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RESUMO

A extrusdo de antibidticos mediada por bombas de efluxo, reflete negativamente sobre a
eficdcia desses farmacos no tratamento de infeccGes causadas por bactérias, portanto, a
inibicdo do mecanismo de efluxo, tornou-se uma estratégia promissora, tendo em vista, que
as bombas de efluxo conseguem transportar para fora da membrana bacteriana a maioria dos
antibioticos de utilidade clinica. Nesse sentido, o presente estudo buscou avaliar a atividade
dos terpenos Carvacrol e Timol como possiveis inibidores de bombas de efluxo (IBEs)
através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da associacdo desses
compostos em concentragdes subinibitdrias com o antibiético padrao Norfloxacino e com o
substrato de efluxo, Brometo de Etidio (EtBr) contra as cepas SA-1199 (selvagem) e SA-
1199B (superexpressa NorA) de Staphylococcus aureus. Com o intuito de verificar as
interacdes dos terpenos com a proteina de efluxo NorA, um estudo in silico de modelagem
molecular foi realizado. Os ensaios para obtencdo da CIM do Carvacrol e Timol e 0s ensaios
de verificacdo da inibicdo de bomba de efluxo, por modificacdo da CIM do antibiodtico
Norfloxacino e do EtBr, foram realizados por métodos de microdilui¢cdo em caldo. O docking
foi realizado por meio do programa Molegro Virtual Docker (MVD). Os resultados do
presente estudo demostraram que Carvacrol e Timol apresentam moderada atividade
antibacteriana, com CIM de 256 pg/mL para os terpenos. Com relacdo aos ensaios de
associacdo com os substratos, foi verificada a reducdo da CIM do Norfloxacino de 64 pg/mL
para 32 ug/mL, frente a cepa SA-1199 e de 128 pg/mL para 64 pg/mL, frente a cepa SA-
1199B, para ambos os terpenos. Em relacdo a modificacdo da CIM do EtBr, foi verificada
uma reducdo de 32 pg/mL para 25,39 ug/mL na associagdo com o Carvacrol e de 32 pg/mL
para 16 pg/mL na associagdo com o Timol, frente a cepa SA-1199. Ja para a cepa SA-1199B,
a CIM do EtBr teve uma reducdo de 80,63 pug/mL para 64 pg/mL, para ambos os terpenos.
Os resultados do docking revelaram o possivel mecanismo molecular responsavel pela
interacdo do Carvacrol e do Timol com a proteina NorA, corroborando que possivelmente
esses terpenos atuam como inibidores competitivos das bombas de efluxo. Esses resultados
evidenciam o potencial promissor desses compostos como possiveis IBEs, concluindo por
meio deste estudo que os compostos Carvacrol e Timol atuam como potenciais inibidores da
bomba de efluxo NorA, podendo vir a ser investigados como adjuvantes em terapias de
associacao objetivam reduzir a resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Multirresisténcia. Inibidores de Bomba de Efluxo. NorA. Produtos
Naturais.



ABSTRACT

The extrusion of antibiotics mediated by efflux pumps, reflects negatively on the
effectiveness of these drugs in the treatment of infections caused by bacteria, therefore, the
inhibition of the efflux mechanism has become a promising strategy, considering that efflux
pumps can transport most antibiotics for clinical use out of the bacterial membrane. In this
sense, the present study sought to evaluate an activity of the Carvacrol and Thymol terpenes
as possible inhibitors of efflux pumps (EPIs) by determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the association of these compounds in the efflux substrate,
Norfloxacin and Ethidium Bromide (EtBr) against SA-1199 (wild) and SA-1199B
(overexpressed NorA) strains of Staphylococcus aureus. To verify the interactions of
terpenes with the NorA efflux protein, an in silico molecular modeling study was carried out.
The tests for obtaining the MIC of Carvacrol and Thymol and the tests for checking the efflux
pump inhibition, by modifying the MIC of the antibiotic Norfloxacin and EtBr, were carried
out by broth microdilution methods. Docking was performed using the Molegro Virtual
Docker (MVD) program. The results of the present study demonstrated that Carvacrol and
Thymol have moderate antibacterial activity, with MIC of 256 pg/mL for terpenes.
Regarding the association tests with the substrates, the reduction of Norfloxacin MIC from
64 ng/mL to 32 ng/mL was verified, against the strain SA-1199 and from 128 pg/mL to 64
ug/mL, against the strain SA-1199B, for both terpenes. Regarding the modification of the
EtBr MIC, a reduction from 32 pg/mL to 25.39 pug/mL was found in association with
Carvacrol and from 32 pg/mL to 16 pg/mL in association with Thymol, against the strain
SA-1199. For the SA-1199B strain, the EtBr MIC decreased from 80.63 pg/mL to 64 pg/mL,
for both terpenes. The docking results revealed the possible molecular mechanism
responsible for the interaction of Carvacrol and Thymol with the NorA protein, corroborating
that possibly these terpenes act as competitive inhibitors of the efflux pumps. These results
show the promising potential of compounds as possible EPIs, concluding through this study
that the compounds Carvacrol and Thymol act as potential inhibitors of the NorA efflux
pump, and may be investigated as adjuvants in combination therapies aimed at reducing
bacterial resistance.

Keywords: Multidrug resistance. Efflux Pump Inhibitors. NorA. Natural Products.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Objetivos e questionamentos

Estima-se que as infecgdes causadas por bactérias resistentes aos antibioticos
provoquem aproximadamente 700.000 mortes por ano, segundo o relatério de O' Neill
(2016), caso medidas urgentes ndo sejam empregues, estima-se que essa taxa de mortalidade
aumente gradualmente, chegando ao nivel de 10 milhdes de pessoas mortas ao ano em 2050.
A resisténcia aos antimicrobianos € um processo natural dos micro-organismos (HOLMES
et al., 2016) entretanto, diversos fatores ambientais externos tem contribuido para aceleracdo
desse processo, dando origem a micro-organismos altamente virulentos, como bactérias
resistentes a multiplas drogas- MDR (Multidrug-Resistant) ou “superbactérias”(FERBER,
2010; GRAY; WENZEL, 2020; SINGER et al., 2016).

O advento da multirresisténcia, abriu espaco para que infec¢bes causadas por
bactérias como Staphylococcus aureus, tornem-se ainda mais dificeis de serem tratadas, visto
que essa bactéria, ao logo de cinco décadas de exposi¢do indiscriminada a antibacterianos
desenvolveu e adquiriu sofisticados mecanismos de resisténcia a maioria dos antibioticos de
utilidade clinica (AKANBI et al., 2017; GUO et al., 2020).

Um dos eficazes mecanismos de resisténcia empregados por S. aureus € a extrusao
ativa de antimicrobianos por transportadores de membrana, conhecidos como bombas de
efluxo (JANG, 2016; RAO et al., 2018). As bombas de efluxo séo capazes de expulsar
diversos tipos de substratos quimicamente diferentes, como antibidticos, biocidas,
detergentes e corantes (COSTA et al., 2013; HASSANZADEH et al., 2020), contribuindo
para um alto nivel de resisténcia.

Objetivando minimizar a resisténcia antibiética promovida pelas bombas de efluxo,
novos tratamentos estdo sendo desenvolvidas, sendo uma das mais promissoras 0 uso de
inibidores de bombas de efluxo (IBES), pois representam uma maneira possivel de reverter a
resisténcia aos antibidticos (SPENGLER et al., 2017). A coadministracdo de tais IBEs,
juntamente com um antibiotico, pode reduz a quantidade necessaria para que se obtenha o
efeito da droga, e consequentemente reduzir os efeitos colaterais. Esses inibidores destacam-

se ainda mais, pela possibilidade de restaurarem a utilidade de antibidticos considerados

15



clinicamente ineficazes, visto que o desenvolvimento de novos antibiéticos tem se tornado
cada vez mais complexo (PRASCH; BUCAR, 2015; SEUKEP et al., 2020).

