apresentam potencial como inibidores de bomba de efluxo, como
por exemplo, o Terpinoleno que inibiu a bomba QacC na cepa SA K4100 (SCHERF et
al., 2020). Esta € uma das caracteristicas que torna os terpenos alvo de estudos, pois 0s
inibidores podem reestabelecer a sensibilidade dos antibioticos e a associacéo do inibidor-
antibidtico diminui o surgimento de novas variantes de resisténcia aos antibidticos
(GIBBONS, 2008).

2.4.1.1 D-dihidrocarvona

O terpeno D-dihidrocarvona [ (+) - Dihidrocarvona], também conhecido como (2
R, 5 R) -2-metil-5-prop-1-en-2-ilciclohexan-1-ona (Figura 2), € uma Dihidrocarvona na
configuracéo (R, R) e, portanto, um enantiémero da (-) - Dihidrocarvona (PUBCHEM,
2020). Pouco se sabe sobre atividades ou bioatividades desse terpeno. No entanto, ha relato
na literatura que esse composto foi capaz de induzir apoptose em células de
adenocarcinoma do cdlon humano e inibir mico-organismos da cavidade oral (PATIL et
al., 2009). Infere-se por analogia e com base em estruturas outrora estudadas, que o D-

dihidrocarvona seja formado a partir do monoterpeno Carvona (Figura 3).

Figura 2: Estrutura quimica do terpeno D-dihidrocarvona

CHz

L]

Hz:C CH:z

Fonte: Disponivel em https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchld.do?chebild=CHEBI:154

Como mostra a Figura 3, a Carvona é reduzida a Dihidrocarvona pelo zinco e pelo
acido acético (NEVES, 2012; OLIVEIRA, 1993). Suas trés ligacdes duplas falicitam essa
reducdo, ndo s6 a Dihidrocarvona, mas também a outros compostos, a depender das

condicdes e reagentes presentes (NEVES, 2012).
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Figura 3: Representacdo da redugdo da Carvona a Dihidrocarvona pelo Zinco e pelo Acido acético
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Fonte: Adaptado de NEVES, 2012.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Substancias

A fim de se obter uma concentracdo de 1024 pg/mL, o D-dihidrocarvona e o
antibidtico Norfloxacina, foram diluidos em 1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSQO), e logo
apos em agua estéril. O Brometo de Etidio (BrEt) e a Clorpromazina (CPZ) foram diluidos
em &gua destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila M-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) foi
dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v). A Clorpromazina foi adquirida de farmacia

convencional e as demais substancias, da SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A.

3.2 Ensaio de atividade direta pela determinacédo da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM)

A determinacdo da CIM do D-dihidrocarvona foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, segundo Javadpour et al. (1996). As cepas SA-1199 (selvagem)
e SA-1199B (NorA) foram semeadas por 24 horas a 37 °C e posteriormente diluidas em
solucdo salina estéril (0,9%). Em seguida os indculos foram comparados a escala
Mcfarland. Na preparacdo dos microtubos, foram usados 1440 pL do meio de cultura
liquido BHI, e 160 pL do in6culo bacteriano, formando o volume final de 1600 mL.
Posteriormente as placas de microdilui¢cdo foram preenchidas com 100 pL da solucdo do
contetdo total dos microtubos em cada poco das 8 primeiras fileiras. Sendo a fileira 7,
controle de crescimento bacteriano e a fileira 8 reservada para o controle de esterilidade,
contendo apenas meio de cultura. Tanto no controle de crescimento como no controle de
esterilidade ndo houve adicdo da substancia em estudo. Em seguida, foi feita a
microdiluicdo com o produto (100 pL) nas 6 primeiras fileiras em concentragdes que
variaram de 512 pg/mL até 2,0 pg/mL. Por fim, as placas foram incubadas na estufa
bacterioldgica na temperatura de 37 °C, por 24 horas. A leitura das placas foi realizada
apos 24 horas da realizacdo do teste, adicionando-se 20 pL de resazurina em cada poco
para detectar o crescimento das bactérias, indicado pela modificacdo na cor do meio de
azul para vermelho (CLSI, 2012).
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3.3 Avaliacao da inibi¢céo da bomba de efluxo por modificagdo da CIM do

antibiotico e do brometo de etidio

Para observar se o D-dihidrocarvona atua como potencial inibidor da bomba de
efluxo NorA, um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrdo da bomba de
efluxo foi utilizado, avaliando a capacidade de ambos na diminuicdo da CIM do brometo
de etidio e do antibidtico norfloxacino. Os Inibidores de Bomba de Efluxo (IBES) padrdes,
CCCP e o CPZ, foram utilizados para comprovar a expressao da bomba NorA pelas cepas
testadas.

A inibicdo da bomba de efluxo foi testada usando uma concentracao sub-inibitdria
(CIM/8) dos IBEs e do D-dihidrocarvona. Nos testes, 160 pL de cada in6culo bacteriano
suspenso em solucdo salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, foram
adicionados juntamente com IBEs e o D-dihidrocarvona (CIM/8), e completados com
BHI. Estes foram entdo transferidos para placas de microdiluicdo de 96 pocos, aos quais
foram adicionados 100 pL do antibiético ou do BrEt em dilui¢Bes seriadas (1:1) que
variaram de 512 a 0,25 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e 0
crescimento bacteriano foi avaliado pelo uso da resazurina (7-hydroxy-10-
oxidophenoxazin-10-ium-3-one). Também foram preparados dois controles de

modulacéo, utilizando apenas o antibiético norfloxacina e o BrEt.

