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RESUMO

As infecgdes ocasionadas por cepas bacterianas multirresistentes vém se tornando um problema de
saude preocupante. Dentre estes micro-organismos a bactéria Staphyloccous aureus € responsavel
por ocasionar infecgdes em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos. Esta espécie possui
diversos mecanismos de a¢do responsaveis por conferir resisténcia a multiplas drogas como, por
exemplo, a enzima [-lactamase e as proteinas de efluxo. Diante desta problematica ¢
imprescindivel a busca por novas substancias com atividade inibitéria frente a mecanismos de
resisténcia expressos por bactérias, dentre estes compostos se destaca os compostos Alilbenzeno e
Allylanilose descritos na literatura com atividade antibacteriana frente a cepas resistentes, porém,
¢ necessario a analise dos efeitos toxicologicos destes compostos. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a atividade antibacteriana de compostos Alilbenzeno e Allylanilose contra a enzima f3-
lactamase e a proteina de efluxo QacA/B expressado pela cepa bacteriana SA K4414 de S. aureus
e sua toxicidade utilizando o modelo de Drosophila melanogaster. Foi utilizada na metodologia do
presente estudo a cepa SA K4414 de S. aureus portadora do gene B-lactamase e proteina de efluxo
QacA/B para os ensaios microbioldgicos. Os compostos isolados Alilbenzeno e Allylanilose foram
obtidos da empresa SigmaAldrichCo. Ltd. Para obter as Concentragdes Inibitorias Minima (CIMs)
dos compostos Alilbenzeno e Allylanilose foi realizado o ensaio de microdiluicdo em caldo. A
verificacdo da presenca da enzima P-lactamase foi realizada através da associagdo do inibidor
Sulbactam e o antibidtico Ampicilina enquanto a atividade inibitdria contra este mecanismo foi
avaliada através da reducdo da CIM do antibiotico Penicilina em associagdo com os compostos
Alilbenzeno e Allylanilose. A inibicdo da bomba de efluxo QacA/B foi testada utilizando a
concentracdo subinibitoria CIM/8 dos compostos fenolicos Alilbenzeno e Allylanilose com o
objetivo de avaliar sua capacidade de diminuir a CIM do EtBr na cepa K4414.As leituras dos
resultados dos testes citados anteriormente foram realizadas através do método colorimétrico com
adicdo de resazurina. A toxicidade contra D .melanogaster foi realizada através dos ensaios de
mortalidade e geotaxia negativa. Nos resultados, foi observado que os compostos fendlicos
apresentaram atividade antibacteriana direta irrelevante, com CIM >1024 pg/mL. Foi possivel
observar que a associagcao dos compostos Alilbenzeno e Allylanilose com o antibidtico Penicilina
ocasionou uma reducao da CIM de 512ug/mL para 128 pg/mL e 256 pg/mL respectivamente, além
disso reduziram os valores da CIM do Brometo de etidio (EtBr) de 512pg/mL para 406 pg/mL e
256 pg/mL, respectivamente indicando possivelmente um efeito inibitorio frente a enzima f-
lactamase e a proteina de efluxo QacA/B. Em relagdo aos ensaios de toxicidade os compostos
Alilbenzeno e Allylanilose apresentaram Clso de 19, 21 pg em 12 h. de exposicao e 11,07 pg em 3
h de exposi¢do,respectivamente. Estes compostos também apresentaram mortalidade significativa
e dano ao aparelho locomotor das moscas a partir da primeira leitura, com potencializagcdo do efeito
toxico de acordo com a concentragdo exposta. Concluimos que € pressuposto que os compostos
Alilbenzeno e Allylanilose atuem inibindo os mecanismos mediados pelo gene B-lactamase e a
proteina de efluxo QacA/B, no entanto estas substancias apresentaram toxicidade, sendo
necessarios novos ensaios in vitro € in vivo para avaliar a a¢do desta atividade toxica. Diante dos



resultados apresentados ¢ visto que ambos os compostos fendlicos apresentaram resultados
antibacterianos significativos, embora também apresentem toxicidade, os mesmos podem ser
utilizado como base de dados para futuras pesquisas, como também ser empregados de outras
formas como uso veterinario, topico ou produtos sanitizantes.

.Palavras- chaves: Bomba de efluxo; Métodos Alternativos; Resisténcia microbiana.



ABSTRACT

Infections caused by multiresistant bacterial strains are becoming a worrying situation for health
agencies. Among these microorganisms, the S. aureus bacteria is responsible for causing infections
in hospitalized and immunocompromised patients. This species has several mechanisms of action
responsible for conferring resistance to multiple drugs, such as the B-lactamase enzyme and efflux
proteins. Given this problem, it is essential to search for new substances with inhibitory activity
against resistance mechanisms expressed by bacteria, among them the compounds Allylbenzene
and Allylanilose described in the literature as inhibitors of resistance mechanisms, however, it is
necessary to analyze the toxicological effects of these compounds . The aim of the present study
was to evaluate the antibacterial activity of Allylbenzene and Allylanilose compounds against the
B-lactamase enzyme and the efflux protein QacA/B expressed by the bacterial strain SA K4414 of
S. aureus and its toxicity using the D. melanogaster model. The SA K4414 strain of S. aureus,
carrying the P-lactamse gene and efflux protein QacA/B, was used for microbiological assays in
the methodology of this study. The isolated compounds Allylbenzene and Allylanilosewere
obtained from Sigma AldrichCo. Ltd. To obtain the Minimum Inhibitory Concentrations (MICs)
of the Allylbenzene and Allylanilose compounds, the broth microdilution test was performed. The
verification of the presence of the f-lactamase enzyme was carried out through the association of
the Sulbactam inhibitor and the antibiotic Ampicillin, while the inhibitory activity against this
mechanism was evaluated through the reduction of the MIC of the Penicillin antibiotic in
association with the compounds Allylbenzene and Allylanilose. The inhibition of the QacA/B
efflux pump was tested using the MIC/8 subinhibitory concentration of the phenolic compounds
Allylbenzene and Allylanilose in order to evaluate their ability to decrease the MIC of EtBr in
strain K4414. The readings of the results of the tests mentioned above were performed using the
colorimetric method with the addition of resazurin. Toxicity against D. melanogasterwas
performed through mortality and negative geotaxy tests. In the results, it was observed that the
phenolic compounds had irrelevant direct antibacterial activity, with MIC >1024 ug/mL.It was
possible to observe that the association of the compounds Allylbenzene and Allylanilose with the
antibiotic Penicillin caused a reduction in the MIC from 512 pg/mL to 128 pg/mL and 256 pg/mL
respectively, as well as reduced the MIC values of EtBr, possibly indicating a inhibitory effect
against the B-lactamase enzyme and the efflux protein QacA/B. The compounds Allylbenzene and
Allylanilose presented Ec50 respectively of 2.498 png/mL in 12 h. of exposure and 1.439 pg/ml in
3 h. of exposure. These compounds also showed significant mortality and damage to the locomotor
system of flies from the first reading, with potentiation of the toxic effect according to the exposed
concentration. We conclude that it is assumed that the compounds Allylbenzene and Allylanilose
act by inhibiting the mechanisms mediated by the B-lactamase gene and the efflux protein QacA/B,
however these substances showed toxicity, requiring further tests to assess the action of this toxic
activity.

Keywords: Efflux pump; Alternative Methods; Microbial resistance.
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1. INTRODUCAO:

As infecgdes bacterianas sdo responsaveis por um aumento gradativo na morbidade e
mortalidade humana ocasionando um problema agravante na saide publica mundial. Dentre as
espécies responsaveis por esta problematica, S. aureus possui diversos fatores de viruléncia
responsaveis por o desenvolvimento de diversas infec¢des cutaneas e sistémicas principalmente
em pacientes hospitalares (LIMA et al.,2015). A espécie S. aureus vém se tornando preocupante
devido a sua capacidade de adquirir resisténcia a grande parte dos antibidticos, como ocorre nas
cepas selvagens de S. aureus resistente a Meticilina (MRSA) (ANNUNZIATO, 2019).

Nas ultimas décadas a resisténcia bacteriana teve um aumento gradativo devido a varios
fatores como uso irracional de antibidticos, tratamentos empiricos e falta de diagnostico correto.
As infecgdes ocasionadas por micro-organismos multirresistentes estdo associadas ao aumento no
nivel de mortalidade em comparacao com aquelas causadas por bactérias sensiveis a antibioticos
prescritos na pratica clinica, esta situagdo ¢ agravada por a escassez de novos antibidticos o que
resulta em falta de alternativas terapéuticas (MUNITA; ARIAS, 2016).

A resisténcia bacteriana ¢ adquirida por meio de mutagdes onde os genes responsaveis sao
transportados por plasmideos ou transposons. Dentre os principais mecanismos de agdo se
destacam a inativagdo por enzimas como [B-lactamases, efluxo ativo e alteragdo do sitio alvo do
antibiotico (LIU et al., 2019). Dentre os mecanismos de resisténcia citados, a inativagdo do alvo
por enzimas como a B-lactamase foi um dos primeiros mecanismos identificados em bactérias
resistentes a classe dos B-lactdmicos. Esta enzima ocasiona uma hidrolise no anel B-lactdmicodestes
agentes antibacterianos inativando a sua a¢do antibidtica (FAULKNER; HURLEY; WEIBEL,
2017; TRONCOSO et al., 2017).

Dentre os mecanismos de agao mencionados anteriomente se destaca as bombas de efluxo,
estas sdo proteinas de membrana responsaveis pelo transporte de antibidticos e substancias toxicas
para fora da célula bacteriana. Este mecanismo pode ser especifico para determinada droga ou pode
expulsar multiplas drogas, o que contribui para a multirresisténcia bacteriana. Estas proteinas de
efluxo sdo classificadas em seis familias distintas caracterizadas de acordo com a estrutura da

proteina, caracteristicas bioquimicas, mecanismos de a¢do e fonte de energia (GUO et al., 2020).
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O desafio e a dificuldade para encontrar novas substancias com a¢do antimicrobiana
despertou o interesse de analisar produtos naturais, os quais sdo caracterizados por possuir
substancias ativas que apresentam bioatividade. (TRETIN et al., 2013). Um dos métodos
alternativos utilizados para controlar a resisténcia bacteriana causada por enzimas como [3-
lactamase e proteinas de efluxo ¢ a utilizagdo de inibidores capazes de bloquear a atividade destes
mecanismos. Estas substancias podem ser de origem natural, oriundas de plantas medicinais ou
sintetizadas, dentre os compostos quimicos que apresentam esta atividade biologica se destaca os
alcaloides e compostos fenolicos.

Os compostos fendlicos sao uma classe quimica caracterizada por apresentar hidroxilas e
anéis aromaticos na forma simples ou de polimeros em sua estrutura quimicas, que podem ser
sintetizados por produtos naturais e¢ ja apresentam diversas agdes farmacoldgicas (PRASCH;
BUCAR, 2015). Dentre estas propriedades a atividade antioxidante ¢ a principal agdo bioldgica
exercida por estes compostos, porém, estudos apontam que diversos fendis como flavonoides,
taninos e cumarinas apresentam acao antibacteriana e inibitoria frente a mecanismos de resisténcia
como a enzima f-lactamase e bombas de efluxo. Considerando os inimeros beneficios encontrados
nos fendis ¢ essencial a avaliagio de novas substincias como Alilbenzeno e
Allylanilose(ANGELO; JORGE, 2017).