Derivados de plantas medicinais, como 6leos essenciais e seus constituintes isolados
mostraram-se bastante promissores na inibicio de bombas de efluxo (MIKULASOVA;
CHOVANOVA; VAVERKOVA, 2016), e vem ganhando espago como compostos lideres
no desenvolvimento de farmacos inibidores de bomba, por geralmente apresentarem baixa
toxicidade e diversas bioatividades (PRASCH; BUCAR, 2015; RAO et al., 2018).

Alguns Compostos terpénicos de 6leos essenciais como, Farnesol, Geraniol Carvacrol
e Timol, ja demostram efeito inibidor, evidenciando que seriam excelentes fontes de IBEs,
apresentando baixo risco de toxicidade para células eucariéticas normais, o que favoreceria
sua exploracdo no desenvolvimento de drogas e, portanto, seu uso clinico (SEUKEP et al.,
2020).

Diante dos aspectos apresentados, é notorio que a humanidade esta caminhando para
um periodo critico da resisténcia antibiotica. Tendo percepcdo sobre a necessidade do
desenvolvimento de estratégias que minimizem os impactos causados pela resisténcia aos
antibidticos, o presente grupo de pesquisa tem desenvolvido trabalhos em colaboracdo com
outros grupos da Universidade Regional do Cariri - URCA, que levaram a identificacéo de
pequenas moléculas com potencial antibacteriano, tais como os terpenos Carvacrol e Timol
(SILVEIRA et al., 2020), 4-Alil-2,6-dimetoxifenol, Alilbenzeno (MUNIZ et al., 2021)
Estragol (BEZERRA et al., 2020) e Terpinoleno (SCHERF et al., 2020), Naftiridinas
sintéticas (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2020) e acidos Gélico e Cafeico (DOS SANTOS et
al., 2018).

Essas moléculas atuam por meio da inibicdo do mecanismo bombas de efluxo,
revertendo a resisténcias de bactérias, como S. aureus, que nos ultimos anos tem sido listada
pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como alta prioridade para o desenvolvimento de
novas terapias que possam retarda o processo de resisténcia aos antibidticos por S. aureus
(TACCONELLI; MAGRINI, 2017). Atualmente, o presente grupo segue desenvolvendo
diversos trabalhos dentro do campo de inibicdo de bombas de efluxo, objetivando o
desenvolvimento de estratégias efetivas contra a resisténcia aos antibiéticos, por meio da

descoberta de compostos antibacterianos derivados de produtos naturais.
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Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade direta dos
terpenos, Carvacrol e Timol e a capacidade desses compostos de modificarem a CIM do
antibidtico de uso padrao Norfloxacino e do Brometo de Etidio (EtBr) contra as cepas, SA-
1199 (selvagem) e SA-1199B (superexpressa NorA) de Staphylococcus aureus, portadoras
dos genes de resisténcia norA, as quais expressam a proteina de efluxo NorA. Assim como,
avaliar o efeito in silico das interagcdes dos terpenos Carvacrol e Timol, com a proteina de

efluxo NorA, por meio de docagem molecular.

1.2 Estratégias de pesquisa

O aprofundamento sobre o papel das bombas de efluxo na mediacdo do processo de
resisténcia aos antibioticos, tornou sua inibicdo uma via promissora para minimizar o
fendmeno de resisténcia em bactérias (SEUKEP et al., 2020). Uma excelente alternativa
voltada a inibicdo de bombas de efluxo € a utilizacdo de pequenas moléculas derivadas de
produtos naturais em combinagdo com antimicrobianos de uso convencional (TEGOS et al.,
2011).

Métodos comumente aplicaveis para avaliacdo de potenciais IBEs derivados de
produtos naturais, incluem teste de atividade direta, para determinacdo da Concentracédo
Inibitéria Minima (CIM), teste de verificacdo da modificacdo da CIM por ensaios de
associacdo com substratos (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013) como, antibidticos
(Norfloxacino) e corantes toxicos (Brometo de Etidio) e a avaliacdo das interagdes
moleculares por docagem molecular in silico (SHRIRAM et al., 2018).

Nesses ensaios é frequente a utilizacdo de estirpes selvagens e superexpressoras de
efluxo, um exemplo de cepas bem caracterizadas utilizadas em testes de inibigéo de efluxo,
sdo as cepas SA-1199B (Superexpressora de NorA) e SA-1199 (Selvagem) de S. aureus, que
expressam a bomba de efluxo NorA (KAATZ; SEO, 1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993).

No presente estudo, a determinagdo da CIM foi verificada de acordo com a
metodologia de microdiluicdo em caldo, em placa de 96 pocos proposta pela CLSI (2015),
com adaptacOes. Este método €é bastante utilizado por ser rapido, eficaz e economicamente
viavel, fornecendo dados quantitativos confiaveis (NUH et al., 2020). Optou-se também, por
utilizar o método proposto pela CLSI (2015), com adaptacdes, para avaliar a capacidade dos

candidatos a IBEs de potencializarem as CIMs dos antimicrobianos utilizados. Geralmente
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nesses ensaios os resultados sdo expressos pela observacdo da potencializacdo da atividade
dos antimicrobianos ou como reducdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em
concentragOes especificas (LAMUT et al., 2019).

Outro método utilizado, foram simulacdes in silico de docagem molecular, com o
objetivo de identificar as interages moleculares entre os potenciais candidatos a IBEs e a
bomba de efluxo. O acoplamento molecular permite a compreensdo de como os IBEs
bloqueiam o transporte de antibacterianos pelas bombas de efluxo (SCHWEIZER, 2012). A
compreensdo dessas interagcbes permite a modificagdo de IBEs proporcionando melhor
interacdo com a bombas de efluxo alvo causando uma inibi¢cdo mais eficiente (RAO et al.,
2018).

1.3 Estrutura da dissertacéo

Esta dissertacdo estd organizada em trés capitulos (Fundamentacdo tedrica,
Manuscrito submetido e Consideragdes finais), seguido pelos Anexos.

+ Capitulo I: Fundamentacdo tedrica, o qual foi dividido em seis subtdpicos:

o Resisténcia bacteriana e o desenvolvimento de moléculas adjuvantes de
antibidticos: Relato sobre os principais fatores relacionados a resisténcia bacteriana,
bem como, os mecanismos de resisténcia utilizados pelas bactérias para diminuir a
eficacia dos antibidticos, contando com atualizacbes referentes ao tema e ao
desenvolvimento de novas pesquisas que objetivam minimizar os impactos

promovidos pela resisténcia aos antibioticos.

o Resisténcia mediada pelos sistemas de efluxo e identificagdo de Inibidores de
Bomba de efluxo (IBESs): Breve introducdo sobre as principais familias de proteinas
de efluxo e sobre o papel do mecanismo de efluxo na resisténcia bacteriana aos
antibidticos. Este topico também faz uma abordagem sobre o uso de IBEs como uma
alternativa promissora para a inibicdo do mecanismo de efluxo e para a restauragédo

da eficacia de antibidticos que perderam a utilidade clinica.

o Terpenos como moléculas inibidoras de efluxo: Abordagem sobre o potencial dos
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terpenos presente em 6leos essenciais como reversores dos mecanismos de resisténcia

bacterianos, atuando como uma promissora fonte natural de novos IBEs.

Os monoterpenos Carvacrol e Timol: Caracteristicas quimicas e farmacoldgicas

dos compostos utilizados neste trabalho.

Staphylococcus aureus e a resisténcia mediada pela proteina de efluxo NorA:
Explanacédo sobre importantes caracteristicas de S. aureus, assim como as principais
caracteristicas da bomba de efluxo NorA, presente nos estipes de S. aureus SA-1199

e SA-1199B, utilizados no presente estudo.