3.4 Ensaio de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster

3.4.1 Criagé&o e estoque

As moscas da estirpe de Harwich foram obtidas do National Species Stock Center,
Bowling Green, OH e criadas de acordo com a metodologia de Cunha et al. (2015), sendo
acondicionadas em recipientes de vidro de 340 mL e cultivadas em um meio a base de 83
% de massa de milho, 4 % de agUcar, 4 % de leite liofilizado, 4 % de farelo de soja, 4 %
de farelo de trigo e 1 % de sal. Ap0s o preparo da mistura foi adicionado 1 g de Nipagin
(Metilparabeno) e 1 mL de solucdo contendo Saccharomyces cerevisiae, apos
resfriamento. As moscas foram mantidas na estufa BOD a 25 °C e a 60 % de umidade

relativa do ar.
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3.4.2 Preparacéo dos ensaios

De acordo com Cunha et al., (2015), foram colocadas 20 moscas adultas de ambos
0s sexos, em cada recipiente. No fundo de cada recipiente havia papel toalha embebido
em 1 mL de sacarose a 20 % em agua destilada. Os recipientes usados como controle
receberam apenas a sacarose, 0s demais, além de sacarose no fundo dos recipientes,
receberam em um papel filtro colado nas tampas, diferentes volumes do terpeno D-

dihidrocarvona, a saber, 5, 10 e 20 pL. Tendo sua a¢do pelo méetodo de fumigacao.

3.4.3 Ensaios de geotaxia negativa e de mortalidade

O ensaio de geotaxia negativa proposto por Coulom e Birman (2004) foi utilizado
na detec¢do dos danos ao aparelho locomotor de D. melanogaster, ap6s serem submetidas
as concentrac6es do terpeno D-dihidrocarvona. Com leves batidas nos frascos, as moscas
foram conduzidas para o fundo dos mesmos e apds 1 minuto foi quantificado o total de
moscas que atingiu 5 cm de altura. Repetindo-se esse mesmo procedimento ap6s 1 minuto.
Na avaliacdo da mortalidade foi observada a quantidade de moscas mortas apds exposi¢do
ao terpeno. Para ambos ensaios foram usados 0s mesmos volumes do terpeno D-

dihidrocarvona e observados os mesmos tempos, de 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas.

3.5 Analise Estatistica

Os ensaios antibacterianos foram realizados em sextuplicatas e os resultados
foram expressos como a média das repeticdes. Os resultados dos testes foram expressos
como a média geométrica. A andlise de hipdtese estatistica sera aplicada usando Two-
Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism. Para a andlise dos dados de toxicidade foi feito um teste ANOVA de duas vias, e

em seguida foi realizado um teste de multipla comparacdo de Tukey.
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ABSTRACT

Since its inception, antimicrobials have become allies in infection control. However, its
unrestrained use is one of the main causes of the increase in bacterial resistance. This
occurs through different mechanisms, among which is the pump mediated flow of
substances. The objective was to evaluate the terpene D-dihydrocarvone for its
antibacterial effect combined with norfloxacin, its ability to inhibit the NorA efflux
pump of Staphylococcus aureus and its toxicity in a model of D. melanogaster. The
MIC determination was made using the broth microdilution method. The pump
inhibition test was performed by decreasing the MIC of the antibiotic and ethidium
bromide when associated with D-dihydrocarvone. Toxicity was tested by fumigation,
submitting D. melanogaster to volumes of 5, 10 and 20 uL of D-dihydrocarvone to
assess damage to the locomotor system and mortality when exposed to the terpene for
3,6,9,12, 24, 36 and 48 hours. D-dihydrocarvone presented MIC >1024 pg/mL against
strains 1199 and 1199B. It reduced the MIC of norfloxacin from 50.79 pg/mL to 32
pg/mL and from 128 pg/mL to 50.79 pg/mL, against strains SA-1199 and SA- 1199B,
respectively. It also reduced the BrEt MIC from 50.79 pg/mL to 32 pg/mL in the 1199
strain, not differing from the control in the 1199B strain. It was found to be toxic to D.
melanogaster, in all volumes, after three hours of the test. Being evidenced in the
volumes of 10 and 20 pL. It is concluded that D-dihydrocarvone had antibacterial
activity because it has a synergistic effect to norfloxacin in the strains tested and by
inhibiting the NorA efflux pump in strain 1199. Furthermore, it was toxic to D.
melanogaster, in all tested volumes. New studies may elucidate the antibacterial and
toxicological effects of D-dihydrocarvone.

Key words: Bacterial Resistance; Efflux; Natural Products.
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1. INTRODUCAO

A descoberta dos antibioticos e sua introdugé@o no uso clinico representa um dos
grandes feitos da medicina do século 20 (KATZ e BALTZ, 2016). Seu Us0 proporcionou o
tratamento de muitas doengas infecciosas e do cancer, alem de facilitar o transplante de
6rgdos (HUTCHINGS et al.,, 2019). Porém, o uso inadequado e a prescricdo
indiscriminada dos mesmos contribuiram para o desenvolvimento de cepas bacterianas
resistentes a antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2020; SHAHRAZ et al., 2012).

Entre as bactérias multirresistentes, os isolados de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) foram reconhecidos como uma das principais causas de
infecgdes hospitalares, possuindo capacidade de adquirir resisténcia a muitas classes de
agentes antibacterianos, como os p-lactdmicos, quinolonas e macrolideos
(HASSANZADEH et al., 2020; WALANA et al., 2020). Os mecanismos pelos quais
essa resisténcia € mediada sdo diversos, tendo destaque para a absorcdo limitada do
farmaco, modificacdo do alvo, inativacdo enzimatica e bombas de efluxo (YILMAZ e
ASLANTAS, 2017). Estas Gltimas sdo proteinas transportadoras que expulsam
compostos toxicos, incluindo drogas antimicrobianas, da célula (BROWN et al., 2015).