Grande parte dos metabolitos secundarios sintetizados de plantas medicinais apresentam
efeitos adversos quando utilizados no organismo humano, desta forma ¢ crucial a investigag¢ao do
perfil toxicologico destas substancias. Dentre os métodos alternativos utilizados para avaliagdo
toxicologica se destaca o modelo de D. melanogaster, este método tem sido bastante empregado
para avaliar interagdes toxicas e mecanismos genéticos devido a semelhancas observadas entre os
humanos e este artropode, como também apresentam outras vantagens como féacil manuseio, custo

baixo e ciclo de vida curto (TALYN et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar da atividade inibitoria dos compostos fenolicos Alilbenzeno e Allylanilose contra
a cepa SA K4414 portadora da enzima [-lactamase e proteina de efluxo QacA/B, e sua toxicidade

frente ao modelo de Drosophila melanogaster.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

J Determinar a Concentrac¢do Inibitoria Minima (CIM) dos compostos Alilbenzeno e
Allylanilose;
o Verificar a presenga da enzima B-lactamase na cepa SA K4414 através da associagdo do

inibidor sulbactam e o antibidtico Ampicilina;

o Avaliar o efeito inibitorio dos compostos Alilbenzenoe Allylanilose associados ao
antibidtico Penicilina frente a enzima [-lactamase;

. Analisar o efeito inibitorio dos compostos Alilbenzeno e Allylanilose frente a proteina de
efluxo QacA/B através do inibidor padrao Brometo de Etidio;

. Investigar a toxicidade dos compostos Alilbenzenoe Allylanilose através do modelo D.
melanogaster, analisando a avaliacdo da mortalidade;

o Identificar a geotaxia negativa, onde ¢ verificado o dano ao aparelho locomotor das moscas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BACTERIAS

As bactérias sdo micro-organismos unicelulares, que possuem células procarioticas ou seja
ndo possuem uma membrana celular envolvendo o seu material genético, o que torna esse tipo
celular mais simples comparando com as células eucarioticas. Sua morfologia ¢ diversificada onde
se encontram microscopicamente em forma de cocos, bastonetes ou espirais. Devido a diversidade
de espécies bacterianas a identificacdo destes micro-organismos sera caracterizada através da sua
variagdo morfoldgica, composi¢do quimica da parede celular, forma de obten¢do de energia e
utilizagdo do oxigénio (aerdbicas ou anaerdbicas). (STRAHL; ERRINGTON, 2017)

As células bacterianas possuem uma parede celular que esta situada proxima a regido
citoplasmatica, a composi¢do dessa estrutura bacteriana permite classificar as bactérias em Gram-
positivas e Gram- negativas. As bactérias Gram - positivas sdo compostas por diversas camadas de
peptideoglicano formando uma estrutura rigida que impede a passagem de substancias
hidrofobicas. Em relagdo as bactérias Gram- negativas a composi¢do e estrutura da parede celular
sdo constituidas por poucas camadas de peptideoglicano, uma membrana externa formada
principalmente por lipossacarideos e fosfolipidio (HYUN et al., 2015).

Para que ocorram as infec¢oes, as bactérias necessitam de fatores de viruléncia que as
permitam escapar do sistema imunologico como também sdo responsaveis por a disseminagao e
replicacdo dos patdgenos para outros 6rgdos ocasionando diversas patologias. Dentre os inumeros
fatores de viruléncia se destacam a producdo de toxinas, formagao de biofilmes, superantigenos e
aderéncia mediada por adesinas(COSTA et al., 2015).

As infeccdes bacterianas sdo ocasionadas por espécies pertencentes a microbiota normal
quando hé desequilibrio ou migragdo para sitios estéreis, como também podem ser desenvolvidos
por bactérias provenientes de ambientes exdgenos, ambos 0s casos sa0 responsaveis por
desencadear uma série de infecgdes que podem resultar em um quadro clinico de sepse, o que torna
imprescindivel o conhecimento acerca das espécies bacterianas e seus fatores de viruléncia

(RAMACHANDRAN, 2014).
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3.1.1 Sthaphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, possui 33 espécies ¢ 17 delas
podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas. Dentre estas espécies de destaca a bactéria
Staphylococcus aureus isolada principalmente na regido nosocomial e esta relacionada a infecgdes
em seres humanos (AGUAYO-REYES et al., 2018).

A espécie S. aureus ¢ caracterizada como cocos Gram-positivos, onde pode apresentar
varias formas, que vao desde isolados, aos pares ou agregados semelhantes a cachos de uva. Seu
diametro varia entre 0,5 a 1,5 pm, ndo produzem esporos e sdo imoveis. Seu principal fator de
viruléncia ¢ a presenca de uma capsula de polissacarideo responsavel por revestir a parede celular
bacteriana, resultando na inibicdo da fagocitose por células do sistema imunoldgico (TODD;
PETERS, 2019).

Embora a bactéria S. aureus fagca parte da microbiota normal humana situada
principalmente na pele e na cavidade nasal, este patogeno pode romper as defesas imunologicas do
hospedeiro e se disseminar para outros tecidos causando uma variedade de patologias. As infecgdes
ocasionadas por esta espécie podem causar dano tecidual direto tais como: pneumonia, endocardite
e quadro graves de sepse. Dentre os fatores de viruléncia apresentados por S.aureus a capacidade
de producdo de toxinas ganha destaca, estas substancias podem ser isoladas principalmente em
alimentos ocasionando intoxicagdes alimentares, como também podem ser responsaveis por outras
patologias como a sindrome do choque toxico causada por a secrecao de exoenzimas(LIMA et al.,
2015).

A conduta terapéutica direcionada a infec¢des ocasionadas por S. aureus € a utilizagdo da
antibioticoterapia, sendo a classe dos B-lactamicos a mais prescrita no ambito hospitalar. Porém a
espécie S. aureus possui adaptabilidade fenotipica que permite adquirir resisténcia a multiplas
drogas, proporcionando o desenvolvimento de cepas multirresistentes e limitando as opgdes de
tratamento (MORELLO et al., 2018).

Nas ultimas décadas € crescente o nimero de cepas resistentes a multiplas drogas, dentre
estas bactérias se destaca a cepa de S. aureus MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina), esta espécie apresenta resisténcia através de genes cromossOmicos responsaveis por
modificar os receptores de acao dos B-lactamicos, como também a produgdo de enzimas como as

proteinas ligadoras de Penicilina (PBP’s). Estas estirpes bacterianas permitem a resisténcia frente
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a outras classes antibidticas como as Cefalosporinas e Carbapenémicos, limitando a conduta

terapéutica (AGUAYO-REYES et al., 2018).

3.2 RESISTENCIA BACTERIANA

Os antibidticos foram uma das descobertas mais relevantes no século XX, o surgimento
desta classe farmacoldgica revolucionou a saude publica através do controle e erradicagao de
doencas infecciosas que ndo possuiam tratamento eficaz. Porém em 1954, Fleming ja havia
previsto que o uso irracional destes farmacos ocasionaria uma sele¢do e propagacao de bactérias
multirresistentes (ANNUNZIATO, 2019).

A resisténcia microbiana ¢ definida como a capacidade de um micro-organismo sobreviver
e multiplicar-se na presenca de antibioticos e substancias toxicas. Este fenomeno resultard em
alteragdes funcionais e estruturais na célula bacteriana que permitira sua adaptacdo a condigdes
adversas (TRONCOSO et al., 2017).

A resisténcia das bactérias a antibioticos pode ocorrer através de uma selecao natural na
qual algumas espécies bacterianas sofrem mutag¢des e passam a desenvolver genes de resisténcia,
que posteriomente serdo propagados para outras espécies através da transferéncia de material
genético do plasmideos ou transposons, os quais contém a informacao genética necessaria para a
bactéria desenvolver mecanismos de resisténcia a determinado antibiotico (HILTUNEN; VIRTA;
ANNA-LIISA, 2017).

As bactérias possuem fatores fisioldgicos e estruturais responsaveis por mediar mecanismos
de acdo, dentre estes mecanismos de resisténcia se destacam: impermeabilidade da membrana da
celular, hidrolise enzimatica, bombas de efluxo. € modificagdo do sitio alvo (MUNITA; ARIAS,
2016). O mecanismo mediado por a impermeabilidade da membrana plasmatica, € caracterizado
pela diminuigdo da expressao de porinas que sdo responsaveis por o transporte de substancias para
o interior da célula através da membrana plasmatica, a deficiéncia de porinas resulta em inibigao
de antibidticos principalmente hidrofobicos como Beta-lactimicos, Aminoglicosideos,
Fluoroquinilonas para o interior da célula, conferindo a resisténcia a esses farmacos (OGAWARA,
2019).

Outra forma de resisténcia aos antibidticos ¢ a modifica¢ao do sitio alvo celular, neste

mecanismo ocorrera alteragdo estrutural do alvo celular impedindo que o antibidtico atue de forma
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eficiente em seu sitio celular consequentemente diminuindo a sua ag¢ao antibiotica que resultara em
resisténcia bacteriana a determinada droga (NORDMANN; POIREL, 2019).

Embora os mecanismos de resisténcia citados anteriormente sejam uma importante linha de
defesa a uma variedade de antibacterianos, outros mecanismos de acdo como as proteinas de efluxo
e enzimas como B-lactamase vém sendo constantemente citada nas literaturas cientificas devido a
sua capacidade de conferir resisténcia a farmacos como a Vancomicina que ¢ utilizada como
principal conduta terapéutica para cepas multirresistentes (MCGUINNESS; MALACHOWA;
DELEO, 2017).

3.2.1 Enzima f- lactamase

Os B-lactamicos foram a primeira classe de antibioticos utilizada em infecg¢des bacterianas,
estes farmacos apresentam amplo espectro de atividade antibacteriana incluindo bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e tem como principal mecanismo de acdo a inibi¢do da atividade de
proteinas de ligacdao da Penicilina (PBP’S) essenciais para a sintese da parede celular. Devido ao
uso continuo e crescente destes antibioticos, as bactérias desenvolveram mecanismos de defesa
como, por exemplo, a producio de enzimas B-lactamase(PALACIOS; ROSSI; MAHLER, 2020).

A B- lactamase ¢ uma enzima responsavel por hidrolisar compostos quimicos contendo anel
B-lactamico de 4 membros, incluindo os agentes antibacterianos P-lactamicos, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos. Em decorréncia ao uso inicial da penicilina frente a cepas
Gram-positivas a espécie S. aureus foi uma das primeiras a expressar a enzima B-lactamase no qual
esta resisténcia € decorrente da producao da enzima PC1 codificada por o gene BlaZ, embora estas
enzimas também possam ser identificadas em estripes Gram-negativas como Escherichia coli
(TOOKE et al., 2019).

A evolugao das B-lactamases permitiu que as mesmas apresentassem alteragdes estruturais
e genéticas, diante deste contexto foi necessario que estas enzimas fossem subdividas em grupos
de acordo com caracteristicas bioquimicas € mecanismos hidroliticos. A principal forma de divisao
destas enzimas consiste nas classes A , B, C onde utilizam enzimas serinas como sitio alvo e sdo
classificadas como serinas- lacatamses ( SBL’s), ja a classe requer ions de zinco para exercer sua

atividade, este grupo € caracterizado como metalo- - lactamases classe B (MBL’s) (BUSH, 2018).
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As SBL’s utilizaram uma serina nucleofilica como sitio ativo para a hidrolise do anel B-
lactamico onde esta reagdao serd mediada por o mecanismo acilacdo —desacilagdo, estas enzimas
estdo diretamente relacionadas d4s PBP’s. Esta classe tém como principal inibidor o &cido
clavulanico comumente associado a amoxicilina para tratamento de infecgdes bacterianas, porém
estudos apontam cepas bacterianas que vém apresentando resisténcia a esta substancia (HANG et
al., 2020).

Em relagdao as MBL’s, estas enzimas possuem um amplo espectro de atividade incluindo
todos os antibioticos B-lactamicos com exce¢dao dos monobactamicos, esta classe serdo subdivida
em metaloenzimas B1, B2 e B3 de acordo com a sequéncia de aminoacidos. O mecanismo de acao
destas enzimas consiste na utilizagdo de um ou dois ions de zinco como sitio ativo para ativar uma
agua molecular responsavel por clivar o anel B-lactamico, esta classe em comparacdo com as SBL
ird apresentar uma resposta mais forte e rapida devido a auséncia de interacdes covalentes
(PALZKILL, 2013).

Cepas bacterianas tém expressado fendtipos que permitem estas a expressar combinagdes
de mecanismos de resisténcia caracterizadas como resisténcia multifatorial, dentre estes
mecanismos se destaca a presenca de proteinas de efluxoe a produgdo de enzimas B-lactamases em

uma mesma espécie(RAMACHANDRAN, 2014).

3.2.2 Bomba de efluxo

As Bombas de efluxo sdo proteinas transportadoras transmembrana que possuem a
capacidade de expulsar substancias toxicas como os antibidticos para fora da célula bacteriana.
Estas proteinas estdo presentes em cepas Gram positivas e Gram negativas,no qual podem atuar de
forma seletiva frente a um substrato especifico ou podem estruir uma variedade de compostos
conferindo Resisténcia a Multiplas Drogas (Multi Drug Resistance) (JANG, 2016).