Capitulo Il: Manuscrito Submetido: Neste capitulo encontra-se o manuscrito
intitulado: Carvacrol and Thymol Potential Inhibitors of NorA Efflux Pomp in
Staphylococcus aureus que foi desenvolvido ao longo do curso de mestrado, e
submetido em 11/11/2020, no International Journal of Molecular Sciences, com
QUALIS A2 em Ciéncias Bioldgicas Il e Fator de Impacto 4,556.

Capitulo I111: Considera¢es Finais, que esta dividido em dois subtdpicos:
ConclusGes Gerais: As principais descobertas deste trabalho.

Perspectivas de InvestigagOes Futuras.

Anexos: Anexos das publicac¢des realizadas durante o curso de mestrado.

Fluxograma:
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2. CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Resistencia bacteriana

O desenvolvimento de antibidticos para uso clinico durante o século XX,
revolucionou a forma de tratar infec¢des causadas por bactérias e possibilitou a realizacéo de
varios procedimentos médicos como, cirurgias, tratamento de cancer, transplantes de 6rgéos
e varios outros, elevando a expectativa e a qualidade de vida dos seres humanos, iniciando a
“era de ouro dos antibioticos” (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019; VENTOLA,
2015).

Entretanto, ao longo dos anos uso indiscriminado de antibidticos em varios &mbitos
da medicina, inddstria alimenticia e pecuaria, bem como, a manipulacéo genética de micro-
organismos tem acelerado o processo natural de resisténcia (BLAIR et al., 2015),
colaborando com o surgimento de “superbactérias” que apresentam resisténcia a maioria ou
a todos os antibioticos disponiveis no mercado farmacéutico, tornando doengas que antes
eram facilmente trataveis, mortais novamente, iniciando a “era da resisténcia” (BROWN;
WRIGHT, 2016; VENTOLA, 2015).

A resisténcia aos antibidticos pode se desenvolver em nivel celular e comunitario
(PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). No primeiro caso, é causada por mutacdo
cromossdmica ou por transferéncia horizontal mediada por mecanismos de transformacéo,
transducdo ou conjugacgdo. No ultimo caso, reflete um mecanismo de resisténcia adaptativa
aos desafios ambientais, que envolve a mudanca de uma forma de vida livre (plancténica)
para uma comunidade séssil multiestratificada (biofilme) (SCHILLACI et al., 2017)

Os quatro principais mecanismos de resisténcia a antibidticos apresentados pelas
bactérias sdo: (I) a inativacdo de antibidticos, como a produgio de enzimas f-lactamase que
hidrolisam o anel B-lactamico desativando assim esta classe de antibioticos, ou modificagdo
do antibidtico por enzimas, como enzimas modificadoras de aminoglicosideos — AME
(aminoglycoside-modifying enzymes); (I1) modificagdo do alvo, como modificagfes na
proteina GyrA conferem resisténcia a fluoroquinolonas; (111) efluxo ativo, onde as bombas
de efluxo de drogas removem o antibiético da célula bacteriana, reduzindo assim a
concentracdo de antibiotico para niveis subtoxicos e (IV) prevencdo da entrada do farmaco

através da membrana pela expresséo de porinas mais seletivas, muta¢des nas porinas ou perda
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de porinas (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016; VENTER, 2019; YELIN;
KISHONY, 2018), como pode ser conferido na figura 1.

Figura 1: Mecanismo de resisténcia bacterianos
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Fonte: (Elaborada pelo autor).

Legenda: (I) Inativagdo do antibidtico pela enzima B - lactamase e modificacdo do antibidtico pela enzima
modificadora de aminoglicosideos (AME), Proteina ligadora de penicilina (PBP); (1) modificacdo do alvo
(proteina GyrA); (111) Extrusdo de antibiéticos por bombas de efluxo; 1V) prevencdo da entrada de antibi6ticos
através da membrana pela modificagdo de porinas.

Diante dos aspectos apresentados, a necessidade do desenvolvimento de novos
antibidticos € notodria, entretanto ha pouco interesse por parte da industria farmacéutica para
a producdo deste tipo de farmaco, devido ao alto custo e o baixo retorno monetario
(FERNANDES; MARTENS, 2017; PAYNE et al., 2015). Contudo, pesquisas inovadoras
que objetivam reverter os impactos da resisténcia antibiotica, estdo analisando a utilizagdo
de pequenas moléculas que aplicadas em combinagdo com antibidticos conseguem
potencializar e revigora seus efeitos frente as bactérias para qual a resisténcia se desenvolveu
revelando uma nova saida terapéutica (VENTER, 2019). Segundo dados recentes do The Pew
Charitable Trusts (2019), quatro dos 13 tratamentos com antibiéticos em testes de Fase I,
sdo combinacBGes de antibidticos com pequenas moléculas projetadas para superar a

resisténcia bacteriana.
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Os compostos que revertem a resisténcia, normalmente sdo desprovidos ou
apresentam pouca atividade antibacteriana, porém quando coadministrados com um
antibidtico eles ampliam o espectro de acdo deste restaurando a sensibilidade da bactéria. A
maioria dos reversores de resisténcia atuam inibindo um dos trés mecanismos de resisténcia
a seguir: (I) inibi¢ao das enzimas f-lactamase que inativam os antibioticos B-lactamicos, (I1)
atuacdo na membrana plasmatica bacteriana para romper a barreira de permeabilidade, (I11)
inibicdo das bombas de efluxo de antibidticos, permitindo o acumulo do antibiético dentro
da célula bacteriana (BLAIR et al., 2015; VENTER, 2019).

2.2 Resisténcia mediada pelos sistemas de efluxo e identificagdo de moléculas

inibidoras de efluxo ativo

Bombas de efluxo bacterianas sdo comumente conhecidas como proteinas de
membrana capazes de expulsar drogas estruturalmente diversas para o exterior da célula,
reduzindo assim, as concentragdes de antibiGticos para niveis subtdxicos (CHITSAZ;
BROWN, 2017). Entretanto, a atua¢do do mecanismo de efluxo vai muito além dessa funcéo,
desempenhando importantes papeis na fisiologia, metabolismo e patogenicidade da célula
bacteriana, sendo capazes de eliminar metabdlitos enddgenos toxicos, para a secrecdo de
determinantes de viruléncia, participando da resposta ao estresse celular e da formacéo de
biofilmes. Além disso, a excre¢do de compostos toxicos pelas bombas de efluxo pode servir
como uma ferramenta de protecdo que permite que bactérias sobrevivam ao processo de
colonizacdo durante o processo de infeccdo em um hospedeiro (BLANCO et al., 2016; DU
et al., 2018).

Os sistemas de bombas de efluxo de bacterias, figura 2, sdo classificados em seis
principais familias, de acordo com a energia utilizada para expulsar 0s compostos toxicos,
sdo elas: a superfamilia facilitadora principal — MFS (major facilitator superfamily), a familia
de cassetes de ligacdo de ATP — ABC (ATP- binding cassette), a superfamilia de divisao
celular de nodulacéo de resisténcia — RND (resistance-nodulation-cell division), a familia de
extrusdo de multidrogas e toxinas — MATE (multidrug and toxin extrusion), a familia de
resisténcia a pequenas multiplas drogas — SMR (family, the small multidrug resistance), e a

superfamilia de efluxo de compostos antimicrobianos de proteobacterias — PACE

22



23

(superfamily and the proteobacterial antimicrobial compound efflux) (HASSAN et al., 2018;
KUMAR et al., 2020; SAPULA; BROWN, 2016). Todos esses sistemas utilizam-se do
gradiente de prétons (H*/Na*) como energia para transportar os substratos, exceto a familia
de cassetes de ligacdo de ATP — ABC, que utiliza a hidrolise de ATP (DU et al., 2018).