A Bomba de Efluxo NorA é uma das principais bombas identificadas em S.
aureus, a qual confere resisténcia principalmente a fluoroquinolonas hidrofilicas, como
norfloxacina e ciprofloxacina (COSTA et al., 2013; RAJABI et al., 2020).

Foi nessa perspectiva que em 2017 a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
publicou uma extensa lista de patdgenos resistentes a antibidticos para os quais se faz
necessario o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Dentre elas
Staphylococcus aureus obteve destaque recebendo status de prioridade “alta” (WHO,
2017). No entanto, a descoberta de novas terapéuticas antimicrobianas pode ser
confrontada com o aparecimento de novos mecanismos de resisténcia a esses agentes
em um futuro préximo (TAMFU et al., 2020).

Diante disso, o desenvolvimento de inibidores da bomba de efluxo que atuem
como adjuvantes para reduzir a resisténcia aos antibioticos tem atraido atencdo de
pesquisadores, sendo que ja se tem estudos promissores nesse sentido (SILVA et al.,
2020). Os compostos de origem natural, sobretudo, aqueles derivados de plantas
fornecem oportunidades de pesquisa devido as diversas propriedades farmacoldgicas e

toxicologicas descritas na literatura, as quais estdo associadas aos diferentes metabolitos
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secundarios que os constituem (ZIANI et al., 2020; PADMAHARISH e LAKSHMI,
2017).

O monoterpeno D-dihidrocarvona (DHC) é um dos principais constituintes dos
6leos essenciais de Citrus aurantifolia e Citrus sinensis (PATIL et al., 2009; SELLI et
al., 2004), que além de inibir micrdbios da cavidade oral, é também empregado como
ingrediente na formulacdo de cuidados bucais (PARIKH e KUMAR, 2004). No entanto
sua atividade antibacteriana sobre S. aureus, bem como sua atividade inibidora de bomba
de efluxo ainda ndo foram avaliadas.

Os inibidores de bomba devem ser destituidos de toxicidade para humanos
(BHARDWAJ & MOHANTY, 2012). Logo, é necessario investigar sua toxicidade. Para
tanto, D. melanogaster é recomendada como modelo alternativo pelo European Center
for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) (SHARMA et al., 2012), por ser um
invertebrado muito utilizado em estudos para doengas humanas (HAMMER et al., 2018;
JEIBMANN e PAULUS, 2009).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o terpeno D-
dihidrocarvona quanto ao seu efeito antibacteriano combinado a norfloxacina, a sua
capacidade de inibir a bomba de efluxo NorA de Staphylococcus aureus e quanto a sua

toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Substancias

A fim de se obter uma concentracdo de 1024 pg/mL, o D-dihidrocarvona e o
antibidtico Norfloxacina, foram diluidos em 1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO), e logo
apos em agua estéril. O brometo de etidio (BrEt) e a Clorpromazina foram diluidos em
agua destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila M-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) foi
dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v). A Clorpromazina foi adquirida de farmécia
convencional e as demais substancias, da SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A.

2.2 Ensaio de atividade direta pela determinacdo da Concentracéo Inibitdria
Minima (CIM)

A determinacdo da CIM do D-dihidrocarvona foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, segundo Javadpour et al. (1996). As cepas SA-1199 (selvagem)
e SA-1199B (NorA) foram semeadas por 24 horas a 37 °C e posteriormente diluidas em
solucdo salina estéril (0,9%). Em seguida os inoculos foram comparados a escala
Mcfarland. Na preparagdo dos microtubos, foram usados 1440 pL do meio de cultura
liquido BHI, e 160 pL do in6culo bacteriano, formando o volume final de 1600 mL.
Posteriormente as placas de microdiluicdo foram preenchidas com 100 pL da solucdo do
contetdo total dos microtubos em cada poco das 8 primeiras fileiras. Sendo a fileira 7,
controle de crescimento bacteriano e a fileira 8 reservada para o controle de esterilidade,
contendo apenas meio de cultura. Tanto no controle de crescimento como no controle de
esterilidade ndo houve adicdo da substdncia em estudo. Em seguida, foi feita a
microdiluicdo com o produto (100 uL) nas 6 primeiras fileiras em concentragdes que
variaram de 512 pg/mL até 2,0 pg/mL. Por fim, as placas foram incubadas na estufa
bacterioldgica na temperatura de 37 °C, por 24 horas. A leitura das placas foi realizada
apos 24 horas da realizacdo do teste, adicionando-se 20 pL de resazurina em cada poco
para detectar o crescimento das bactérias, indicado pela modificacdo na cor do meio de
azul para vermelho (CLSI, 2012).
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2.3 Avaliacéo da inibicdo da bomba de efluxo por modificacdo da CIM do

antibiotico e do brometo de etidio

Para observar se o D-dihidrocarvona atua como potencial inibidor da bomba de
efluxo NorA, um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrdo da bomba de
efluxo foi utilizado, avaliando a capacidade de ambos na diminui¢do da CIM do brometo
de etidio e do antibidtico norfloxacina. Os Inibidores de Bomba de Efluxo (IBES) padrdes,
CCCP e o CPZ, foram utilizados para comprovar a expressao da bomba NorA pelas cepas
testadas.