As proteinas de efluxo ativo realizam o transporte de compostos através de transportadores
ativos primarios e secundarios. O ativo primario consiste na hidrolise de ATP como forma de
energia para realizar o transporte de substancias através da membrana bacteriana. Em relagao aos
transportadores ativos secunddrios, estes irdo realizar o transporte de substratos através de um

. ~ N . r . ’ +
gradiente de concentracdo no qual a substancia ¢ acoplada ao um movimento de um ion de H' ou
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N, onde estes fons sdo transportados para um gradiente de baixa concentragdo e o substrato
simultaneamente transportado contra este gradiente de concentracao (LEKSHMI et al., 2018).
Todas as bombas de efluxo sdo agrupadas principalmente em seis familias de acordo com
a estrutura da proteina, caracteristicas bioquimicas, mecanismos de a¢do e fonte de energia, desta
forma essa subdivisdo resultara nas familias: Superfamilia grande facilitadora (Major facilitator
supe rfamily - MFS), Superfamilia ligada a ATP cassete (4TP-binding cassette- ABC superfamily),
Pequena familia de resisténcia a multiplos medicamentos (Small multidrug resistancefamily-
SMR), Superfamilia de Divisdo celular de nodulacdo de Resisténcia (Resistance nodulation cell
division (RND) superfamily), Superfamilia de extrusdo de multidroga e de compostos toxicos
(Multidrug and toxic compound extrusion- (MATE) family) (RAMACHANDRAN, 2014),
Superfamilia de Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE) (BOLLA et al., 2020).

Figura 1: Representacdo das familias de Bombas de Efluxo

RND aMRE MES MATE ABC PACE
Extracellular media

Periplasm

Cytoplasm

Antimicrobials AP

Fonte: Kabraet al., (2019)

O MFS ¢ uma familia antiga e diversificada de bombas de efluxo, esta classe utiliza a forca
da matriz do proton (PMF) como fonte de energia. As proteinas pertencentes a esta familia sdo
codificadas principalmente através de genes cromossomicos, que irdo conferir resisténcia a
compostos anfipaticos mono e divalentes, como por exemplo, os antibidticos tetraciclina e
fluroquinolonas. Dentre as bombas de efluxo pertencente a esta familia se destaca a NorA, QacA/B

e TetK(SPENGLER et al., 2017).
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A familia SMR consiste em pequenas proteinas de efluxo responsaveis por conferir
resisténcia a multiplas drogas, esta classe ¢ dependente da forca da matriz do préton para realizar
o seu transporte. As proteinas SMR irdo transporta principalmente compostos e antibioticos
lipofilicos, como compostos quaternarios de amodnia e brometo de etidio (NASIE et al., 2012).

As bombas de efluxo pertencente a familia MATE sdao uma descoberta recente desta forma
sdao menos descritas que as demais categorias. Esta familia realiza o transporte de substratos através
do gradiente Na' responsavel por estruir agentes antibacterianos como ciproflaxacina e
norflaxacina. Dentre as bombas de efluxo pertencentes a esta familia, a mepA foi a primeira
proteina isolada de cepas patogénicas de S. aureus (RANAWEERA et al., 2016).

Em relagdo a familia RND estas serdo codificadas por genes cromossdmicos, no qual seu
transporte consiste na utilizagdo do fon H'. Uma caracteristica desta familia ¢ capacidade de
transportar o substrato diretamente para o meio externo facilitando de forma eficiente a saida dos
compostos (HANDZLIK; MATYS; KIEC-KONONOWICZ, 2013).

As proteinas de efluxo da familia ABC sdo responsaveis por realizar o transporte de
substratos como aminoacidos, agucares, ions e polissacarideos através do mecanismo ativo
primario que utiliza a hidrolise de ATP como fonte de energia. Uma caracteristica especifica desta
classe ¢ a capacidade de conferir resisténcia as células cancerigenas ao tratamento de
quimioterapia. Dentre as proteinas ABC se destaca a MrsA responsavel por conferir resisténcia a
multiplas drogas, como por exemplo, eritromicina (HASSANZADEH et al., 2020).

Dentre as proteinas de efluxo citadas anteriormente se destacam a Bomba NorA e TetK
pertencentes a familia MFS e isoladas principalmente de estirpes selvagens de S. aureus. A NorA
¢ responsavel por conferir resisténcia a multiplas substancias toxicas como fluoroquinolonas
hidrofilicas, verapamil, brometo de etidio. Por outro lado a TetK possui o antibidtico tetracilina
como substrato especifico (KUMAR; VARELA, 2012).

A QacA/B ¢ uma proteina de efluxo pertencente a familia MFS pode ser isolada de cepas
como S. aureus. Esta bomba ¢ codificada através de plasmideos e realiza seu transporte através da
for¢a da matriz do proton, estas proteinas serdo reguladas pelo repressor QacR no qual sua estrutura
permite conferir resisténcia a varios substratos estruturalmente diferentes, como, compostos
quaternarios de amonia, brometo de etidio e acriflavina (SCHINDLER; KAATZ, 2016).

Os mecanismos de resisténcia citados anteriormente sdo responsaveis por o

desenvolvimento de cepas multirresistentes, desta forma se torna crucial a identificacdo de novas
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substancias quimicas capazes de potencializar a acdo antibidtica como também possiveis

percussoras de novas drogas (GOUDARZI et al., 2020).

3.3 SUBSTANCIAS MODIFICADORAS DE RESISTENCIA

Os antibioticos B-lactdmicos sdo os mais utilizados na pratica clinica devido a sua alta
eficacia, amplo espectro de atividade e baixa toxicidade, porém esta classe vem se tornando
resistente devido a fatores de resisténcia como a enzima [-lactamase ¢ bombas de efluxo, Diante
deste contexto se torna crucial a identificagdo de substancias quimicas com agao inibitoria frente a
estes mecanismos de resisténcia (HANG et al., 2020).

Uma das estratégias adotadas para reverter a resisténcia de agentes P-lactamicos ¢
associacao destes antibidticos com inibidores de lactamase (BLI’s), neste caso os inibidores irdo
inativar a a¢do da enzima mantendo o efeito terapéutico do antibidtico. Os inibidores enzimaticos
comumente apresentam pouca ou nenhuma atividade antibacteriana, estas substancias irdo impedir
a atividade enzimatica através da inibigdo dos processos de transcri¢ao e tradugdo ou inativando o
sitio alvo da enzima (BONOMO, 2017)

Atualmente os trés inibidores de PB-lactamase comercializados sdo, 4cido clavulanico,
sulbactam e tazobactam no qual estes compostos sdo associados com os seguintes antibioticos:
amoxicilina, ampicilina e piperacilina, respectivamente (SANDANAYAKA; PRASHAD, 2002).

Os inibidores enzimaticos mais relevantes sdo restritos especificamente para a classe A das
B-lactamases, porém com o desenvolvimento de cepas patogénicas portadoras de B-lactamasedos
tipos C e D foi visto a necessidade de identificar possiveis inibidores que tém como alvo as
MBL’s.Dentre os inimeros compostos que vém sendo estudado se destacam os derivados do 4cido
dicarboxilico tais como 3- amino e 3- alcoxi, estas substancias irdo inativar os ions de zinco
impedindo que a enzima realize a hidrdlise do anel B-lactdmico (ELFAKY et al., 2020)

Inimeros compostos que inibem a enzima B-lactamase ja foram descritos, porém o seu uso
clinico se torna limitado pois estas substancias apresentam altas taxas de toxicidade devido a sua
ligacdo inespecifica a enzimas procarioticas e eucariodticas, desta forma a inibi¢cao destas enzimas
hidroliticas pode ocasionar graves efeitos colaterais no organismo humano (LIU et al., 2019).

E notério que as bombas de efluxo sdo um dos principais mecanismos de resisténcia

identificados em cepas patogénicas, por esta razao a inibicao da atividade destas proteinas de efluxo
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resultou no desenvolvimento de inibidores de bombas de efluxo (IBE’s). Os compostos com
atividade inibitéria frente as proteinas de efluxo, ndo devem apresentar efeito em células
eucarioticas, a fim de reduzir os niveis de toxicidade, bem como estes inibidores ndo podem
apresentar atividade antibacteriana para impedir o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
contra estas substancias (SPENGLER et al., 2017).

Os IBE’s quando isolados ou associados aos antibioticos irdo aumentar a concentragao
intracelular do antibidtico restaurando a sensibilidade de cepas resistentes, com isto estes inibidores
reduzem os niveis de resisténcia intrinseca como também impede o desenvolvimento de novas
bactérias resistentes (SCHINDLER; KAATZ, 2016).

Os compostos com atividade frente as proteinas de efluxo serdo classificados de acordo
com o seu mecanismo de acdo dentre eles se destacam, os desaclopadores de energia que atuam
modificando o potencial eletroquimico transmembranar impedindo que as bombas de efluxo
utilizem a for¢a da matriz do préton como fonte de energia, um exemplo de composto pertencente
a este grupo ¢ o Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP). Outra forma de inibi¢do dos
IBES’sé¢ através da ligagdo direta com as proteinas de efluxo inibindo a sua agao, drogas como a
reserpina e verapimil atuem desta forma, porém o seu uso clinico ¢ limitado devidos as altas taxas
de neurotoxicidade(WRIGHT; BONOMO; PATERSON, 2017).

A escassez de novos antibidticos proporcionou o desenvolvimento de tratamentos
alternativos a fim de reduzir as taxas de resisténcia, dentre estas substancias alternativas, a
utilizacdo de compostos quimicos isolados de plantas medicinais vém crescendo gradativamente.
As plantas medicinais sao fontes de uma ampla variedade de substancias quimicas ativas como
terpenodides, compostos fenolicos e alcaloides, no qual possuem atividade antibacteriana direta
como também agem em associacdo com antibidticos potencializando a sua eficcia terapéutica

(WAMBA et al., 2018).

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sao um dos principais grupos de metabolitos secundarios isolados
de plantas medicinais, que podem ser encontrados em chas, frutas, legumes, sementes, caules e

flores. Esta classe quimica ¢ subdivida de acordo com a estrutura quimica, fonte de origem e
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fungdes biologicas, dentre as substancias pertencentes a este grupo se destaca: Flavonoides,
Taninos, eAcidos fendlicostRODR; LOZANO-SANCHEZ; BORR, 2020).

Os flavonoides sao um grupo de compostos fenolicos isolados de diversas espécies vegetais
que possuem propriedades farmacologicas como, acdao antioxidante frente a patologias associadas
ao estresse oxidativo, por exemplo, cancer e doengas neurodegenerativas.Além desta propriedade
os flavonoides também possuem atividade antibacteriana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas devido a capacidade de inibir a DNA girase ¢ interferir na energia da célula bacteriana
(DOS SANTOS; FARIAS RODRIGUES, 2017).

Outro grupo pertencente a classe dos compostos fendlicos sdo os 4cidos fenodlicos, estes
podem ser encontrados em todo reino vegetal porém, bebidas como café e chas verdes sdo as
principais fontes. Dentre os dcidos fendlicos o acido galico vém ganhando destaque devido a sua
alta taxa de atividade antibacteriana frente a espécies como S. aureus, estudos apontam que esta
substincia ocasiona alteracdes morfologicas na célula bacteriana induzindo o vazamento de
componentes citoplasmaticos essenciais(tRAMONA et al., 2016).

Uma das principais substancias quimicas com atividade antibacteriana caracterizada como
composto fenolico sdo os taninos, estes compostos que agem interferindo na disponibilidade de
substratos essenciais para o metabolismo da célula bacteriana. Outra caracteristica marcante dos
taninos ¢ a sua capacidade de reverter a resisténcia de antibidticos comumente prescritos como os
B-lactamicos, estes compostos quando associados aos antibidticos atuam inibindo enzimas
microbianas permitindo que a droga exerca sua acdo consequentemente mantendo a eficacia
terapéutica (PEREIRA et al., 2018).