Figura 2: Principais familias de bombas de efluxo

Extemal
Emnvironment

Na*/H*

External External External
Environment Environment Environment
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Fonte: (Sapula & Bown, 2016).

A resisténcia mediada pelo sistema de bombas de efluxo, tem sido o foco principal
de diversas pesquisas que visam conter a resisténcia aos antibidticos, visto que quando
superexpressas, as proteinas de efluxo podem conferir altos niveis de resisténcia, tornando
ineficazes antibidticos clinicamente uteis, fazendo com que infec¢des causadas por bactérias
sejam mais dificeis de tratar (BLANCO et al., 2016). Consequentemente, as bombas de
efluxo tornaram-se alvos promissores para a inibicéo e pesquisas significativas foram feitas
nos ultimos anos, levando a descoberta de moléculas capazes de inibir o mecanismo de efluxo
de bactérias (SCHILLACI et al., 2017). Essas moléculas sdo conhecidos como inibidores da
bomba de efluxo (IBEsS) e podem potencializar o efeito dos antibidticos quando
coadministradas, promovendo novamente a sensibilidade das bactérias aos mesmos,
permitindo o retorno de certos antibioticos a pratica clinica e a ampliacdo de seu espectro de
acao (SEUKEP et al., 2020).

Os IBEs seguem alguns mecanismos gerais de inibicdo do efluxo, como o bloqueio
da proteina de efluxo, para evitar a ligacdo do substrato ao sitio ativo, e o colapso do

mecanismo de energia utilizado para transportar o substrato, como o gradiente de prétons ou



ATPases (SCHINDLER; KAATZ, 2016). Além disso, os IBEs sdo capazes de causar danos
estruturais na membrana das bactérias, interagindo com importantes reguladores da
expressdo génica de proteinas de efluxo, promovendo sua inibicdo (TINTINO et al., 2020).

Os IBEs, geralmente derivados de produtos naturais, tendo como principais fontes as
plantas medicinais devido a presenca de metabolitos secundarios quimicamente e
estruturalmente diversos, com multiplas propriedades farmacoldgicas, como Terpenos,
Alcaldides, Flavonoides, Compostos Fendlicos e muitos outros (SEUKEP et al., 2020;
SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019; ZACCHINO et al., 2017).

Estudos com extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais, mostraram a eficacia
de moléculas que atuam como IBEs, inibindo o mecanismo de efluxo de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (RAO et al., 2018; SEUKEP et al., 2020; SHRIRAM et al.,
2018). Entretanto, embora os IBEs estejam em experimentacdo em laboratorio desde a
década de 1990, nenhum foi liberado para uso clinico, principalmente por causa da baixa
eficacia in vivo, propriedades farmacocinéticas fracas ou problemas de toxicidade, tornando
essa uma perspectiva futuristica. (LAMUT et al., 2019; SHARMA; GUPTA; PATHANIA,
2019).

Com tudo, apesar dos caminhos que levam um IBE ao uso clinico apresentarem
muitos obstaculos de natureza diversa, desde cientificos e académicos até administrativos e
econdmicos, isso em nada deve prejudicar a importancia e a vantagem que eles oferecem
contra a resisténcia bacteriana, o que leva a comunidade cientifica a realizar investigacdes
continuas para identificar e desenvolver IBEs menos tdxicos e terapeuticamente eficazes,
visando a utilidade clinica dessas moléculas no futuro (SHARMA; GUPTA; PATHANIA,
2019).

2.3 Terpenos como moléculas inibidoras de efluxo ativo

Os terpenos compdem a maior classe de compostos encontrados nos 6leos essenciais,
esses compostos sdo constituidos de moléculas de isopreno onde cada uma contém cinco
atomos de carbono com ligacOes entre si (BUCKLE, 2015). Dependendo do ndmero de
unidades de carbono, os terpenos sdo classificados como monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterpenos e triterpenos (C10, C15, C20, C 25 e C30, respectivamente)

24



(PERVEEN, 2018). Devido seu aroma agradavel e diversas bioatividades os terpenos
possuem uma ampla utilizacdo na industria, estando presentes em alimentos, medicamentos,
cosméticos, horménios e vitaminas (GUIMARAES et al., 2019; MEWALAL et al., 2017;
PERVEEN, 2018).

Nos ultimos anos, o0s terpenos também tem sido investigados como potenciais
reversores de mecanismos de resisténcia bacterianos (CAPPIELLO et al., 2020; MAHIZAN
et al., 2019; SIENIAWSKA et al., 2017), e a capacidade dessas moléculas como inibidores
de efluxo vem sendo avaliada (DA CRUZ et al., 2020; DE MORAIS OLIVEIRA-TINTINO
etal., 2018; MUNIZ et al., 2021; RAMALHETE et al., 2011; SILVEIRA et al., 2020). Como
mencionado anteriormente, muitos terpenos ja estdo inseridos na industria de medicamentos
e alimenticia, levando a crer que essas moléculas poderiam apresentar menos riscos de serem
toxicas para seres humanos (KOPECNA et al., 2019; PADUCH et al., 2007) e portando,

bons candidatos a futuros IBEs.

2.4 Os monoterpenos Carvacrol e Timol

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) e o Timol (2-isopropyl-5-methylphenol)
Figura 2, sdo isdmeros monoterpénicos naturais bastante conhecidos e presentes em diversos
6leos essenciais de plantas medicinais (MEMAR et al., 2017). Esses terpenos possuem
grande relevancia clinica por apresentarem diversas bioatividades como atividade
antibacteriana (GUIMARAES et al., 2019; KACHUR; SUNTRES, 2019), antifungica
(CHAVAN; TUPE, 2014; MARCHESE et al., 2016), antioxidante (GUVENC et al., 2019),
anti-inflamatdria (GAMES et al., 2016), inseticida (PARK et al., 2017) e anticarcinogénica
(SHARIFI-RAD et al., 2018). Além disso, existe uma perspectiva positiva sobre a utilidade
do Carvacrol e do Timol como modelos naturais para semissintese farmacéutica de agentes
terapéuticos (BOYE et al., 2020; SHARIFI-RAD et al., 2018).

Figura 3: Estruturas quimicas dos terpenos Carvacrol e Timol.
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Fonte:(MEMAR et al., 2017).

Outro fator positivo desses isdmeros é a sua ampla atividade antibacteriana, atuando
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GUIMARAES et al., 2019; MARCHESE
et al., 2016), agindo nos mais diversos mecanismos de resisténcia, operando na inibi¢cdo do
crescimento de cepas bacterianas, na reducédo de biofilmes, no rompimento da membrana
celular, na inibicdo de ATPases ligadas a membrana e principalmente sobre a inibicdo de
bombas de efluxo (KACHUR; SUNTRES, 2019; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR,
2015).

2.5 Staphylococcus aureus e a resisténcia mediada por NorA

A bactéria Staphylococcus aureus € comumente encontrada na pele e nas membranas
mucosas de animais de sangue quente, podendo existir comensalmente com humanos, como
colonizador ou como patégeno (NEMEGHAIRE et al., 2014). Ao atuar como patogeno, S.
aureus causa um processo infeccioso que pode ocorrer por duas vias, a producao de toxinas
e a colonizacgdo, causando a invasdo e a destruicdo dos tecidos do hospedeiro (YILMAZ,
ASLANTAS, 2017).