A inibi¢do da bomba de efluxo foi testada usando uma concentracéo sub-inibitéria
(CIM/8) dos IBEs e do D-dihidrocarvona. Nos testes, 160 pL de cada indculo bacteriano
suspenso em solucdo salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, foram
adicionados juntamente com IBEs e o D-dihidrocarvona (CIM/8), e completados com
BHI. Estes foram entdo transferidos para placas de microdiluicdo de 96 pogos, aos quais
foram adicionados 100 pL do antibidtico ou do BrEt em diluices seriadas (1:1) que
variaram de 512 a 0,25 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e o
crescimento bacteriano foi avaliado pelo uso da resazurina (7-hydroxy-10-
oxidophenoxazin-10-ium-3-one). Também foram preparados dois controles de

modulacdo, utilizando apenas o antibidtico norfloxacina e o BrEt.

2.4 Ensaio de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster

2.4.1 Criagé&o e estoque

As moscas da estirpe de Harwich foram obtidas do National Species Stock Center,
Bowling Green, OH e criadas de acordo com a metodologia de Cunha et al. (2015), sendo
acondicionadas em recipientes de vidro de 340 mL e cultivadas em um meio a base de 83
% de massa de milho, 4 % de agUcar, 4 % de leite liofilizado, 4 % de farelo de soja, 4 %
de farelo de trigo e 1 % de sal. Apos o preparo da mistura foi adicionado 1 g de Nipagin
(Metilparabeno) e 1 mL de solucdo contendo Saccharomyces cerevisiae, apos
resfriamento. As moscas foram mantidas na estufa BOD a 25 °C e a 60 % de umidade

relativa do ar.
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2.4.2 Preparacéo dos ensaios

De acordo com Cunha et al., (2015), foram colocadas 20 moscas adultas de ambos
0s sexos, em cada recipiente. No fundo de cada recipiente havia papel toalha embebido
em 1 mL de sacarose a 20 % em agua destilada. Os recipientes usados como controle
receberam apenas a sacarose, 0s demais, além de sacarose no fundo dos recipientes,
receberam em um papel filtro colado nas tampas, diferentes volumes do terpeno D-

dihidrocarvona, a saber, 5, 10 e 20 uL. Tendo sua acdo pelo metodo de fumigacao.

2.4.3 Ensaios de geotaxia negativa e de mortalidade

O ensaio de geotaxia n2gativa proposto por Coulom e Birman (2004) foi utilizado
na detec¢do dos danos ao aparelho locomotor de D. melanogaster, apos serem submetidas
aos volumes do terpeno D-dihidrocarvona. Com leves batidas nos frascos, as moscas
foram conduzidas para o fundo dos mesmos e ap6s 1 minuto foi quantificado o total de
moscas que atingiu 5 cm de altura. Repetindo-se esse mesmo procedimento ap6s 1 minuto.
Na avaliacdo da mortalidade foi observada a quantidade de moscas mortas ap0s exposicao
ao terpeno. Para ambos ensaios foram usados os mesmos volumes do terpeno D-

dihidrocarvona e observados os mesmos tempos, de 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas.

2.5 Analise Estatistica

Os ensaios antibacterianos foram realizados em sextuplicatas e os resultados
foram expressos como a média das repeticdes. Os resultados dos testes foram expressos
como a média geométrica. A analise de hipotese estatistica serd aplicada usando Two-
Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism. Para a andlise dos dados de toxicidade foi feito um teste ANOVA de duas vias, e

em seguida foi realizado um teste de multipla comparacédo de Tukey.

30



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios microbiologicos

3.1.1 Avaliacdo da atividade direta pela determinagdo da Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM)

No ensaio de avaliacdo da atividade direta, foi observado que o terpeno D-
dihidrocarvona apresentou uma CIM > 1024 pg/mL contra as cepas testadas SA-1199
(selvagem) e SA-1199B (NorA). Esse valor ndo é considerado clinicamente relevante se
comparado ao valor da CIM do antibi6tico norfloxacina.

Oleos essenciais sdo usados ha séculos por sua atividade antimicrobiana como
métodos alternativos em terapias naturais (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). Sabe-se
que essa atividade esta relacionada aos diferentes constituintes encontrados nesses 6leos
como D-dihidrocarvona e outros componentes (PATIL; JAYAPRAKASHA; MURTHY,
2017). Entretanto, nossos resultados demostraram que o D-dihidrocarvona ndo apresenta
atividade intrinseca frente as cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo NorA,
contudo essa caracteristica torna-se promissora visto que possiveis candidatos a futuros
Inibidores de Bomba de Efluxo (IBE) devem apresentar pouca atividade antibiotica ou

serem totalmente desprovidos da mesma (LAMUT et al., 2019).

3.1.2 Avaliacéo da inibicdo da bomba de efluxo por reducéo da CIM do
antibiotico

Com relacdo a modificacdo da CIM do antibidtico, foi verificado que o D-

dihidrocarvona reduziu a CIM da Norfloxacina de 50,79 pug/mL para 32 ug/mL contra a
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SA-1199. J& para a cepa SA-1199B, a reducdo da CIM da norfloxacina foi de 128 pg/mL
para 50,79 (Figura 1).