A falta de novos antibioticos permitiu que fossem avaliados novos compostos para
futuramente serem utilizados como alternativa para o tratamento de infec¢des ocasionadas por
cepas resistentes, dentre eles a utilizacdo de substancias quimicas como compostos fendlicos em
associacao com antibidticos vém sendo bastante investigado. Estudos apontam que esta classe
quimica exibe um efeito sinérgico quando combinado com antibidticos in vivo devido a sua
capacidade de elevar as concentragdes intracelulares de varias drogas (KOURTESI et al., 2013).

A alta taxa de resisténcia bacteriana permitiu que os compostos fendlicos fossem
investigados como uma possivel alternativa terapéutica devida sua atividade biologica frente a
mecanismos de resisténcia como as bombas de efluxo. Estas substancias quimicas sdo capazes de

interferir na a¢do destas proteinas de efluxo através de mecanismos como, por exemplo, alteracao
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na transcri¢ao de genes responsaveis por codificar as proteinas de efluxo, inibicdo competitiva ou
ndo competitiva com o substrato de ligacao e interferéncia na hidrolise do ATP utilizado como
energia para ativacao das bombas de efluxo (SEUKEP et al., 2019).

Algumas substancias quimicas pertencentes a classe dos compostos fendlicos sdo pouco
elucidadas na literatura em relagdo as suas propriedades farmacologicas, desta forma ¢
imprescindivel a andlise da atividade bioldgica destes compostos para auxiliar na identificagdo de

possiveis percussores de novas drogas como,os antibioticos (GULUA et al., 2019).

3.4.1 Alilbenzeno

O composto fendlico Alilbenzeno ¢ formado a partir de uma ligagdo simples entre a
molécula de propenilo e anel fenilo, esta substancia ¢ identificada em diversas familias vegetais
como, por exemplo, Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae ¢ Rutaceae (MARTINS et al., 2014).

Os dados referentes obtidos sobre as propriedades farmacolégicas do composto
Alilbenzeno sdo escassos, porém ja ¢ descrito que esta substinciaatua inibindo enzimas como as
lipoxegenases (LOXs) responsaveis por a atuar em processo inflamatorios. Apesar de este
composto apresentar atividades biologicas relevantes alguns estudos indica possivel efeito

genotdxico e cancerigenoque ocasionam riscos ao organismo humano (MOUSAVIAN et al.,
2018).
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Figura 2: Estrutura quimica do composto Alilbenzeno

U
Y

Fonte:Pubchem

3.4.2 Allylanilose

O Allylanilose ¢ um composto fendlico da classe dos fenilprapandides, cuja sinonimia ¢ o
Estragol. E constituido por um anel benzénico substituido por um grupo propenil. Esta substincia
¢ encontrada principalmente em espécies de arvores Coniferas, e possui atividade inseticida como
propriedade farmacoldgica mais elucidada (STROM; CLARKE; SHEA, 2004).

O estudo isolado da substancia Allylanilose ¢ superficial, porém 6leos essenciais e extrato
vegetais que possuem como principal constituinte este composto quimico t€ém demonstrado
atividade biolégica como, por exemplo, atividade antibacteriana, antioxidante e anti-

inflamatoria(BALBINO et al., 2020).
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Figura 3: Estrutura quimica composto Allylanilose

Fonte:Pubchem

3.5 METODOS TOXICOLOGICOS ALTERNATIVOS

Embora grande parte dos metabdlitos secundarios oriundos de plantas medicinais
apresentem atividade bioldgica, estas substancias também podem ocasionar reagdes adversas no
organismo humano quando utilizadas in vivo. Para que ocorra o desenvolvimento de novos
antibidticos ou drogas modificadoras de resisténcia ¢ imprescindivel que ocorra uma analise
toxicoldgica dos possiveis candidatos a farmacos como, os compostos quimicos isolados e
sintetizados a partir de produtos naturais (FERNANDES et al., 2014; NAGPAL et al., 2017).

Diversas espécies vegetais produzem substancias toxicas como mecanismo de defesa frente
a insetos, pragas € outros micro-organismos, porém, estes compostos quando presente no
organismo humano pode apresentar efeitos toxicologicos. Pesquisas anteriores realizadas com o
intuito de avaliar o impacto toxicoldgico destas substancias no organismo humano utilizavam
principalmente métodos tradicionais de testes em animais, mas estes testes sdo frequentemente
lentos, possuem alto custo e dificil metodologia (CHAHARDEHI; ARSAD; LIM, 2020). Desta

forma foi iniciado a aplicacdo de abordagens alternativas no qual ¢ empregado o uso de métodos
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com organismos modelos , dentre eles: Artemia salina, Danio rerio, € Drosophila melanogaster.
(REMY; BURKLE; LANDSIEDEL, 2015).

Dentre os métodos alternativos citados anteriormente o peixe , Danio rerio € um modelo in
vivo amplamente utilizado hoje em dia para a realizacdo de testes de toxicidade, este apresenta
rapido desenvolvimento como também apresenta semelhanga filogenética com o genoma

humano(GABALLAH et al., 2020).

3.5.1 Drosophila melanogaster

Um dos métodos alternativos empregados para avaliagao toxicologica ¢ a D. melanogaster,
esta espécie de inseto ¢ conhecida popularmente como mosca da fruta, seu ciclo de vida ocorre em
cerca de 10 dias incluindo os estagios de ovo, larva, pupa e adultos. Uma vez adultos estes insetos
sobrevivem por aproximadamente 75 dias a 25°C (DISEASES, 2016).Este sistema modelo
toxicoldgico ganhou destaque sobre outros animais devido a facilidade de manuseio, ciclo de vida
curto, alta reprodutibilidade como também o baixo custo para serem mantidas em
laboratérios(ROCHA et al., 2016).

Os testes utilizando o modelo de D. melanogaster sdo recentes, porém com uma extensa
literatura que fornece informagdes impertinentes a respeito dos mecanismos fisiologicos, genéticos
e bioquimicos destes animais. Embora os seres humanos e as moscas possuam pouca relagao
evolutiva, estudos fornecem evidencias que comprovam que 75 % de genes ortdlogos responsaveis
por desencadear patologias nos seres humanos podem ser identificados em

D.melanogaster(TALYN et al., 2019)
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3.RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos nessa dissertagao resultaram em um manuscrito Pharmacological
activities of phenolic compounds Allylbenzene and allylanisole: Inhibition of p-lactamase
enzyme and the QacA/B efflux protein and toxicity profile in a Drosophila melanogaster
model. Submetido no dia 03/07/2021 no Journal Phytomedicine Qualis A2 e fator de impacto 5,3.
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Resumo

O aparecimento crescente de bactérias multi-resistentes exigiu a descoberta de novos
medicamentos capazes de inibir os mecanismos de resisténcia bacteriana, tais como os mediados
por proteinas de fluxo e pela enzima f-lactamase. Considerando as evidéncias que indicam que os
compostos fenolicos sdo eficazes contra a resisténcia bacteriana, o presente estudo visou avaliar a
atividade antibacteriana dos compostos allylbenzeno e allylanisole contra a estirpe de
Staphylococcus aureus SA K4414, que transporta genes que codificam a -lactamase e as proteinas
QacA/B. As concentragdes inibitérias minimas (MICs) foram determinadas pelo método da
microdilui¢do do caldo. A presenga da B-lactamase foi verificada através da associag¢ao do inibidor
sulbactam com o antibidtico ampicilina, enquanto a sua inibi¢ao foi analisada através da reducao
da MIC da penicilina na presenca de compostos fendlicos. A inibicdo da bomba de efluxo foi
analisada através da reducao do MIC do substrato da bomba Brometo de etideo. A toxicidade contra
Drosophila melanogaster foi determinada através de mortalidade e ensaios de geotaxia negativa
seguindo o método de fumigagdo. Os resultados demonstraram que os compostos fenolicos ndo
mostraram actividade antibacteriana directa relevante, com valores de MIC superiores a 1024
pg/mL. A associagdo de allylbenzeno e allylanisole com penicilina potenciou o seu efeito
antibacteriano, reduzindo o seu MIC (512 ug/mL) para 128 pg/mL e 256 nug/mL, respectivamente.
Os compostos também reduziram a MIC do EtBr, indicando um possivel efeito inibidor contra a
enzima f-lactamase e a proteina eflux QacA/B. Quanto a toxicidade, o allylbenzeno (apo6s 12 h) e
o allylanisole (ap6s 3 h) apresentaram EC50 de 19,21 pg e 11,07 pg, respectivamente. Estes
compostos também causaram danos no sistema locomotor das moscas, que foi potenciado apds o
aumento das concentracdes e do periodo de exposi¢do. Conclui-se que os compostos allylbenzeno
e allylanisole podem inibir os mecanismos de resisténcia mediados pela enzima -lactamase e a
proteina efflux QacA/B. No entanto, devido a toxicidade significativa observada, € necessaria mais

investigacao para avaliar a seguranca destes compostos.

Palavras-chave: Fenol; Resisténcia as drogas; Allylbenzeno; Allylanisole; Bomba QacA/B;

métodos alternativos.
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ABREVIATURAS

S. aureus resistente a meticilina (MRSA); for¢a proton-motiva (PMF); Major Facilitator
Superfamily (MFS); inibidores da bomba de efluxo (EPIs); brometo de etideo (BrEt); m-
clorofenilidrazona-carbonilcianeto(CCCP), clorpromazina (CPMZ); dimetilsulféxido (DMSO);

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus estd entre os principais microrganismos que causam infeccdes
resistentes a antibioticos. Este patogéno possui fatores de viruléncia notaveis que contribuem para
o desenvolvimento de manifestagcdes como a sindrome do choque toxico, intoxicagdo alimentar, e
infecgdes de feridas de tecidos moles (Olatunji et al., 2020). Nas ultimas décadas, esta espécie
bacteriana tornou-se uma preocupagao no ambiente hospitalar devido a sua capacidade de adquirir
resisténcia a varios agentes antimicrobianos, tal como observado nas infec¢des causadas pela
estirpe S. aureus resistente a meticilina (MRSA)(Tsai et al., 2020).

A resisténcia antibiotica nas estirpes de S. aureus ¢ mediada por varios mecanismos, que
incluem: alteragdo da permeabilidade extracelular da membrana, produ¢@o de enzimas como a f3-
lactamase, mudanca do alvo do medicamento, e efluxo ativo do antibidtico. Entre estes, o
mecanismo enzimatico de degradacdo por B-lactamases € notavel por conferir resisténcia aos
antibidticos B-lactamicos como a penicilina. Estas enzimas atuam degradando o anel de (-
lactamico através da catalise hidrolitica, diminuindo assim a concentragao efetiva do antibiotico, o
que resulta na perda do efeito antibacteriano (Kapoor et al., 2020).

Outro mecanismo importante de resisténcia bacteriana ¢ a extrusdo ativa dos antibidticos
promovida pelas proteinas presentes na membrana celular bacteriana conhecida como bombas de
efluxo (EPs). Estas proteinas sdo responsaveis pela expulsdo de substancias nocivas como 0s
antibidticos, através do transporte primario com o gasto de ATP, ou do transporte secundario
utilizando a forga proton-motriz (PMF) (Troncoso et al., 2017).

A proteina efflux QacA/B, expressa pela estirpe SA K4414 de S. aureus, pertence a familia
de transportadores Major Facilitator Superfamily (MFS). Esta proteina, codificada através de

plasmideos, estd associada ao supressor QacR responsavel pela extrusdo de drogas hidrofobas
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como a tetraciclina e outras substancias estruturalmente distintas, e como tal, pode ser classificada
como uma Major Facilitator Superfamily (MFS) (Chatterjee et al., 2016).

A 1identificagdo de compostos quimicos com atividade antibacteriana contra estirpes de
MDR desempenha um papel central no combate a resisténcia bacteriana. Neste contexto, -
lactamase e os inibidores da bomba de efluxo t€ém um potencial significativo para o
desenvolvimento de adjuvantes antibidticos (Spengler et al., 2017).