O processo infeccioso provocado por S. aureus, pode dar origem a patogenias graves,
como bacteremias, endocardite, e infeccGes graves relacionadas a dispositivos protéticos
(TONG et al., 2015). Outro agravante, é que a maioria das cepas disseminadas de S. aureus
apresentarem resisténcia a maior parte dos antibidticos de uso clinico, como
fluoroquinolonas, penicilina, vancomicina, tetraciclinas, B-lactdmicos e varios outros,
dificultando o tratamento clinico, e aumentado expressivamente as taxas de morbidade e

mortalidade e os custos relacionados a saude (PAL et al., 2020).
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Em decorréncia dos problemas citados, S. aureus esta listada pela OMS como um
micro-organismo altamente virulento e com prioridade critica para o desenvolvimento de
novos farmacos que contenham seus mecanismos de resisténcia (TACCONELLI et al., 2018;
WILLYARD, 2017), destes, as bombas de efluxo estdo em notoriedade, pois provavelmente
as mesmas atuam como importantes fatores de resisténcia aos antibiéticos, impactando na
viruléncia e até na formacdo de biofilmes (JANG, 2016; LAMUT et al.,, 2019;
HASSANZADEH et al., 2020).

Das bombas de efluxos expressas por S. aureus, 31 foram identificadas
(SCHINDLER et al., 2015), destas, a proteina de efluxo NorA destaca-se por ser um alvo
universal para uma infinidade de inibidores da bomba de efluxo (KUMAR et al., 2020). A
proteina de efluxo NorA, foi descrita pela primeira vez em 1986 em isolados resistentes a
fluoroquinolonas (UBUKATA; ITOH-YAMASHITA; KONNO, 1989). A bomba NorA, pertence
a familia MFS e esta localizada na membrana citoplasmaética das bactérias, sendo expressa
cromossomicamente pelo gene norA (DENG et al., 2012; YOSHIDA et al., 1990). NorA é
constituida por cerca de 388 aminoacidos, que compreendem 12 segmentos transmembrana
a-hélices., com dominios N- e C-terminais dispostos numa pseudo-dupla simetria
(BHASKAR et al., 2016; COSTA et al., 2019).

Figura 4: Representacdo 3D da estrutura da bomba de efluxo NorA
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Fonte:(BHASKAR et al., 2016)

Legenda: (A) Modelo de homologia da bomba de efluxo NorA com dominios N- e C-terminais
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conectados por uma alga de conexdo citoplasmatica. (B) 12 transmembrana a-hélices.

A bomba NorA, utiliza a forga préton-motriz (H+/droga) para transportar diversos
tipos de substratos estrutural e quimicamente diferentes, tais como, Fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina e Norfloxacino), Puromicina, Pentamidina, compostos de amonio
quaternario e antissépticos (Berberina, Tetrafenilfosfénio, Cloreto de Benzalconio,
Tioxantiazinas e Cetrimida), Fenotioxamida e Omeprazol e terpendides (Totarol, Ferruginol,
Salvina e Acido Carnosico), Reserpina e corantes (como Brometo de Etidio (EtBr),
Rodamina, Acridinas e biocidas) (DEMARCO et al., 2007, KAATZ et al., 2003;
NARGOTRA et al., 2009; PAPKOU et al., 2020).

A bomba de efluxo NorA, foi a primeira proteina de efluxo resistente a fluoroquinolonas
descoberta em S. aureus (TRUONG-BOLDUC; HOOPER, 2007; YOSHIDA et al., 1990) e devido
a variedade de compostos antimicrobianos transportados por essa proteina, a mesma e
caracterizada como um modelo experimental eficaz, sendo utilizadas em estudos de
homologia que visam desenvolver IBEs para S. aureus (BHASKAR et al., 2016; THAI et
al., 2015), visto que NorA, encontra-se comumente expressa por cepas resistentes de S.
aureus geograficamente diversas (KOSMIDIS et al., 2012).
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Resumo: A exposicdo indevida a antimicrobianos tem levado a aquisi¢ao e ao desenvolvimento de
sofisticados mecanismos de resisténcia bacteriana, como bombas de efluxo, que sao capazes de
expelir ou reduzir a concentragao intracelular de varios antibioticos, tornando-os ineficazes.
Portanto, inibir esse mecanismo é uma forma promissora de minimizar os impactos causados pelo
fendmeno da resisténcia bacteriana aos antibiéticos. Nesse sentido, o presente estudo buscou avaliar
a atividade dos terpenos Carvacrol (CAR) e Timol (THY) como possiveis inibidores de efluxo (IBEs),
por meio da determinagdao da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e da associagao desses
compostos em concentragdes subinibitérias com o antibiético Norfloxacino e com Brometo de Etidio
(EtBr) contra as cepas SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B (superexpressa NorA) de Staphylococcus
aureus. Para verificar as interagdes dos terpenos com a proteina de efluxo, foi realizado um estudo
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in silico de modelagem molecular. Os resultados do estudo revelaram que CAR e THY apresentam
atividade bacteriana moderada e sao capazes de reduzir a CIM do antibiético Norfloxacino e do
Brometo de Etidio em cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo NorA. Os resultados de
docking mostraram que esses terpenos atuam como possiveis inibidores competitivos de NorA e
podem ser investigados como adjuvantes em terapias combinadas que visam reduzir a resisténcia.

Palavras-chaves: terpenos; inibidores da bomba de efluxo; NorA; fluoroquinolonas

1. Introdugao

Staphylococcus aureus esta relacionada a uma ampla variedade de patologias invasivas que
podem levar a um estado de bacteremia severa, algumas dessas doencas sdao endocardite,
pneumonia, infecgdes Osseas, articulares e dos tecidos moles. As bacteremias causadas por S. aureus
sao uma das principais causas de mortalidade, tanto no ambiente hospitalar quanto no ambulatorial
[1].

A ampla variedade de mecanismos de resisténcia a agentes antimicrobianos de S. aureus torna
seu potencial patogénico mais agravante [2]. Contudo, o mecanismo de bombas de efluxo expresso
por este microrganismo se destaca por sua eficacia ao extrudar antibidticos de primeira linha e
diversos agentes toxicos para o meio extracelular, impactando diretamente sobre a eficacia desses
compostos, promovendo a falha de antibioticoterapias [3].

Provavelmente as bombas de efluxo presentes em S. aureus, atuam como importantes
mediadores de resisténcia a antibidticos de alto nivel, impactando na viruléncia e até na formacao de
biofilmes [3-5]. Das bombas de efluxos apresentadas por S. aureus, 31 foram identificadas [6], destas,
a proteina de efluxo NorA, destaca-se por ser comumente expressa em cepas geograficamente
diversas de S. aureus [5], sendo caracterizada como principal modelo experimental na busca de
agentes que funcionem como Inibidores de Efluxo (IBEs) [7].

A identificagao de IBEs € uma estratégia promissora e necessaria contra a resisténcia bacteriana,
ja que sdo capazes de restaurar a sensibilidade da bactéria ao antibiético utilizado, e quando
associados em concentra¢oes com este tltimo, podem potencializar a eficdcia do mesmo aumentando
seu espectro de acgao [8]. Além disso, os IBEs também podem atuar minimizando a resisténcia
adquirida e intrinseca, impedindo a formacao de biofilmes e reduzindo a viruléncia de bactérias [9-
11).

Alguns compostos que apresentam a capacidade de inibir a atividade das bombas de efluxo ja
foram descritos pela literatura, entretanto, singularidades como pouca estabilidade molecular, baixa
seletividade do alvo de acdo, limitada biodisponibilidade, alta citotoxicidade e fracos efeitos
farmacolégicos, impedem o uso clinico desses inibidores [12].

Apesar desses desafios, é notdéria a urgéncia de estudos que possibilitem a descoberta de
compostos de baixo peso molecular, que possam ser coadministrados com os antibidticos
convencionais, a fim de bloquear os sistemas de efluxo de multiplas drogas [13], visto que o uso
desses inibidores pode proporcionar a recuperacao da atividade antibiotica de drogas consideradas
ineficazes para tratamento de infec¢des bacterianas, sendo de extrema importancia para a satude
publica [14].