Figura 1. Efeito de inibicdo de bomba de efluxo por reducdo da CIM do antibiotico
norfloxacina pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo.
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Legenda: NOR: controle Norfloxacina; CCCP: Carbonyl Cyanidem Chlorophenylhydrazone (inibidor
padrdo). Os valores representam a média geométrica + E.P.M. (erro padrdo da média). Utilizou-se ANOVA
de duas vias, seguido do post hoc de Bonferroni: p < 0.0001

A diminuicdo da CIM do antibiético em até trés vezes, em relacdo ao
controle, é indicativo de inibicdo da bomba de efluxo (TINTINO, 2020). Estudos
avaliando o efeito da associacdo do D-dihidrocarvona com antibiéticos de uso
comum contra cepas portadoras do mecanismo de efluxo ativo ainda ndo foram
descritos pela literatura. Entretanto, a importancia do uso de compostos terpénicos
oxigenados como alternativas terapéuticas para potencializar a eficicia da
norfloxacina para a cepa SA-1199B, foi observada por Coélho et al. (2016), onde
avaliaram a atividade associada do antibiético norfloxacino com o0s terpenos
oxigenados em CIM/8, Nerol, 3,7-Dimetil-1-Octanol e Estragol, os quais reduziram
de forma concentracdo-dependente a CIM da Norfloxacina de 64 pg/mL para 4
png/mL, 8 ug/mL e 40 pg/mL respectivamente para a cepa SA-1199B.

Conjuntamente, Da Cruz et al. (2020) observavam em seu trabalho que o
terpeno oxigenado a-bisabolol em combinagdo com a norfloxacina reduziu a CIM
da mesma de 256 pg/mL para 32 pg/mL, para a cepa SA-1199B mostrando atividade
sinérgica significativa. No mesmo trabalho, foi verificado suposto sinergismo na
associagdo do a- bisabolol com o antibidtico tetraciclina, promovendo a redugdo da
CIM de 192 pg/mL para 128 pg/mL contra a cepa SA-1S-58 que expressa a bomba
de efluxo TetK. Uma moderada reducdo da CIM da Tetraciclina foi observada nessa
cepa, no trabalho de Silveira et al. (2020), na associa¢do com o terpeno oxigenado
Timol, em concentracdo subinibitoria CIM/8, ocasionando um leve decréscimo da
CIM de 114 pg/mL para 101 pg/mL.
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Estudos anteriores afirmam que terpenos oxigenados, exibem melhor
atividade antibacteriana que outros grupos terpénicos, visto que podem ocasionar o
rompimento da membrana, interagindo com componentes intracelulares, facilitando
a penetracdo de antibioticos em combinacdo com 0s mesmos ao interior da célula e,
portanto, quando associado a antibidticos, os terpenos podem ter sua acao nao
somente na bomba (GUIMARAES et al., 2019). Estes achados sugerem que o dano
causado nas bactérias pelo composto do presente estudo, pode estar ligado a perda
da integridade ou alteracdo da fungdo da membrana celular ocasionada pela

interacdo com terpenos oxigenados.

3.1.3 Avaliagéo da inibi¢do da bomba de efluxo por redugdo da CIM do brometo
de etidio

Para avaliar a inibicdo da bomba de efluxo NorA foram realizados ensaios
utilizando o Brometo de Etidio (BrEt) em associa¢do com inibidores padrdes de bomba.
Por meio desses ensaios foi observado que o D-dihidrocarvona modificou a CIM do BrEt
de 50,7968 para 32 pg/mL frente a cepa SA-1199. Com relacdo a cepa 1199B o D-
dihidrocarvona ndo modificou a CIM do BrEt com CIM de 64 pg/mL, ndo diferindo
estatisticamente do controle (Figura 2).

Figura 2: Efeito de inibicdo de bomba de efluxo por reducao da CIM do Brometo de Etidio
(BrEt) pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo.

80+
Em Brometo de Etidio (BrEt)

.................................... » - @@ Clorpromazina + BrEt
= CCCP + BrEt
1 D-di-hidrocarvona + BrEt

60+

404

Kk

Significancia estatistica

Kok kk

p<0,05="*
p < 0,0001 = ****

*hkk

Média geométrica da CIM (ug / mL)

T T
1199 1199B

Legenda: CCCP: Carbonyl Cyanidem-Chlorophenylhydrazone (inibidor padréo). Os valores representam
a média geométrica + E.P.M. (erro padrdo da média). Utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido do post
hoc de Bonferroni: p <0.0001
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E conhecido que o brometo de etidio ¢ um agente capaz de interpor-se ao DNA da
bactéria e como consequéncia promover a morte celular, mecanismos como proteinas de
efluxo s&o ativados expelindo o BrEt do meio intracelular bacteriano. Processo semelhante
também ocorre com antibioticos (BANERJEE et al., 2014). A cepa SA-1199 (selvagem),
expressa a proteina NorA em niveis mais baixos, visto que se origina de um gene
cromossémico que ocorre naturalmente no genoma de S. aureus promovendo baixa
resisténcia a substratos como o BrEt, ja a cepa SA-1199B, super expressa a proteina NorA
de forma constitutiva, proporcinando maior resisténcia a este composto (KAATZ; SEO,
1995).

Nos resultados do presente estudo, foi observado uma suposta interacédo
coadjuavante na associagdo do D-dihidrocarvona com o BrEt para a cepa SA-1199
(selvagem), entretanto nenhuma interagdo foi observada para a cepa SA-1199B,
sugerindo que este terpeno ndo atua contra 0 mecanismo de efluxo NorA expresso por
esta cepa, resultado semelhante foi observado por Silveira et al. (2020), na associacdo do
BrEt com os terpenos oxigenados timol e carvacrol em concentracao subinibitéria CIM/8
para a cepa de S.aureus 1S-58, onde néo foi verificada a modificacdo da CIM do BrEt .