Em relagdo aos produtos naturais bioativos, os compostos fendlicos destacam-se pela sua
atividade antibacteriana contra estirpes resistentes, cujo mecanismo ocorre através da inibigao tanto
de proteinas de efluxo como de B-lactamases (Seukep et al., 2020). Entre os compostos fenolicos,
o allylbenzeno e o allylanisole destacam-se pelas suas aplicagdes industriais. O allylbenzeno, um
fenilpropanoide sintetizado através de uma reagcdo de oxidacdo entre os acidos p- Cumarico e
Cimanico, ¢ amplamente utilizado na industria farmacéutica como base para a formacdo de
Lignanas (Costa, 1999).Por outro lado, o allylanisole, obtido principalmente de plantas medicinais
como a "Albahaca", ¢ utilizado na produ¢do de produtos aromaticos(Garcez et al., 2009).

Apesar da sua importancia no contexto industrial, as provas indicam que os compostos
fendlicos podem ser significativamente toxicos para as células eucaridticas e, portanto, os estudos
toxicoldgicos sdo essenciais para estabelecer os riscos associados a utilizagdo destes compostos.
Neste sentido, o modelo Drosophila melanogaster demonstrou ser uma excelente ferramenta para
a investigacao dos mecanismos genéticos e perfis de toxicidade das substancias para uso humano
e exposi¢do ambiental (Talyn et al., 2019).

Considerando a importancia da investigacdo de novos compostos para combater a
resisténcia bacteriana, este estudo visou investigar a atividade dos compostos fendlicos contra uma
estirpe de S. aureus (SA K4414) expressando a enzima B-lactamase e a proteina efflux QacA/B,

bem como avaliar a sua toxicidade utilizando o modelo D. melanogaster.

2. METODOLOGIA
2.1 CEPA BACTERIANA

A cepa de S. aureus utilizada foi SA-K4414, a qual possui resisténcia a B-lactamicos,
através do mecanismo de B-lactamase, bem como ao Brometo de Etidio através da proteina.

deefluxoQacA/B. A cepa foi fornecida pelo Prof. Glenn Kaatz (Wayne StateUniversity) e mantida
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em meio de cultura de base de agar sangue (Laboratorios 'Difco Ltda., Brasil). Antes do estudo, as
células foram cultivadas em Heart Infusion Agar (HIA, Difco) para crescimento, por 24 h em 36

°C.

2.2 MEIOS DE CULTURAS

Para realizacdo dos testes microbiologicos foram utilizados os meios de cultura: Heart
Infusion Agar (HIA, Difcolaboratories Ltda.) preparado de acordo com o fabricante e Brain Heart

Infusion(BHI, AcumediaManufacturers Inc.) preparado na concentracao de 10%.

2.3 SUBSTANCIAS

Os antibioticos (Penicilina e Ampicilina+ Sulbactam), Brometo de Etidio (BrEt) e o
Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) juntamente com os compostos fenolicos
Allylbenzene e Allylanilose foram obtidos da empresa Sigma AldrichCo. Ltd., e a Clorpromazina
(CPMZ) obtida do laboratorio Aché. Os antibidticos bem como os compostos fenolicos foram
dissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) e dgua estéril até a concentracdo de 1024 pg/mL. A
CMPZ e BrEt foram dissolvidos em agua destilada estéril, enquanto que o CCCP foi dissolvido em
metanol/agua (1:3, v/v). Todas as substincias foram diluidas até a concentracdo de 1024

ug/mL(CLSI, 2015).

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

O teste de Concentragdo Inibitoéria Minima foi realizado pelo método de microdilui¢do em
caldo. Apos o periodo de 24 horas do semeio das cepas do estoque, foram preparados os indculos
em tubos de ensaios contendo 6 mL de solucdo salina estéril, sendo comparados a escala de
Mcfarland 0.5 que corresponde a 10° UFC. Em seguida, foram preparados eppendorfs® contendo
1440 pL do meio de cultura liquido BHI, e 160 pL do indculo bacteriano, formando o volume final
de 1,6 mL. Posteriormente, as fileiras da placa de microdilui¢do foram preenchidas com 100 pL da
solucdo final do in6culo. sendo as fileiras 7 e 8 separadas para controle de crescimento bacteriano

e as fileiras 9 e 10, para controle de esterilidade. Em seguida foi feita a microdilui¢do com os
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compostos fendlicos (100 nuL), em concentracdes que variam de 512 pg/mL até 0,5 pg/mL. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica na temperatura de 36 °C por 24 h. A leitura das
placas foi realizada por observa¢do de modificacdo da cor do meio, determinada pela adi¢do de 20
pL Resazurina. O MIC foi definido como a mais baixa concentragdo onde o crescimento bacteriano

ndo foi observado (CLSI, 2015); (JAVADERPOOL et al , 1996).

2.5 VERIFICACAO DA PRESENCA DE B-LACTAMASE

A verificagdo da presenga de B-lactamase, foi realizada utilizando a CIM da Ampicilina e
CIM da Ampicilina em associa¢do com o inibidor da B-lactamase (Sulbactam) na concentracdo de
50% pl/mL. Em relagd@o aos controles foram utilizadas as substancias CMPZ e CCCP para verificar
a presen¢a do mecanismo de proteina de efluxo. Para confirmar a presenca da enzima [B-lactamase
¢ necessario que ocorra uma diminuicdo de trés vezes na MIC do inibidor Sulbactam junto com

antibiotico em comparacdo a CIM da Ampicilina isolada (CLSI, 2015).

2.6 AVALIACAO DA INIBICAO DE B-LACTAMASE

A inibi¢do da B-lactamase, foi avaliada utilizando uma concentracdo subinibitoriaCIM/8
(128 pg/mL) dos compostos fenodlicos Allylbenzene e Allylanilose para verificar sua capacidade
de diminuir a MIC do antibiotico na cepa SA-K4414. 170 puL do inoculo bacteriano suspenso em
solucdo salina estéril foi adicionado a um eppendorf’s®, junto com a concentracao subinibitdria
(128 pg/mL) dos compostos fenodlicos Allylbenzene e Allylanilose e suplementado com BHI até
atingir o volume final de 1700 pL. Esta solucdo foi entdo transferida para a placa de microdilui¢ao
e posteriormente foi feita a microdiluicdo com o antibiotico Penicilina (100 pL) em concentragdes
variando entre 512 pg/mL até 0,5 pg/mL Depois de 24 h, a leitura das placas foi realizada conforme

citado anteriormente (CLSI, 2015).
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2.7 AVALIACAO DA INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO

A inibicdo da bomba de efluxoQacA/B foi testada utilizando a concentragao
subinibitoriaCIM/8 (128 ug/mL) dos compostos fendlicos Allylbenzene e Allylanilose com o
objetivo de avaliar sua capacidade de diminuir a CIM do EtBr na cepa K4414. Foi utilizado o
CCCP e CMPZ como inibidores padrao da bomba de efluxo na concentra¢do subinibitoria (MIC
/8), respectivamente (1,41 e 128 ug/mL) Em seguida 170 uL do indculo bacteriano foram suspensos
em solucao salina estéril e foram adicionados a um Eppendorf’s®, juntamente com a concentragao
subinibitéria (128 pg / mL) dos compostos fenodlicos Allylbenzene e Allylanilose e suplementado
com BHI até atingir o volume final de 1700 pL. Esta solugdo foi entdo transferida para a placa de
microdilui¢do e posteriormente foi feita a microdilui¢do com o EtBr (100 pL) em concentragdes
variando entre 512 pg/mL até 0,5 pg/mL. Depois de 24 h, a leitura das placas foi realizada

conforme citado anteriormente (CLSI, 2015).

2.8 ENSAIOS DE TOXICIDADE

2.8.1 Criacio e estoque de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster (estirpe de Harwich) foi obtida do NationalSpecies Stock Center,
Bowling Green, OH. As moscas foram criadas de acordo com a metodologia de Cunha et al (2015).
Em recipientes de vidro de 340 mL e cultivadas com o meio contendo: (83 % de massa de milho,
4 % de acucar, 4 % de leite liofilizado, 4 % de farelo de soja, 4 % de farelo de trigo e 1 % de sal).
Por ocasido do cozimento da mistura foi acrescentado 1 g de Nipagin (Metilparabeno). Apos
resfriamento nos recipientes de crescimento foi adicionado 1 mL de solugdo contendo Saccharomy
cescerevisiae. As moscas foram mantidas a temperatura de 25 °C = 1 °C e umidade relativa do ar
de 60 % em estufa BOD com ciclo claro-escuro 12:12 h. Todos os testes foram realizados com a

mesma estirpe.

2.8.2 Ensaio de mortalidade
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Os testes também foram realizados de acordo com o método proposto por Cunha et al.
(2015). Moscas adultas (machos e fémeas) foram colocadas em recipientes de vidro de 130 mL (6
cm de altura e 6,5 cm de diametro), contendo na parte de cima do recipiente um papel filtro onde
foi adicionado o composto para ser volatilizado, utilizando a técnica de fumigagao. Para o controle
foi adicionado somente no papel 1 mg/mL de sacarose a 20 % em 4gua destilada. Para os grupos
testes foram adicionados 1 mL da solugdo de sacarose mais as concentragcdes do composto, sendo
que para o Allylbenzene foram utilizadas as concentragdes de 1 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL e
para Allylanilose foram utilizadas as concentra¢des de 1 mg/mL, 2 mg/mL e 3 mg/mL. Durante
todo procedimento, foi mantido a temperatura controlada a 25 °C £ 1 °C e umidade relativa do ar
de 60 % em estufa BOD com ciclo claro: escuro 12: 12 h. Os experimentos foram realizados em
triplicata onde cada “n” foi composto por dois recipientes, € em cada, foram colocadas 20 moscas
(machos e fémeas). As leituras para a verificagdo de mortalidade do composto Allylanilose foram

realizadas nos horarios de 1, 3, 5, e 7 horas, ja para o composto Allylbenzene foi verificado a leitura

acada3, 6,9, 12, 24, 36 ¢ 48 horas.

2.8.3 Ensaio de geotaxia negativa

A determina¢do do dano a capacidade locomotora foi realizada através do ensaio de
geotaxia negativa descrita por Coulom e Birman (2009). Cada grupo de moscas vivas foram
expostos ao composto Allylanilose nos horarios de leiturade 1, 3, 5, e 7 horas e 3, 6, 9, 12, 24, 36
e 48 horas para o produto Allylbenzene. Em seguida as moscas foram conduzidas para o fundo dos
recipientes e apos um minuto, o nimero de moscas que atingiram 4 cm de altura do recipiente foi

contado. Os ensaios foram repetidos duas vezes a intervalos de um minuto.

2.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os ensaios foram expressos como a média geométrica. A anélise de hipotese estatistica foi
aplicada usando Two-Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, usando o software

GraphPadPrism 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACOES DAS CONCENTRACOES INIBITORIAS MINIMAS (CIM)

A analise antibacteriana revelou que os compostos fendlicos avaliados neste estudo tinham
valores de MIC acima de 1024 pg/mL, enquanto a penicilina antibiotica tinha uma MIC de 512
pg/mL. Estes resultados indicam que o allylbenzeno e o allylanisole ndo possui atividade
antibacteriana clinicamente relevante. No entanto, as propriedades antibacterianas dos compostos
fenolicos tém sido amplamente relatadas na literatura. Um estudo de Ahmad et al., (2012)
polifendis sintéticos mostrou atividade antibacteriana relacionada com a inibi¢ao da enzima ATP
sintase. Além disso, foi observado que a posicdo dos grupos OH e a modificacdo da estrutura
molecular dos fendis sdo fatores criticos para a eficacia da atividade antibacteriana desta classe de

constituintes.

3.2 VERIFICACAO DA PRESENCA DE B-LACTAMASE

Os resultados do presente estudo demonstraram que a combinacdo de sulbactam e
ampicilina resultou numa redugdo de aproximadamente 5 vezes na MIC do antibidtico (645,08
pg/mL para 80,63 pg/mL), contra a estirpe SAK4414 de S. aureus, indicando que esta estirpe
apresenta resisténcia bacteriana mediada por B-lactamase de atividade enzimatica. Por outro lado,
a associagdo da ampicilina combianda com os controles CMPZ e CCCP ndo teve efeito
significativo sobre a MIC, indicando que a inibi¢do das proteinas efluxo ndo ¢ um mecanismo

relevante para inverter a resisténcia bacteriana a penicilina neste modelo
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Figure 1: Avaliagdo da atividade de PB-lactamase na estirpe de S. aureus K4414. Os valores

representam a média geométrica £ S.E.M. (erro padrao da média).