Os isomeros Carvacrol (CAR) e Timol (THY) sdo fitoconstituintes majoritarios de diversas
plantas aromaticas [15], sendo utilizados na industria alimenticia e cosmética como agentes
aromatizantes e conservantes em decorréncia de suas caracteristicas antimicrobianas, antioxidantes
e bons perfis toxicologicos [16-18]. Esses terpenos também apresentam moderada atividade
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antibacteriana intrinseca, sobre uma extensa variedade de cepas microbianas [19], apresentando
baixo peso molecular [20]. Essas sao caracteristicas importantes de candidatos a futuros IBEs [4],
supondo que esses compostos possam agir como inibidores de NorA em cepas de S. aureus,
possibilitando a diminui¢ao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de compostos antibacterianos,
atuando como uma possivel alternativa terapéutica.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade direta de Carvacrol (CAR) e Timol
(THY) e a associacdo desses compostos em concentragdes subinibitdrias com o antibidtico de uso
padrdo Norfloxacino e com o Brometo de Etidio, contra as cepas SA-1199 (selvagem) e SA-1199B
(superexpressa NorA) de Staphylococcus aureus portadoras dos genes de resisténcia norA, as quais
expressam a proteina de efluxo NorA. Um estudo de Modelagem molecular também foi realizado
para avaliar o efeito in silico das interacdes dos terpenos CAR e THY com a proteina de efluxo NorA

2. Resultados

2.1. Atividade antibacteriana por concentracdo inibitoria minima (CIM)

Conforme verificado no presente estudo, os terpenos CAR e THY obtiveram um MIC
equivalente contra as duas cepas de S. aureus testadas, com ambos os terpenos mostrando uma
atividade antibidtica moderada, com valores de CIM de 256 pug/mL contra o SA-1199 (tipo selvagem)
e cepas SA-1199B (superexpressa NorA). Quanto ao antibiético Norfloxacino, foi verificada uma CIM
de 64 pug/mL para a cepa SA-1199 (tipo selvagem) e 128 pug/mL para a cepa SA-1199B (superexpressa
NorA), demostrando que a cepa que superexpressa NorA é menos sensivel ao antibidtico do que o
tipo selvagem, que expressa NorA de forma basal. Com relagdo ao inibidor padrao cianeto de
Carbonil m-clorofenil hidrazona (CCCP), foi demostrada uma CIM de 8 pug/mL para a cepa SA-1199
(tipo selvagem) e 16 pg/mL para SA-1199B (superexpressa NorA), revelando que as cepas tém alta
sensibilidade a este composto. J& o inibidor clorpromazina (CPMZ) obteve CIM > 1024 ug/mL, para
as duas estirpes, indicando a auséncia de atividade direta relevante contra cepas de S. aureus
portadoras da bomba de efluxo NorA.

2.2. Avaliagdo da inibigdo da bomba de efluxo NorA pela reducio das CIMs de Norfloxacino e Brometo de Etidio
(EtBr)

Em relacdo a modificagdo da CIM dos substratos Norfloxacino e EtBr por associagdo com CAR
e THY em Concentragdo Subinibitéria (CIM/8) Tabela 1, observou-se que tanto CAR quanto THY,
reduziram significativamente a CIM do Norfloxacino para a cepa SA-1199 (tipo selvagem), levando
a uma diminuicao de 64 pug/mL para 32 pg/mL (2x). O mesmo efeito adjuvante também foi observado
para ambos os terpenos contra a cepa SA-1199B (superexpressa NorA), reduzindo a CIM do
Norfloxacino de 128 ug/mL para 64 ug/mL (2x), indicando que CAR e THY potencializaram a eficacia
do Norfloxacino, aumentando a sensibilidade das cepas de S aureus ao antibiotico.

Tabela 1. Avaliacdo da capacidade de modificagdo da CIM pela associacio de Norfloxacino e EtBr com CAR e
THY e com os inibidores padrdo CPMZ e CCCP contra cepas s de S. aureus portadoras de NorA
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Reducao de X vezes na
CIM do substrato na
presenca do inibidor

CIM (pig/mL)
Substratos SA-1199 SA-1199B
Norfloxacino 64 128

CPMZ + Norfloxacino 28,51 (2,3x) 64 (2x
CCCP + Norfloxacino 25,39 (2,5x) 64 (2x

Carvacrol + Norfloxacino 32 (2x) 64 (2x
Timol + Norfloxacino 32 (2x) 64 (2x
EtBr 32 80,63
CPMZ + EtBr 5,04 (6,3x) 64 (1,3x)
CCCP + EtBr 11,31 (2,8x) 20,16 (4x)
Carvacrol + EtBr 25,39 (1,3x) 64 (1,3x)
Timol + EtBr 16 (2x) 64 (1,3x)

Em relagao a associagao com o inibidor padrao CPMZ, foi observada uma reducao de 64 pg/mL
para 28,51 pg/mL (2,3x) na CIM do Norfloxacino contra a cepa SA-1199 (tipo selvagem) e de 128
ug/mL para 64 pg/mL (2x), contra SA-1199B (superexpressa NorA), enquanto a associagdo com o
inibidor padrao CCCP, reduziu a CIM do Norfloxacino de 64 pg/mL para 25,39 ug/mL (2,5x), contra
SA-1199 (tipo selvagem) e de 128 pg/mL a 64 pug/mL (2x), contra a cepa SA-1199B (superexpressa
NorA), exibindo uma redugao semelhante a dos terpenos CAR e THY para esta cepa. Em relacao ao
EtBr, observou-se que a associagdo com CAR modificou moderadamente a CIM do mesmo contra
SA-1199 (tipo selvagem), promovendo uma reducao de 32 pg/mL para 25,4 pg/mL (1,3x).

Na associagao com o inibidor padrao CPMZ, a reducido da CIM do EtBr foi de 32 ug/mL para
5,04 ug/mL (6,3x), contra SA-1199 (tipo selvagem) e de 80,63 para 64 pg/mL (1,3x), contra SA-1199B
(superexpressa NorA). Ja na associagao com o CCCP, foi verificada uma reducao na CIM do EtBr de
32 ug/mL para 11,31 ug/mL (2,8x), contra SA-1199 (tipo selvagem) e de 80,63 para 20,16 ug/mL (4x),
contra SA-1199B (superexpressa NorA). Esses resultados demonstram que, assim como os inibidores
padrao CPMZ e CCCP, tanto CAR quanto THY foram capazes de reduzir a CIM dos substratos
Norfloxacino e EtBr, potencializando a eficacia desses compostos contra as cepas de S. aureus SA-
1199 (selvagem -tipo) e SA-1199B (superexpressa NorA).

2.3. Resultados do Docking

A triagem in silicio como um procedimento de docking, tem sido uma técnica poderosa para
identificar compostos lideres efetivos em muitos alvos farmacolégicos. Os resultados presentes na
Tabela 2, mostraram uma afinidade de ligagao significativa para os compostos testados, com faixa de
pontuacdo MolDock de -66,95 a -126,901 kcal/mol contra NorA. Os diferentes ligantes foram
ancorados profundamente na regido de bolsa de ligagao, formando ligagoes Van der Waals (VAW),
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A)

Ligagdes de hidrogénio (HBond) e outras interagdes apolares entre os sitios de ligagao dos receptores
e os ligantes que interagem.

A classificagdo das sele¢des de pose (conformagdes) foi realizada com base nos scores do dock,
energias de interacdo, energia HBond, VAW e nuimero de liga¢des de hidrogénio. Entao, podemos
assumir que quanto mais negativos forem os valores de energia de ligagao previstos, mais estavel é
a energia de ligacao termodinamicamente favoravel, contribuindo para a estabilidade do complexo
proteina/ligante.

Tabela 2. Energia dos compostos ancorados obtidos a partir de estudos de ancoragem molecular.