Portanto, € possivel que o mesmo possa atuar frente a outros mecanismos de
resisténcia como, mudanca no alvo do farmaco, inativacdo enzimatica de antibidticos,
reducdo da permeabilidade da membrana e inclusive sobre outros mecanismos de efluxo
ativo (KHAMENEH et al., 2016), o que pode ser observado pela reducdo da CIM do

antibidtico norfloxacina na associacdo com D-dihidrocarvona (figura 1).

3.2 Ensaios de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster

O terpeno D-dihidrocarvona apresentou uma ECso de 6,87 pL em trés horas de
exposicdo. O ensaio de geotaxia negativa apresentado na figura 3, mostrou um possivel
dano ao aparelho locomotor (dificuldade das moscas de chegarem até o topo do frasco) a
partir de 3 horas de exposi¢do ao D-dihidrocarvona em todos os volumes testados. Sendo
esse efeito mais forte nos volumes de 10 e 20 pL, onde a partir da terceira hora de exposi¢éo
ao terpeno, um n < 5 moscas chegou até o topo dos recipientes, tendo um efeito volume-

dependente.
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Figura 3. Avaliacdo da toxicidade por geotaxia negativa em modelo de D. melanogaster
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Como ¢é possivel observar na figura 4, o D-dihidrocarvona apresentou um
efeito tdxico capaz de causar a morte de D. melanogaster em todos os volumes,a
partir de 3 horas de exposi¢do. Sendo esse efeito potencializado nos volumes de
10 e 20 pL, onde a taxa de mortalidade foi de n > 15 moscas, jaa partir de trés horas

de exposicao.

Figura 4. Avaliacdo da mortalidade de D. melanogaster pela exposi¢éo ao D-dihidrocarvona
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N&o ha relatos anteriores de estudos que evidenciem a toxicidade do terpeno D-
dihidrocarvona para D. melanogaster. De forma inédita, o presente trabalho testou a sua
toxicidade para esse artropode, pelo método de fumigacdo. Pelo mesmo método e
utilizando o mesmo artrépode modelo, Zhang et al. (2016) testaram a toxicidade de 40
terpenos, ressaltando que os monoterpenos oxigenados eugenol, timol, carvacrol e
isoeugenol apresentaram toxicidade alta para o artropode supracitado. Tais achados
corroboram com o presente trabalho, uma vez que o D-dihidrocarvona € um terpeno
oxigenado.

No trabalho de Xie e colaboradores (2014) foi mostrado por fumigacédo, que o
terpeno oxigenado carvacrol, teve toxicidade significativa para R. chinensis. Testou-se a
toxicidade de 42 terpenos para M. domestica, concluindo-se que, entre os fendis, o timol
e carvacrol apresentaram as maiores toxicidades com LCsg de 1,60 e¢ 1,69 ul/L,
respectivamente. J& entre 0s compostos cetbnicos, os melhores efeitos de toxicidade em
24 horas foram mostrados por (+) - pulegona, (-) - mentona e (-) - carvona, com as
respectivas LCsode 0,26, 1,73 ¢ 1,76 ul/L (ZHANG et al., 2017).

Em estudo anterior, o 6leo essencial de Eugenia uniflora mostrou-se toxico para
D. melanogaster, sugerindo que seu efeito biocida pode estar associado a presenca de
compostos terpénicos (DA CUNHA et al., 2015). J& o grupo de pesquisa do atual estudo
demonstrou que o terpeno Terpinoleno nos volumes de 5 pL e 10 pL foi tdxico para a
mosca da fruta, causando danos a locomocdo e morte, ja nas primeiras horas de exposicao
(SCHERF et al., 2020).

36



4. CONCLUSAO

O D-dihidrocarvona ndo apresentou atividade intrinseca contra as cepas SA-1199
(selvagem) e SA-1199B. Ja associado a Norfloxacina, potencializou a eficacia da mesma
por reducdo da CIM frente as duas linhagens de S.aureus.

Apresentou um suposto sinergismo na associagcdo com o BrEt, apenas para a cepa
SA-1199 (selvagem), presumindo-se que o DDHC néo seja efetivo contra 0 mecanismo
de efluxo NorA expresso pela cepa SA-1199B. E possivel que 0 mesmo possa atuar frente
aoutros mecanismos de resisténcia para ambas linhagens.

Além disso, o terpeno mostrou-se toxico para D. melanogaster, pois alterou sua
locomocdo e teve efeito letal em todos os volumes ensaiados, ja a partir de trés horas de
exposi¢do. Todavia, serdo necessarios novos estudos para elucidar os mecanismos de acao

em relacdo aos efeitos antibacterianos e toxicologicos do DDHC.
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4.2 Ensaios microbioldgicos

4.2.1 Avaliacdo da atividade direta pela determinacéo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM)

No ensaio de avaliacdo da atividade direta, foi observado que o terpeno D-di-
hidrocarvona apresentou uma CIM > 1024 pg/mL contra as cepas testadas SA-1199
(selvagem) e SA-1199B (NorA). Esse valor ndo é considerado clinicamente relevante se
comparado ao valor da CIM do antibi6tico Norfloxacina.

Oleos essenciais sdo usados ha séculos por sua atividade antimicrobiana como
métodos alternativos em terapias naturais (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). Sabe-se
que essa atividade esta relacionada aos diferentes constituintes encontrados nesses 6leos
como D-dihidrocarvona e outros componentes (PATIL; JAYAPRAKASHA; MURTHY,
2017). Entretanto, nossos resultados demostraram que o D-dihidrocarvona nao apresenta
atividade intrinseca frente as cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo NorA,
contudo essa caracteristica torna-se promissora visto que possiveis candidatos a futuros
Inibidores de Bomba de Efluxo (IBE) devem apresentar pouca atividade antibiotica ou
serem totalmente desprovidos da mesma (LAMUT et al., 2019).