Como demonstrado no presente estudo, a estirpe SA K4414 de S. aureus expressa a enzima
B-lactamase como um mecanismo de resisténcia a penicilina. Geralmente, as estirpes de S. aureus
transportam plasmideos de resisténcia, que podem expressar um Unico determinante de resisténcia,
ou, no caso de plasmideos de multi-resisténcia, transportam multiplos determinantes de resisténcia
(Orlovi¢ et al., 2016).

De fato, as estirpes de S. aureus do tipo selvagem geralmente apresentam multiplos
mecanismos de resisténcia devido a sua capacidade de partilhar diferentes caracteristicas
fenotipicas e genotipicas associadas a multirresisténcia, o que ¢ favorecido pela existéncia de
sistemas reguladores que modulam a expressdao genética de acordo com a especificidade do
substrato (Uddin e Ahn, 2017). Nesta espécie, a resisténcia a penicilina € principalmente conferida
pela enzima B-lactamase, cuja expressdo € regulada pelos genes BlaZ, blaRI e blal (Malachowa e

Deleo, 2010).

3.3 AVALIACAO DA INIBICAO DE B-LACTAMASE

Como observado na figura 2, a combinagdo de compostos fenolicos allylanisole e
allylbenzeno com penicilina reduziu a CIM deste antibidtico de 512 pg/mL para 256 pg/mL e 128

pg/mL, respectivamente. De acordo com estes resultados, os compostos fendlicos potenciaram o
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efeito antibacteriano da penicilina, sugerindo que podem atuar como potenciais inibidores do

mecanismo de resisténcia enzimatica mediado por B-lactamases..
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Figure 2. Inibicdo da actividade de PB-lactamase pelos compostos fendlicos allylbenzene e
allylanisoleina associados a penicilina. Os valores representam as médias geométricas = S.E.M.

(erro padrao da média).

Em um estudo recente realizada por Elfaky et al., 2020 foi identificado produtos naturais

com atividade inibitdria significativa contra estirpes bacterianas portadoras do gene da [3-
lactamase, incluindo compostos fenolicos como o galato de catequina, galato de epicatequina, e
galato de epigalocatequina, que demonstraram uma potente inibi¢ao da actividade da -lactamase.
Trabelsi et al.(2020) identificaram compostos fendlicos no dleo essencial do Punica
granatum, que mostraram efeitos antibacterianos sinérgicos em associagdo com o antibidtico
amoxicilina contra S. aureus, reduzindo o antibiotico CIM de 512 mg/mL para 64 mg/mL. Os
autores propuseram que os compostos fenolicos podem causar alteragdes na permeabilizagdo da
membrana bacteriana e inibi¢do enzimatica, resultando numa actividade antibiotica potencializada.
Outro estudo de Scherf et al. (2020), demonstrou que a combinagao de terpinoleno com
oxacilina contra a estirpe K4100 de S. aureus reduziu a CIM antibidtica de 161,26 pg/mL para
71,83 pg/mL, indicando um aumento da atividade antibiotica possivelmente devido a inibi¢ao da

B- lactamase pelo composto fendlico.

2.7 AVALIACAO DA INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO
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Neste estudo, demonstramos que a combinag¢ao com os inibidores padrao CMPZ e CCCP
resultou numa redugao do EtBr MIC de 512 pg/mL para 256 ug/mL e 17 pg/mL respectivamente,
provando a importancia do mecanismo de efluxo mediado por QacA/B na resisténcia bacteriana do
S.aureus. Consequentemente, a associacdo com allylanisole e allylbenzene reduziu a CIM do EtBr
de 512 pg/mL para 406 pg/mL e 256 ug/mL, respectivamente. Estes resultados sugerem que ambos

os compostos fenolicos podem atuar como inibidores da bomba de efluxo QacA/B.
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Figura 3. Inibicdo da bomba de efluxo QacA/B pelos compostos fenolicos allylbenzeno e
alylanisole na associados a EtBr contra a estirpe SA K4414 de S. aureus. Os valores representam

a média geométrica £ S.E.M. (erro padrao da média).

Um estudo de Santos et al.(2018), sugeriu que os compostos fendlicos acido cafeico e acido
galico podem inibir a proteina de efluxo NorA expressa pela estirpe S. aureus 1199-B,
corroborando os resultados da presente investigacao, uma vez que ambos os estudos investigaram
compostos pertencentes a mesma classe quimica contra proteinas efluxo da mesma familia.

O mecanismo de a¢do dos compostos fendlicos como inibidores de PE ¢ ainda mal
compreendido. No entanto, Tintino et al. (2017) sugeriu que a agdo do acido tanico contra a estirpe
da proteina TetK expressa pela estirpe 1S-58 de S. aureus envolve um mecanismo dependente da
quelagdo do ferro, que impede a utilizagdo deste ion como co-factor para manter a resisténcia da
matriz de préton (PMF) desta bomba de efluxo.

O ensaio do brometo de etidio demonstrou que a associagao deste substrato com compostos
fenolicos resultou em um aumento do efeito antibacteriano, o que indica um aumento da
concentracao intracelular e, portanto, a inibi¢ao da QacA/B da proteina efluxo. No estudo realizado
por Wang et al. (2018), o composto fendlico silibinina inibiu a transcri¢do do gene da mesma
proteina na estirpe MrsA 41577 de S. aureus através de um mecanismo relacionado com a inibi¢ao
do plasmideo pSK1, invertendo assim a sensibilidade bacteriana aos antibidticos.

Estudos recentes indicaram que a terapia combinada envolvendo certos compostos

quimicos e antibidticos contra estirpes bacterianas MDR pode causar um efeito farmacocinético
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multidireccional que resulta na inibi¢ao de diferentes mecanismos resistentes, recuperando o efeito

terapéutico dos agentes antibacterianos (MAHIZAN et al., 2019).
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3.3 ENSAIO DE MORTALIDADE E GEOTAXIA NEGATIVA COM Drosophila melanogaster

A andlise da mortalidade em D. melanogaster revelou que o allylbenzeno tinha um EC 50
de 19,2 pg, enquanto o allylanisole apresentou EC 50 de 11,07 pg E de notar que estes valores
foram determinados em tempos de exposicdo diferentes, correspondentes a 12h e 3h,
respectivamente, e, portanto, ndo sdo diretamente comparaveis.

A maior concentragao testada de allylbenzeno (10 pL/mL) mostrou uma mortalidade
significativa a partir da terceira hora de exposic¢ao. Por outro lado, a concentracao de 1 uL/mL nao
induziu mortalidade significativa (Figura 4). Portanto, podemos afirmar que a mortalidade

relacionada com este composto aumenta de uma forma dependente da concentragao.
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Figura 4: Determinacdo do efeito toxico de diferentes concentracdes de Allylbenzene em D.
melanogaster

No que diz respeito ao efeito do allylanisole na mortalidade de D. melanogaster, todas as
concentracdes causaram mortalidade significativa apos a terceira hora de exposi¢do (Figura 5),

mostrando uma toxicidade dependente do tempo e da concentragao.
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Figura 5: Determinacdo do efeito toxico de diferentes concentragdes de Allylanilose em D.
melanogaster

No estudo realizado por Ebadollahi., (2020), o d6leo essencial da planta medicinal Satureja
hortensisL. contendo como principal constituinte o Estragol cuja sinonimia ¢ Allylanilose, foi
possivel observar seu efeito toxico frente & espécie de inseto Rhyzopertha dominica, onde
apresentou resultados toxicoldgicos significantes ocasionando mortalidade em 72 horas de
exposicao entre as concentragdes utilizadas , € pressuposto que este efeito toxicoldgico ¢
ocasionado por a interagdo sinérgica entre o principal constituinte Estragol e outros compostos
fendlicos identificados nesta espécie vegetal.

No teste de geotaxia negativa € possivel verificar a capacidade do composto de causar danos
ao aparelho locomotor das moscas. A maior concentragdo de Allylbenzeno, 10 uL/mL apresentou
dano a partir da primeira leitura até a terceira hora de exposicao ao produto. J4 a concentragao de
5 pL/mL apresentou dano significativo a partir da sexta hora de exposi¢do, enquanto que a menor
concentragdo testada, 1 pL/mL, ndo apresentou toxicidade consideravel (Figura 6). Portanto, ¢
possivel afirmar que esse composto age de forma concentragdo-dependente.

Os resultados obtidos no presente estudo sao semelhantes aos dados observados na pesquisa
realizada por Silveira et al., (2020), onde os compostos fenodlicos Timol e Carvacrol apresentaram

dano ao aparelho locomotor de moscas adultas de D. melanogaster na maior concentragao utilizada
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a partir da terceira hora de leitura como também nado houve resultados significantes em

concentragdes menores.

L I

Figura 6: Determinagdo do efeito toxico de concentragdes variaveis de Allylbenzene sobre a

capacidade locomotora de D. melanogaster

No teste de geotaxia negativa realizado com o Allylanilose foi possivel observar que este ¢
capaz de gerar danos ao aparelho locomotor das moscas a partir da primeira hora em todas as
concentracoes testadas, sendo que a concentracao de 2 puL/mL a maior taxa de dano. No entanto,
na terceira hora de exposi¢do todas as concentragdes demonstraram dano ao aparelho locomotor

das moscas, tornando esse composto toxico para as moscas de acordo com a concentragdo exposta

(Figura 7).
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Figura 7: Determinacdo do efeito toxico de concentragdes varidveis de Allylanilose sobre a
capacidade locomotora de D. melanogaster

Em um estudo realizado por Bezerra et al., (2020), o composto isolado Estragol apresentou
efeito toxico ao aparelho locomotor das moscas adultas de D. melanogaster ap6s a primeira hora
de leitura em todas as concentragdes testadas. Compostos quimicos € metabdlitos secundarios de
plantas medicinais apresentam mecanismos que induzem efeito toxicoldgico e dano ao aparelho
locomotor, dentre eles € pressuposto que estas substancias ocasionem uma redugao na liberacao de
acetilcolinesterase (AChE) resultando em uma ativagao neuronal ao longo prazo conseqiientemente
levando a morte (HU et al., 2019).

No presente estudo, observou-se que ambos os compostos fenodlicos apresentavam uma
toxicidade significativa. Embora estas substancias estejam estruturalmente relacionadas, diferem
na presenca de alguns grupos funcionais como o grupo carbonila, presente no Allybenzeno, mas
ausente no Allylanilose. Contudo, de um ponto de vista quimico, a presenga de um grupo carbonila

geralmente confere atividade toxica e mutagénica a muitos compostos (Semchyshyn, 2014).

6. CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que os compostos fendlicos allylbenzeno e allylanisole nao

apresentaram atividade antibacteriana directa contra a estirpe K4414 de S. aureus. Contudo, estes
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compostos potenciaram o efeito antibacteriano da penicilina, que estd supostamente associado a
capacidade dos compostos fendlicos de inibir a actividade enzimatica de f-lactamases.