Ligantes MolDock Score Interagoes HBond LE
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

EtBr -126,84 -154,23 -1,88 -2,64
CPMZ -110,55 -118,24 0 -1,52
CCCP -90,66 -95,363 -4,74 -5,39

THY -85,10 -93,46 -2,5 -6,12

CAR -67,16 -76,79 -2,5 -5,42

LE = Eficiéncia do ligante calculada a partir do score Moldock. Hbond = energia das

interac¢Oes das ligacdes de hidrogénio.

A fim de mapear os aspectos qualitativos dos estudos de docking molecular, observamos diferentes
interagdes moleculares, por interagdo hidrofébica, hidrofilica e eletrostatica presentes no sitio de
ligacdo. A regido de ligacdo é formada principalmente como uma bolsa hidrofobica, com a parede
interna sendo formada pelas cadeias laterais de aminoacidos glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val),
leucina (Leu), isoleucina (Ile) e fenilalanina (Phe).

O interior da bolsa de ligagdo é predominantemente apolar, mas contém dois aglomerados de
residuos polares, sendo um interno voltado para o fundo da bolsa (Tyr243, Ser223), Figura 3. No
entanto, Carvacrol (CAR) e Timol (THY) exibem interagao semelhantes com o local de ligacao NorA
por meio de ancoras com Gly303, Ser223, 11e302, Ala222, Leu225, Phe367, Gly226, Leu230, Leu296,
Ala300, Tyr243, Leu286, que também estao presentes com os inibidores especificos CCCP e
Clorpromazina (CPMZ).

B)
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Figura 1. Representacao do Mapa de interagao com bolsa de ligacdo da proteina de efluxo NorA: (A) CAR,
(B) THY, (C) CCCP e (D) CPMZ

3. Discussao

Considerando que praticamente todos os antibidticos, sdo atualmente suscetiveis ao mecanismo
de bomba de efluxo, a identificagao de biomoléculas capazes de inibir esse mecanismo tornou-se uma
estratégia valida na tentativa de minimizar os danos causados pela resisténcia bacteriana [4,21-23].
Os terpenos CAR e THY, sao conhecidos por suas diversas bioatividades, incluindo atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [24], despertando interesse no uso
potencial desses agentes contra a resisténcia bacteriana aos antibidticos, por meio da inibigao de
mecanismos de resisténcia como bombas de efluxo [19,25]. Além disso, ha uma perspectiva positiva
sobre a utilidade de CAR e THY como modelos naturais para semissintese farmacéutica de agentes
terapéuticos [26,27].

Conforme avaliado neste estudo, tanto CAR quanto THY, apresentaram atividade
antibacteriana intrinseca moderada contra as cepas SA-1199 e SA-1199B de S. aureus portadoras da
proteina de efluxo NorA. No entanto, para possiveis candidatos a IBEs um efeito antibacteriano
moderado ¢ visto como uma vantagem, pois evita que os efeitos antibacterianos e inibitdrios do
mecanismo de efluxo se sobreponham [28].

Além disso, varios estudos relacionam a atividade antibacteriana de CAR e THY a presenca de
um grupo Hidroxila (Grupo OH) localizado no carbono 1 (C1) desses terpenos, por ser altamente
reativo, formando ligacdes de hidrogénio com sitios enzimaticos-alvo ativos, inativando-os e,
consequentemente, induzindo a disfun¢ao ou ruptura da membrana celular, o que resulta na morte
da célula bacteriana [24,26,29-32].

Esses achados corroboram os observados no presente estudo, uma vez que a proteina de efluxo
NorA atua transportando substratos através da membrana, usando gradientes de ions como forca
proton-motriz [33,34]. Além disso, o grupo OH e a presenca de um grupo de elétrons deslocalizados
(ligagdes duplas), permitem que CAR e THY atuem como um trocador de prétons, reduzindo o



gradiente de ions através da membrana citoplasmatica, resultando na perda da forga proton-motriz
e a perda de ATP, levando a morte celular [35].

Essas intera¢oes poderiam explicar a atividade direta do CAR THY contra cepas bacterianas que
expressam o mecanismo de efluxo, como as avaliadas no presente estudo, visto que proteinas de
efluxo, como NorA, também desempenha funcoes fisioldgicas importantes para a célula bacteriana
[34,36], desempenhando um papel significativo no equilibrio osmético celular, e na manutenc¢ao do
gradiente de protons [37].

A combinagao de vdarios medicamentos tem sido eficaz no uso clinico para o tratamento de
infecgdes bacterianas graves. Essa conquista € alcangada através da associacdo de um ou mais
antibidticos para uso clinico [38]. Portanto, futuros tratamentos realizados através de combinagdes
de antibidticos com produtos naturais de origem vegetal, podem se tornar a melhor estratégia para
inibir diversos mecanismos de resisténcia bacteriana, visto que essas pequenas moléculas quando
associadas ao antibiotico, podem atuar em multiplos alvos promotores de resisténcia [39], incluindo
bombas de efluxo. Esta informagao € corroborada por dados do The Pew Charitable Trusts [40], que
revelaram que dos 13 tratamentos com antibidticos em testes de fase III, 04 tratamentos sdo
combinagdes de antibidticos com pequenas moléculas destinadas a superar a resisténcia bacteriana
através da inibigdo de mecanismos de resisténcia.

Os ensaios realizados no presente estudo mostraram que CAR e THY foram capazes de reduzir
a CIM do Norfloxacino contra as cepas de S. aureus SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B
(superexpressa NorA) demonstrando uma relacdo de sinergia, tornando essas estirpes mais
suscetiveis aos efeitos do antibidtico, tabela 1.

Os potenciais efeitos sobre a CIM de antibidticos de uso padrao em associagdes com CAR e THY,
ja foram verificados em cepas de S. aureus que expressoras do mecanismo de bomba de efluxo NorA.
No entanto, os resultados do presente estudo divergem dos observados por Cirino et al. [41] para a
cepa SA-1199B (superexpressa NorA), no qual foi verificado, que a CIM do Norfloxacino nao foi
modificada em associagdes do mesmo com CAR e THY em concentracdes subinibitérias (CIM/4).
Atividade semelhante, também foi o observada por Cirino et al. (2015) quando CAR e THY foram
associados a Ciprofloxacina contra a Cepa de S. aureus RN-4220 portadora da bomba MsrA.
Entretanto, verificou-se no mesmo estudo que as associacdes do CAR e THY com a Tetraciclina
potencializaram a eficdcia da mesma contra a cepa de S. aureus 1S-58, reduzindo a CIM desse
antibidtico de 64 pg/mL para 32 pg/mL.

Embora o estudo de Cirino et al. [41] discorde dos achados do presente estudo para a cepa SA-
1199B, os autores nao definiram a CIM de CAR e THY usada em concentragdes subinibitorias, para
avaliar sua atividade modificadora da CIM dos antibio6ticos contra a cepa SA-1199B, portanto, ndo é
possivel verificar a diferenca entre os dois estudos. No entanto, a inibi¢do da expressao do gene norA,
que codifica a bomba de efluxo NorA, foi verificada contra cepas clinicas de S. aureus em um estudo
que avaliou a atividade do extrato de Thymus vulgaris, na reducao da CIM da ciprofloxacina e na
inibi¢ao de bomba de efluxo NorA, o qual continha CAR (6,47%) e THY (3,04%), entre seus principais
fitoquimicos [42].

Além disso, estudos de lipofilicidade demostraram que CAR e THY sdo capazes de permear as
membranas fosfolipidicas, assim, esses terpenos podem interagir com componentes intracelulares
importantes, desse modo subentende-se que estes compostos podem facilitar a penetracao do
antibidtico no interior da célula bacteriana promovendo a comunicacdo desse agente toxico com
componentes essenciais ao funcionamento da bactéria [43]

De acordo com Maia et al. [44], a lipofilicidade dos terpenos € uma caracteristica comum de
varios IBEs, que pode comprometer a integridade dos fosfolipidios e afetar proteinas incorporadas a
membrana bacteriana, como as que formam as bombas de efluxo [45]. Esses achados podem explicar
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o aumento da sensibilidade das cepas SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B (superexpressa NorA)
promovido pela associagao de terpenos com substratos, Norfloxacino e EtBr.