4.2.2 Avaliacdo da inibi¢do da bomba de efluxo por reducéo da CIM do antibidtico

Com relacdo a modificacdo da CIM do antibidtico, foi verificado que o D-
dihidrocarvona reduziu a CIM da Norfloxacina de 50,79 pug/mL para 32 pg/mL contra a
SA-1199. Ja para a cepa SA-1199B, a reducéo da CIM da Norfloxacina foi de 128 pug/mL
para 50,79 (Figura 4).
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Figura 4. Efeito de inibicdo de bomba de efluxo por reducdo da CIM do antibidtico
Norfloxacina pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo.
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Legenda: NOR: controle Norfloxacina; CCCP: Carbonyl Cyanidem Chlorophenylhydrazone (inibidor
padrdo). Os valores representam a média geométrica + E.P.M. (erro padrdo da média). Utilizou-se ANOVA
de duas vias, seguido do post hoc de Bonferroni: p < 0.0001

Estudos avaliando o efeito da associacao do D-dihidrocarvona com antibiéticos de
uso comum contra cepas portadoras do mecanismo de efluxo ativo ainda ndo foram
descritos pela literatura, entretanto a importancia do uso de compostos terpénicos
oxigenados como alternativas terapéuticas para potencializar a eficacia da norfloxacina
para a cepa SA-1199B, foi observada por Coélho et al. (2016), que avaliaram a atividade
associada do antibiotico norfloxacino com os terpenos oxigenados em CIM/8, Nerol, 3,7-
Dimetil-1-Octanol e Estragol, os quais reduziram de forma concentracdo-dependente a
CIM da Norfloxacina de 64 pg/mL para 4 pg/mL, 8 pg/mL e 40 pg/mL respectivamente
para a cepa SA-1199B.

Conjuntamente, Da Cruz et al. (2020) observavam em seu trabalho que o terpeno
oxigenado a-bisabolol em combinagdo com a norfloxacina reduziu a CIM da mesma de
256 pg/mL para 32 pg/mL, para a cepa SA-1199B mostrando atividade sinérgica
significativa. No mesmo trabalho, foi verificado suposto sinergismo na associagdo do a-
bisabolol com o antibidtico tetraciclina, promovendo a reducdo da CIM de 192 pg / mL
para 128 pg / mL contra a cepa SA-1S-58 que expressa a bomba de efluxo TetK. Uma
moderada reducdo da CIM da tetraciclina também foi observada esta cepa pelo grupo de
pesquisa do presente trabalho em Silveira et al. (2020), na associagdo com o terpeno
oxigenado Timol em concentracgdo subinibitéria CIM/8, ocasionando um leve decréscimo
da CIM de 114 pg/mL para 101 pg/mL.

Estudos anteriores afirmam que terpenos oxigenados, exibem melhor atividade
antibacteriana que outros grupos terpénicos, visto que podem ocasionar 0 rompimento da
membrana, interagindo com componentes intracelulares, facilitando a penetracdo de

antibidticos em combinacdo com os mesmos ao interior da célula e, portanto, quando
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associado a antibidticos, os terpenos podem ter sua acdo ndo somente na bomba
(GUIMARAES et al., 2019). Estes achados sugerem que o dano causado nas bactérias
pelo composto do presente estudo, pode estar ligado a perda da integridade ou alteracéo

da funcdo da membrana celular ocasionada pela interacdo com terpenos oxigenados.

4.2.3 Avaliacdo da inibicdo da bomba de efluxo por reducéo da CIM do brometo
de etidio

Para avaliar a inibicdo da bomba de efluxo NorA foram realizados ensaios
utilizando o Brometo de Etidio (BrEt) em associa¢do com inibidores padrdes de bomba.
Por meio desses ensaios foi observado que o D-dihidrocarvona modificou a CIM do BrEt
de 50,7968 para 32 pg/mL frente a cepa SA-1199. Com relacdo a cepa 1199B o D-
dihidrocarvona ndo modificou a CIM do BrEt com CIM de 64 pg/mL, ndo diferindo

estatisticamente do controle (Figura 5).

Figura 5: Efeito de inibicdo de bomba de efluxo por reducédo da CIM do Brometo de
Etidio (BrEt) pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo.
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Legenda: CCCP: Carbonyl Cyanidem Chlorophenylhydrazone (inibidor padrdo). Os valores representam
a média geométrica + E.P.M. (erro padrdo da média). Utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido do post
hoc de Bonferroni: p <0.0001

E conhecido que o brometo de etidio é um agente capaz de interpor-se a0 DNA da
bactéria e como consequéncia promover a morte celular, mecanismos como proteinas de
efluxo séo ativados expelindo o BrEt do meio intracelular bacteriano. Processo
semelhante também ocorre com antibidticos (BANERJEE et al., 2014). A cepa SA-1199
(selvagem), expressa a proteina NorA em niveis mais baixos, visto que se origina de um

gene cromossdmico que ocorre naturalmente no genoma de S. aureus promovendo baixa

49



resisténcia a substratos como o BrEt, ja a cepa SA-1199B, super expressa a proteina NorA
de forma constitutiva, proporcinando maior resisténcia a este composto (KAATZ; SEO,
1995).