No ensaio de inibicdo da bomba de efluxo utilizando o método do brometo de etidio, os
compostos reduziram o substrato CIM, indicando que estes compostos fenolicos provavelmente
atuam como inibidores da proteina QacA/B efflux expressa pela estirpe S. aureus SA-K4414. Por
outro lado, os testes de toxicidade num modelo D. melanogaster model revelaram que ambos os
compostos apresentam toxicidade significativa, causando mortalidade e danos locomotores nestes
organismos. Estes dados encorajam estudos adicionais para elucidar os mecanismos moleculares
de interaccdo com alvos bacterianos associados a resisténcia aos antibidticos, bem como para

caracterizar o perfil toxicoldgico destes compostos em células eucarioticas.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que os compostos fenolicos Alilbenzeno e Allylanilose nao
apresentaram atividade antibacteriana direta, porém, quando associados ao antibiotico Penicilina
ocasionaram um possivel efeito inibitorio frente & enzima P-lactamase expressada pela cepa SA
K4414. Estes compostos também demonstraram uma possivel reversao de resisténcia por inibi¢cdo
da proteina de efluxo QacA/B através da redugao da CIM do Brometo de Etidio. Em relagao aos
testes com D. melanogaster foi observado através dos ensaios de mortalidade e geotaxia que os
compostos Alilbenzeno e Allylanilose apresentaram toxicidade relevante como também causaram
danos ao aparelho locomotor das moscas. Diante dos dados expostos ¢ evidenciado que os
compostos fendlicos analisados apresentam atividade bioldgica frente a cepa multirresistente SA
K4414, porém estes também demonstraram efeitos toxicologicos. Embora apresente toxicidade,
estes compostos futuramente podem ser empregados de outras formas como uso tépico em
humanos ou como sanitizantes, sendo necessario a realizagdo de outras metodologias para

compreensdo das respectivas atividades biologicas e seus mecanismos de acao.
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Abstract

The increasing emergence of multidrug-resistant bacteria has demanded the discovery of
new drugs capable of inhibiting bacterial resistance mechanisms, such as those mediated
by efflux proteins and pB-lactamase enzyme. Considering the evidence indicating that
phenolic compounds are effective against bacterial resistance, the present study aimed to
evaluate the antibacterial activity of compounds allylbenzene and allylanisole against the
Staphylococcus aureus strain SA K4414, which carries genes encoding the 3-lactamase
and QacA/B proteins. The Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) were determined
by the broth microdilution method. The presence of B-lactamase was verified through the
association of the inhibitor sulbactam with the antibiotic ampicillin, while its inhibition
was analyzed through the reduction of the MIC of penicillin in the presence of phenolic
compounds. The efflux pump inhibition was analyzed by the reduction in the MIC of the
pump substrate Ethidium bromide. The toxicity against Drosophila melanogaster was
determined through mortality and negative geotaxis trials following the fumigation
method. The results demonstrated that the phenolic compounds did not show relevant
direct antibacterial activity, with MIC values above 1024 pg/mL. The association of
allylbenzene and allylanisole with penicillin potentiated its antibacterial effect, reducing
its MIC (512 pg/mL) to 128 pg/mL and 256 pg/mL, respectively. The compounds also
reduced the MIC of EtBr, indicating a possible inhibitory effect against the B-lactamase
enzyme and the efflux protein QacA/B. Regarding toxicity, allylbenzene (after 12 h) and
allylanisole (after 3 h) presented ECso of 19.21 pg and 11.07 pg, respectively. These
compounds also caused damage to the locomotor system of flies, which was potentiated
following increasing concentrations and exposure period. It is concluded that the
compounds allylbenzene and allylanisole can inhibit the resistance mechanisms mediated
by the B-lactamase enzyme and the efflux protein QacA/B. However, due to the
significant toxicity observed, further research is required to assess the safety of these

compounds.

Keywords: Phenol; Drug Resistance; Allylbenzene; Allylanisole; Pump QacA/B;

alternative methods.

ABBREVIATIONS



Methicillin-Resistant S. aureus (MRSA); Proton-motive force (PMF); Major Facilitator
Superfamily (MFS); efflux pump inhibitors (EPIs); ethidium bromide (BrEt); m-
chlorophenylhydrazonecarbonylcyanide(CCCP), chlorpromazine (CPMZ);
Dimethylsulfoxide (DMSO);

INTRODUCTION

Staphylococcus aureusis among the main microorganisms that cause antibiotic-
resistant infections. This pathogen has notable virulence factors that contribute to the
development of manifestations such as toxic shock syndrome, food poisoning, and soft
tissue wound infections(Olatunji et al., 2020). In recent decades, this bacterial species has
become a concern in the hospital environment due to its ability to acquire resistance to
several antimicrobial agents, as observed in infections caused by the Methicillin-Resistant
S. aureus (MRSA) strain(Tsai et al., 2020).

Antibiotic resistance in S. aureus strains is mediated by several mechanisms,
which include: alteration of extracellular membrane permeability, production of enzymes
such as B-lactamase, change of drug target, and active efflux of the antibioticAmong these
mechanisms, the enzymatic mechanism of degradation by B-lactamases is remarkable for
conferring resistance to f-lactam antibiotics such as penicillin. These enzymes act by
degrading the B-lactam ring through hydrolytic catalysis, thus decreasing the effective
concentration of the antibiotic, which results in the loss of the antibacterial effect(Kapoor
et al., 2020).

Another important bacterial resistance mechanism is the active extrusion of the
antibiotic promoted byproteins present in the bacterial cell membrane known as efflux
pumps (EPs). These proteins are responsible for expelling harmful substances such as
antibiotics, through primary transport with the expenditure of ATP, or secondary transport
using the proton-motive force (PMF)(Troncoso et al., 2017).

The efflux protein QacA/B, expressed by the strain SA K4414 of S. aureus,
belongs to the Major Facilitator Superfamily (MFS) family of transporters. This protein,
encoded through plasmids, is associated with the QacR suppressor responsible for the
extrusion of hydrophobic drugs such as tetracycline and other structurally distinct

substances, and as such, can be classified as a Multi-Drug EP (Chatterjee et al., 2016).



The identification of chemical compounds with antibacterial activity against MDR
strains plays a central role in combating bacterial resistance. In this context, B-lactamase
and efflux pump inhibitors have significant potential for the development of antibiotic
adjuvants(Spengler et al., 2017).

With regard to bioactive natural products, phenolic compounds stand out for
their antibacterial activity against resistant strains, whose mechanism occurs through the
inhibition of both efflux proteins and B-lactamases(Seukep et al., 2020).Among phenolic
compounds, allylbenzene and allylanisole stand out for their industrial applications.
Allylbenzene, a phenylpropanoid synthesized through an oxidation reaction between p-
Cumaric and Cymanic acids, is widely used in the pharmaceutical industry as a basis for
the formation of Lignans(Costa, 1999).0On the other hand, allylanisole, obtained mainly
from medicinal plants such as “Albahaca”, is used in the production of aromatic
products(Garcez et al., 2009).

Despite their importance in the industrial context, evidence indicates that phenolic
compounds can be significantly toxic to eukaryotic cells and, therefore, toxicological
studies are essential to establish the risks associated with the use of these compounds. In
this sense, the Drosophila melanogaster model has been shown an excellent tool for the
investigation of genetic mechanisms and toxicity profiles of substances for human use
and environmental exposure(Talyn et al., 2019).

Considering the importance of investigating new compounds to combat bacterial
resistance, this research aimed to investigate the activity of phenolic compounds against
a S. aureus (SA K4414) strain expressing the f-lactamase enzyme and the efflux protein

QacA/B, as well as to evaluate their toxicity using the D. melanogaster model.

2. METHODOLOGY

2.1 BACTERIAL STRAIN

The antibacterial tests were performed using the SAK4414 strain of S. aureus,
which is resistant to B-lactam antibiotics and ethidium bromide, through the expression
of B-lactamase and QacA/B efflux protein, respectively. This strain was provided by Prof.

Glenn Kaatz (Wayne State University) and maintained in a blood-agar culture medium



(Difcolaboratories Ltda., Brazil). Before the study, cells were grown in Heart Infusion

Agar (HIA, Difco) for 24 h at 36 ~C.

2.2 CULTURE MEDIA

The tests were performed using Heart Infusion Agar (HIA, Difcolaboratories
Ltda.) prepared according to the manufacturer's instructions and Brain Heart Infusion

(BHI, Acumedia Manufacturers Inc.) prepared at a concentration of 10%.

2.3 CHEMICALS

Antibiotics (penicillin and ampicillint+ sulbactam), ethidium bromide (BrEt), and
m-chlorophenylhydrazonecarbonylcyanide (CCCP), as well as the phenolic compounds
allylbenzene and allylanisole, were obtained from Sigma AldrichCo. Ltd., while
chlorpromazine (CPMZ) was obtained from the Aché laboratory. Antibiotics, as well as
phenolic compounds, were dissolved in Dimethylsulfoxide (DMSO) and sterile water to
a concentration of 1024 pg/mL. CPMZ and BrEt were dissolved in sterile distilled water,
while CCCP was dissolved in methanol/water (1:3, v/v). All substances were diluted to a

concentration of 1024 ug/M1 (CLSI, 2015).

2.4 MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION DETERMINATION (MIC)

The MIC was determined by the broth microdilution method. Following an
incubation period of 24 h, the stock strains were transferred to test tubes containing 6 mL
of sterile saline solution, and the inoculum was prepared in comparison with the 0.5 value
of the Mcfarland scale, which corresponds to 10° CFU. Then, 160 pL of bacterial
inoculum were transferred to eppendorfs® tubes containing 1440 uL of BHI liquid
culture medium. Subsequently, the wells on a microdilution plate were filled with 100 pL
of the final inoculum solution. The Phenolic compounds (100 uL) were then added to
these wells at concentrations ranging from 512 pg/mL to 0,5 pug/mL. The plates were
incubated in the oven at 36 °C for 24 h. After this period, the wells were added with 20

uL resazurin and the readings were determined by observing the change in the color of



the medium. The MIC was defined as the lowest concentration where bacterial growth

was not observed(CLSI, 2015); JAVADERPOOL et al, 1996).

2.5 ANALISIS OF B-LACTAMASE ACTIVITY

The analysis of B-lactamase activity was determined by establishing the decrease
in the MIC of ampicillin following its combination with sulbactam (50%), a B-lactamase
inhibitor. According to this method, a three-fold decrease in the MIC of ampicillin
following the combination with the B-lactamase inhibitor indicates the presence and
activity of the resistance enzyme. In this test, CPMZ and CCCP were used as control

drugs to verify the activation of efflux mechanisms(CLSI, 2015).

2.6 EVALUUATION OF B-LACTAMASE ACTIVITY INHIBITION

To evaluate the inhibition of B-lactamase activity, we analyzed the ability of
compounds allylbenzene and allylanisole, used at a sub-inhibitory concentration (MIC/8),
to decrease the MIC of penicillin against the SAK4414 strain. Briefly, 170 pL of bacterial
inoculum suspended in sterile saline solution was added to test tubes containing the
phenolic compounds diluted in BHI medium at a concentration of 128 pg/mL and a final
volume of 1700 pL. This solution was then transferred to the wells on a microdilution
plate, followed by the addition of penicillin (100 pL) at concentrations ranging from 512
pg/mL to 0.5 pg/mL. After 24 h, the readings were performed as previously described
(CLSI, 2015).

2.7 EVALUATION OF EFFLUX PUM INIBITION

Efflux pump (QacA/B) inhibition was determined by evaluating the ability of
compounds allylbenzene and allylanisole, used at a sub-inhibitory concentration (MIC/8),
to decrease the MIC of EtBr against the SAK4414 strain (CLSI, 2015). As for the
analysisp-lactamase activity inhibition, 170 uL of bacterial inoculum suspended in sterile
saline solution was added to test tubes containing the phenolic compounds diluted in BHI
medium at a concentration of 128 pug/mL and a final volume of 1700 pL. This solution

was then transferred to the wells on a microdilution plate, followed by the addition of



penicillin (100 pL) at concentrations ranging from 512 pg/mL to 0.5 pg/mL. After 24 h,
the readings were performed as previously described. The control drugs CCCP and CPMZ
were used as standard EP inhibitors at the subinhibitory concentrations (MIC/8) of 1.41
pg/mL and 128 pg/mL, respectively.

2.8 TOXICOLOGICAL EVALUATION

2.8.1 Drosophilamelanogasterculture

The strain Harwich of Drosophila melanogaster was obtained from the National
Species Stock Center (Bowling Green, OH). The flies were bred according to the
methodology described by (Da Cunha et al., 2015). The medium was prepared in glass
containers containing 83% corn mass, 4% sugar, 4% freeze-dried milk, 4% soy bran, 4%
wheat bran, and 1% salt in a final volume of 340 mL. The mixture was cooked and then,
1 g of Nipagin (Methylparaben) was added. After cooling in the growth flasks, 1 mL of a
solution containing Saccharomyces cerevisiae was added. The flies were kept at a
temperature of 25 °C £ 1 °C and a relative humidity of 60% in a BOD oven with a 12:12
h light-dark cycle.

2.8.2 Mortality determination

Adult flies (male and female) were placed in 130 mL glass containers (6 cm high
and 6.5 cm in diameter), with a filter paper on top. The compounds were added to the
filter paper and volatilized using the fumigation technique. In the control group, 1 ml of
a 20% sucrose solution in distilled water was added to the filter paper. For the test groups,
in addition to the sucrose solution, different concentrations of the compounds
allylbenzene (1 mg/mL, 5 mg/mL and 10 mg/mL) and allylanisole (1 mg/mL, 2 mg/mL
and 3 mg/mL) were added mL). These procedures were carried out at a controlled
temperature of 25 °C + 1 °C and 60% relative humidity in a BOD oven with a light: dark
cycle of 12:12 h. The experiments were carried out in triplicate where each “n” was
composed of two containers, containing 20 flies (male and female) each. Readings for

verification of mortality were taken after 1, 3, 5, and 7 hours in the allylanisole group,

and after 3, 6, 9, 12, 24, 36, and 48 hours in the allylbenzene group (Cunha et al., 2015)



2.8.3 Negative geotaxis assay

This test was used to assess damage to locomotor capacity caused by treatment
with phenolic compounds, as established by Coulom and Birman (2009). Therefore, each
group of live flies was exposed to the compounds allylanisole and allylbenzene, and the
analyzes were performed at the same time intervals described in the previous session.
Then, the flies were driven to the bottom of the containers and after one minute, the
number of flies that reached 4 cm in height of the container was counted. Every analysis

was repeated twice at one-minute intervals.

2.9 STATISTICAL ANALYSIS

Data were expressed the geometric means. Statistical hypothesis analysis was
applied through Two-Way ANOVA, followed by Bonferroni's post hoc test, using the

Graph Pad Prism software version 7.0.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Allylbenzene e allylanisole present weak antibacterial effects

The antibacterial analysis revealed that phenolic compounds evaluated in this
study had MIC values above 1024 pg/mL, while the antibiotic penicillin had a MIC of
512 pg/mL. These results indicate that allylbenzene and allylanisole do not have clinically
relevant antibacterial activity.However, the antibacterial properties of phenolic
compounds have been extensively reported in the literature. A study by Ahmad ef al.,
(2012) synthetic polyphenols showed antibacterial activity related to the inhibition of the
ATP synthase enzyme. Furthermore, it was observed that the position of the OH groups
and the modification of the molecular structure of phenols are critical factors for the

effectiveness of the antibacterial activity of this class of constituents.

3.2 ASSESSMENT OF B-LACTAMASE ACTIVITY



The results of the present study demonstrated that the combination of sulbactam
and ampicillin resulted in approximately a 5-fold reduction in the MIC of the antibiotic
(645.08 pg/mL to 80.63 pg/mL), against the strain SAK4414 of S. aureus, indicating that
this strain presents bacterial resistance mediated B-lactamase enzymatic activity. On the
other hand, the association of ampicillin with CMPZ and CCCP controls had no
significant effect on the MIC, indicating that the inhibition of efflux proteins is not a

relevant mechanism for reversing bacterial resistance to penicillin in this model (Figure

1.

Figure 1:Assessment of B-lactamase activity in S. aureusstrain K4414.The values
represent the geometric means + S.E.M. (standard error of mean). Statistical analysis was
performed using Two-way ANOVA, followed by the Bonferroni’s post hoc test.*****p<
0.0001 vs control.

As demonstrated in the present study, the SA K4414 strain of S. aureus expresses
the B-lactamase enzyme as a mechanism of resistance to penicillin. Generally, S. aureus
strains carry resistance plasmids, which may express a single resistance determinant, or,
in the case of multi-resistance plasmids, carry multiple resistance determinants (Orlovié¢
et al., 2016).

In fact, wild-type S. aureus strains usually present multiple resistance mechanisms
due to their ability to share different phenotypic and genotypic characteristics associated
with multidrug resistance, which is favored by the existence of regulatory systems that
modulate gene expression according to the substrate specificity(Uddin and Ahn, 2017).

In this species, penicillin resistance is mainly conferred by the B-lactamase enzyme,
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whose expression is regulated by the BlaZ, blaRI and blal genes (Malachowa and Deleo,
2010).

3.3 INHIBITION OF B-LACTAMASE ACTIVITY BY PHENOLIC COMPOUNDS

As observed in figure 2, the combination of phenolic compounds allylanisole and
allylbenzene with penicillin reduced the MIC of this antibiotic from 512 pg/mL to 256
pug/mL and 128 pg/mL, respectively. According to these results, the phenolic compounds
potentiated the antibacterial effect of penicillin, suggesting that they can act as potential

inhibitors of the enzymatic resistance mechanism mediated by B-lactamases.
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Figure 2.Inhibition of B-lactamase activity by phenolic compounds allylbenzeneand
allylanisolein association with penicillin.The values represent the geometric means +
S.E.M. (standard error of mean). Statistical analysis was performed using Two-way

ANOVA, followed by the Bonferroni’s post hoc test.

Recent research carried out by Elfaky et al., 2020identified natural products with
significant inhibitory activity against bacterial strains carrying the B-lactamase gene,
including phenolic compounds such as catechin gallate, epicatechin gallate, and
epigallocatechin gallate, which demonstrated potent inhibition of the [B-lactamase
activity.

Trabelsi et al.(2020)identified phenolic compounds in the essential oil of the
Punica granatum, which showed synergistic antibacterial effects in association with the
B-lactam antibiotic amoxicillin against S. aureus, reducing the antibiotic MIC from 512

mg/mL to 64 mg/mL. The authors proposed that phenolic compounds can cause changes
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in bacterial membrane permeabilization and enzymatic inhibition, resulting in a
potentiated antibiotic activity.Another study by Scherf et al. (2020), demonstrated that
the combination of terpinolene with oxacillin against the S. aureus strain K4100 reduced
the antibiotic MIC from 161.26 ug/mL to 71.83 ug/mL, indicating enhanced antibiotic

activity possibly due to B-lactamase inhibition by the phenolic compound.

2.7 INHIBITION OF THE QacA/BEFFLUX PUMP BY PHENOLIC COMPOUNDS

In this study, we demonstrated that the combination with the standard inhibitors
CMPZ and CCCP resulted in a reduction in the EtBr MIC from 512 pg/mL to 256 pg/mL
and 17 pg/mL respectively, proving the importance of the efflux mechanism mediated by
QacA/B in the bacterial resistance of S. aureus strain K4414 (Figure 3).Accordingly, the
association with allylanisole and allylbenzene reduced the MIC of EtBr from 512 pg/mL
to 406 pug/mL and 256 pg/mL, respectively. These findings suggest that both phenolic

compounds may act as inhibitors of the QacA/B efflux pump.
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Figure 3. Inhibition of the QacA/B efflux pump by the phenolic compounds
allylbenzeneand alylanisolein association with EtBr against the MDR strain SA K4414
of S. aureus. The values represent the geometric means = S.E.M. (standard error of mean).
Statistical analysis was performed using Two-way ANOVA, followed by the
Bonferroni’s post hoc test. CCCP: carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona. P <0,0001 vs

control.

A study by Santos et al.(2018), suggested that that the phenolic compounds caffeic
acid and gallic acid can inhibit the NorA efflux protein expressed by the S. aureus strain
1199-B, corroborating the findings of the present research since both studies investigated
compounds belonging to the same chemical class against efflux proteins of the same
family.

The mechanism of action of phenolic compounds as PE inhibitors is still poorly
understood. Nevertheless, Tintino et al. (2017) suggested that the action of tannic acid
against the TetK protein strain expressed by the [S-58 strain of S. aureus involves a
mechanism dependent on iron chelation, which prevents the use of this ion as a cofactor
to maintain the strength of the proton matrix (PMF) of this efflux pump.

The ethidium bromide assay demonstrated that the association of this substrate
with phenolic compounds resulted in a potentiated antibacterial effect, which indicates an
increase in the intracellular concentration and, therefore, inhibition of the Efflux protein
QacA/B. In the study carried out by Wang et al. (2018) the phenolic compound silibinin
inhibited the transcription of the gene of h same protein in the MrsA 41577 strain of S.
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aureus through a mechanism related to the inhibition of the pSK1 plasmid, reversing thus
bacterial sensitivity to antibiotics.

Recent studies have indicated that the combination therapy involving certain
chemical compounds and antibiotics against MDR bacterial strains may cause a
multidirectional pharmacokinetic effect that results in the inhibition of different resistant
mechanisms, recovering the therapeutic effect of antibacterial agents (MAHIZAN et al.,

2019).

3.3 EFFECTS ON MORTALITY AND NEGATIVE GEOTAXY IN Drosophil

amelanogaster

The analysis of mortality in D. melanogaster cultures revealed that allylbenzene
had an LC50 of 19.2 pg, while allylanisole had an LC50 of 11.07 pug (not shown). It is
noteworthy that these values were determined at different exposure times, corresponding
to 12h and 3h, respectively, and therefore, are not directly comparable.

The highest tested concentration of allylbenzene (10 pL/mL) showed significant
mortality from the third hour of exposure. On the other hand, the concentration of 1
uL/mL did not induce significant mortality (Figure 4). Therefore, we can state that

mortality related to this compound increases in a concentration-dependent manner.
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Figure 4. Mortality ofD. Melanogasterfollowing exposure toallylbenzene.
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With regard to the effect of allylanisole on D. melanogaster mortality, all the
concentrations caused significant mortality after the third hour of exposure (Figure 5),

showing a time- and concentration-dependent toxicity.

Figura 5:Mortality of D. Melanogaster following exposure to allylanisole.

Ebadollahi. (2020) carried out research with the essential oil obtained from the
medicinal species Saturejahortensis, which has estragole (sinonimiaallylanisole) as a
major constituent. It was demonstrated that this compound also presented significant
toxicity against Rhyzoperthadominica after a 72 h exposure period. However, the authors
assumed the high toxicity resulted from the synergistic interactions between the main
constituent estragole and other phenolic compounds identified in the plant.

Accordingly, the negative geotaxis test revealed that both compounds caused
damage to the flies' locomotor system. The highest concentration of allylbenzene
impaired locomotion from the first reading to the third hour of exposure, while the
intermediate concentration only affected locomotion from the sixth hour of exposure. On
the other hand, the lowest concentration showed no considerable toxicity (Figure 6).

These findings are in agreement with those observed by Silveira et al. (2020), who
demonstrated that the phenolic compounds thymol and carvacrol caused damage to the
locomotor system of adult D. melanogaster flies in the highest concentration used from

the third hour but did not cause significant changes in the lowest concentrations.
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Figure 6. Effects ofallylbenzene on the locomotor capacity of D.melanogaster

On the other hand, allylanilose impaired the locomotion of flies from the first hour
at all concentrations tested, with a maximum effect at the concentration of 2 pL/mL.

However, at the third hour of exposure (Figura 7).
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Figure 7.Effects of allylanilose on the locomotor capacity of D.melanogaster

In a study by Bezerra et al., (2020), the isolated compound estragole showed
toxicity to the locomotor system of adult D. melanogaster flies after the first hour of

exposure at all tested concentrations. Evidence indicates that chemical compounds and
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secondary metabolites of medicinal plants affect the locomotor system mainly through
mechanisms that lead to the reduction of acetylcholinesterase (AChE), resulting in
prolonged neuronal activation and death(Hu et al., 2019).

In the present study, it was observed that both phenolic compounds presented
significant toxicity. Although these substances are structurally related, they differ in the
presence of some functional groups such as the carbonyl group, present in allybenzene,
but absent in aylanisole. However, from a chemical point of view, the presence of a
carbonyl group wusually confers toxic and mutagenic activity to many

compounds(Semchyshyn, 2014).

6. CONCLUSION

The present research demonstrated that the phenolic compounds allylbenzene and
allylanisole did not show direct antibacterial activity against the K4414 strain of S.
aureus. However, these compounds potentiated the antibacterial effect of penicillin,
which is supposedly associated with the ability of phenolic compounds to inhibit the
enzymatic activity of B-lactamases.

In the efflux pump inhibition assay using the ethidium bromide method, the
compounds reduced the substrate MIC, indicating that these phenolic compounds likely
act as inhibitors of the QacA/B efflux protein expressed by the S. aureus strain SA-
K4414. On the other hand, toxicity tests in a D. melanogastermodel revealed that both
compounds present significant toxicity, causing both mortality and locomotor damage in
these organisms. These data encourage further studies to elucidate the molecular
mechanisms of interaction with bacterial targets associated with antibiotic resistance, as

well as to characterize the toxicological profile of these compounds in eukaryotic cells.
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