Nos resultados do presente estudo, foi observado uma suposta interagdo
coadjuavante na associacdo do D-dihidrocarvona com o BrEt para a cepa SA-1199
(selvagem), entretanto nenhuma interacdo foi observada para a cepa SA-1199B,
sugerindo que este terpeno ndo atua contra 0 mecanismo de efluxo NorA expresso por
esta cepa, resultados semelhantes também foram observados pelo grupo de pesquisa do
presente trabalho em Silveira et al. (2020), na associacdo do BrEt com os terpenos
oxigenados timol e carvacrol em concentracdo subinibitéria CIM/8 para a cepa de S.
aureus 1S-58, onde néo foi verificada a modificagdo da CIM do BrEt .

Portanto, € possivel que o mesmo possa atuar frente a outros mecanismos de
resisténcia como, mudanca no alvo do farmaco, inativacdo enzimatica de antibioticos,
reducdo da permeabilidade da membrana e inclusive sobre outros mecanismos de efluxo
ativo (KHAMENEH et al., 2016), o que pode ser observado pela reducdo da CIM do

antibidtico norfloxacina na associagdo com D-dihidrocarvona (figura 4).

4.3 Ensaios de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster

O terpeno D-dihidrocarvona apresentou uma ECso de 6,87 pL em trés horas de
exposicdo. O ensaio de geotaxia negativa apresentado na figura 6, mostrou um possivel
dano ao aparelho locomotor (dificuldade das moscas de chegarem até o topo do frasco) a
partir de 3 horas de exposi¢do ao D-dihidrocarvona em todos os volumes testados. Sendo
esse efeito mais forte nos volumes de 10 e 20 pL, onde a partir da terceira hora de exposigéo
ao terpeno, um n < 5 moscas chegou até o topo dos recipientes, tendo um efeito volume-

dependente.
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Figura 7. Avaliacdo da mortalidade de D. melanogaster pela exposi¢do ao D-dihidrocarvona

NUmero de moscas mortas

Figura 6. Avaliacdo da toxicidade por geotaxia negativa em modelo de
D. melanogaster
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Como é possivel observar na figura 7, O D-dihidrocarvona apresentou um
efeito tdxico capaz de causar a morte de D. melanogaster em todos os volumes, a
partir de 3 horas de exposi¢do. Sendo esse efeito potencializado nos volumes de
10 e 20 pL, onde a taxa de mortalidade foi de n > 15 moscas, ja a partir de 3 horas

de exposicao.
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N&o ha relatos anteriores de estudos que evidenciem a toxicidade do terpeno D-
dihidrocarvona para D. melanogaster. De forma inédita, o presente trabalho testou a sua
toxicidade para esse artropode, pelo método de fumigacdo. Pelo mesmo método e
utilizando o mesmo artrépode modelo, Zhang et al. (2016) testaram a toxicidade de 40
terpenos, ressaltando que os monoterpenos oxigenados eugenol, timol, carvacrol e
isoeugenol apresentaram toxicidade alta para o artrépode supracitado. Tais achados
corroboram com o presente trabalho, uma vez que o D-dihidrocarvona € um terpeno
oxigenado.

No trabalho de Xie e colaboradores (2014) foi mostrado por fumigacdo que o
terpeno oxigenado carvacrol, teve toxicidade significativa para R. chinensis. Testou-se a
toxicidade de 42 terpenos para M. domestica, concluindo-se que, entre os fendis, o timol
e carvacrol apresentaram as maiores toxicidades com LCso de 1,60 e 1,69 ul/L,
respectivamente. J& entre 0s compostos cetbnicos, os melhores efeitos de toxicidade em
24 horas foram mostrados por (+) - pulegona, (-) - mentona e (-) - carvona, com as
respectivas LCsode 0,26, 1,73 ¢ 1,76 ul/L (ZHANG et al., 2017).

Em estudo anterior, o 6leo essencial de Eugenia uniflora mostrou-se toxico para
D. melanogaster, sugerindo que seu efeito biocida pode estar associado a presenca de
compostos terpénicos (DA CUNHA et al., 2015). J& o grupo de pesquisa do atual estudo
demonstrou que o terpeno Terpinoleno nos volumes de 5 plL e 10 pL foi toxico para a
mosca da fruta, causando danos a locomocéo e morte, ja nas primeiras horas de exposicao
(SCHERF et al., 2020).
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5. CONCLUSAO

O D-dihidrocarvona ndo apresentou atividade intrinseca contra a cepa de S. aureus
SA-1199 (selvagem) e SA-1199B. Entretanto a auséncia de atividade antibidtica € uma
caracteristica importante de possiveis IBEs. O DDHC expressou suposto sinergismo
quando associado a Norfloxacina, potencializando a eficcia da mesma por reducédo da
CIM frente as duas linhagens de S.aureus.

Entretanto, na associacdo com o BrEt o D-dihidrocarvona apresentou suposto
sinergismos apenas para a cepa SA-1199 (selvagem), ndo sendo observado a interacdo
dos compostos para a cepa SA-1199B, presumindo-se que o D-dihidrocarvona nao seja
efetivo contra o mecanismo de efluxo NorA expresso pela cepa SA-1199B. No entanto €
possivel que 0 mesmo possa atuar frente a outros mecanismos de resisténcia, o que pode
ser observado pela reducdo da CIM do antibiotico Norfloxacina para as duas linhagens.

Além disso, o terpeno mostrou-se tdxico para D. melanogaster, pois alterou sua
locomocdo e teve efeito letal em todos 0s volumes ensaiados, ja a partir de trés horas de
exposicdo. Todavia, serdo necessarios novos estudos para elucidar os mecanismos de acao

em relacdo aos efeitos antibacterianos e toxicoldgicos do D- dihidrocarvona.
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