O EtBr, tem sido amplamente utilizado como um substrato modelo para testes de verificagao de
bomba de efluxo [46-49]. Além disso, o EtBr é caracterizado como um substrato bem conhecido da
proteina de efluxo NorA [50,51], que é capaz de se interpor com DNA de bactérias e como
consequéncia causar a morte celular. Para evitar que isso ocorra, proteinas de efluxo como NorA, sao
ativadas e expelem EtBr do meio intracelular. Este processo também ocorre com outras substancias
tdxicas, como antibidticos [52].

No presente estudo observou-se que os terpenos CAR e THY promovem a redugao da CIM do
EtBr, aumentando a eficiéncia deste substrato contra cepas de S. aureus portadoras da bomba de
efluxo NorA, tabela 1. Corroborando com os resultados do presente estudo, Miladi et al. [19]
demonstraram através de ensaios de fluorescéncia, o efeito promissor de CAR e THY na inibi¢do do
efluxo do EtBr contra cepas de S. aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella
enteritidis e Salmonella typhimurium LT2 DT104, utilizando concentragdes inibitdrias que variaram de
250 pg/mL a 500 pg/mL.

Estudos anteriores, destacaram que CAR e THY siao capazes de romper a membrana
citoplasmatica das células bacterianas, causando a eliminacdo e inibi¢ao da circulagao de ions e
consequentemente a redugao da forga préton-motriz [29,53-55]. Como a ativagdo de NorA esta ligada
diretamente a forca proton-motriz [56], CAR e THY podem estar atuando por esta via, podendo
também causar alteracdes no ambiente intracelular, corrompendo a integridade da membrana
bacteriana [57].

A analise in silico é usada para identificar as intera¢des moleculares entre o IBEs e a bomba de
efluxo. O acoplamento molecular, ajuda a entender como os IBEs bloqueiam o transporte de
moléculas antibacterianas por bombas de efluxo [58]. A compreensao dessas intera¢des permite que
os IBEs sejam modificados, visando uma interagao mais eficaz entre as bombas de efluxo alvo e os
possiveis candidatos a inibidores, causando a inibi¢do mais eficiente da proteina de efluxo [59].

Os resultados de docking mostraram que CAR e THY atuam em competigdo com os substratos
Norfloxacino e EtBr pelos sitios de ligagao de NorA e podem ser investigados como adjuvantes em
terapias combinadas destinadas a combater a resisténcia. Assim, pode-se argumentar que essas
substancias dificultam a ligacdo do Norfloxacino e EtBr a NorA, podendo ser excretadas da célula
bacteriana no lugar desses substratos. De acordo com Aron; Opperman, [60] é provavel que alguns
inibidores se liguem a bolsa hidrofébica com maior afinidade do que os substratos de efluxo,
permitindo-lhes evitar a ligagdo do substrato a bomba, o que justificaria o mecanismo competitivo de
CAR e THY.

Os dados da literatura corroboram os resultados apresentados, levantando a hipdtese de que a
hidrofobicidade é uma caracteristica essencial que resulta na estabilizagdo da formagao de um
complexo de diferentes classes de compostos capazes de interferir na funcionalidade da bomba de
efluxo por meio de interagdes hidrofdbicas e flexiveis de hidrogénio [6,61-63]. E notério, que as
interagdes hidrofobicas e flexiveis de hidrogénio desempenham um papel importante na
estabilizagao dos ligantes na interface de ligacao, otimizando a estabilidade do ligante ao local alvo,
ajudado a aumentar a afinidade de ligagao e a eficacia do complexo proteina/ligante [64].

4. Materiais e Métodos

4.1. Cepas bacterianas

As cepas de S. aureus utilizadas foram: SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B (superexpressa
NorA), que expressam a proteina de efluxo NorA resistente a substratos da classe das
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fluoroquinolonas, como Norfloxacino [65] e corantes de DNA intercalantes, tais como EtBr [66]. As
cepas foram fornecidas pelo Prof. S. Gibbons (University of London, Malet St, Bloomsbury, London WC1E
7HU, UK), sendo mantidas em 4gar sangue (Laboratories Difco Ltda., Sao Paulo-SP, Brasil) e, antes
dos experimentos, foram cultivados por 24 h a 37 °C em Brain Heart Infusion-Agar (BHI-Agar,
Acumedia Manufacturers Inc.)

4.2. Meios de cultura

Para realizacdo dos testes microbioldgicos foram utilizados os meios de cultura: Brain Heart
Infusion (BHI)-Agar (BHI, Acumedia Manufacturers Inc.). Preparado de acordo com o fabricante e
Brain Heart Infusion-BHI (Acumedia Manufacturers Inc.) preparado na concentracdo de 10 %.

4.3. Substancias

A Clorpromazina (CPMZ) e o Brometo de Etidio (EtBr) foram dissolvidos em agua destilada
estéril, enquanto o Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/agua
(1:3, v/v). O Norfloxacino, assim como o Carvacrol (CAR) e o Timol (THY), foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) e em agua estéril. Todas as substancias foram diluidas para uma
concentracao padrao de 1024 ug/mL. A propor¢ao de DMSO usado foi inferior a 5%. Nos testes de
obtencao do CIM, a cada microdilui¢do a concentracao de DMSO foi reduzida pela metade, estando
presente em cada poco das placas nas seguintes proporgoes: 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0, 3125%,
0,155625%, 0,078125%, 0,0390625%, 0,01953125%. Nos testes de associagdo dos terpenos com
Norfloxacino e EtBr, a proporgao de DMSO foi de 0,16% em todos os pogos das placas.

4.4. Determinacio da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

As cepas utilizadas nos ensaios foram semeadas 24h antes dos experimentos. Apos esse periodo,
o indculo bacteriano foi suspenso em solugado salina, correspondendo a 0,5 na escala de McFarland,
aproximadamente 1,5 x 108 (UFC)/mL. Os Eppendorfs® foram entao preenchidos com 900 puL de BHI
e 100 uL do inéculo e as placas foram preenchidas com 100 pL da solugao final. A microdiluicao foi
realizada com 100 pL em dilui¢des seriadas até o pentltimo pogo da placa (1:1), sendo este ultimo
utilizado como controle de crescimento. As concentra¢des dos compostos variaram de 512 pug/mL a
8,0 ug/mL. Apds 24 h de incubacao, as leituras foram realizadas adicionando Resazurina (7-hidroxi-
10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona) na concentracdo de 400 pg/mL. A resazurina foi oxidada na
presenca do meio acido causado pelo crescimento bacteriano, promovendo a mudanca da cor do azul
para o rosa [67]. A CIM foi definida como a concentracdo mais baixa em que nenhum crescimento
pode ser observado [68]. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5. Avaliagio da inibigdo da bomba de efluxo por modificacio da CIM do Norfloxacino e do Brometo de Etidio
(EtBr)

Para observar se CAR e THY, atuam como potenciais inibidores da bomba de efluxo NorA, foi
utilizado um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrdo da bomba de efluxo,
avaliando a capacidade de ambos em diminuir a CIM de EtBr e do antibidtico Norfloxacino. Os
inibidores padrao, CCCP (concentrac¢ao de 2 pg/mL para SA-1199B e 1 pg/mL para SA-1199) e CPMZ
(concentracgdo de 128 pg/mL para SA-1199B e SA-1199) foram usados para fornecer a expressao de a
bomba NorA pelas cepas testadas. A inibicio da bomba de efluxo foi testada usando uma
concentrac¢ao subinibitéria (CIM/8) dos inibidores e CAR e THY. Nos testes, 170 uL de cada indculo
bacteriano suspenso em solugao salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
aproximadamente 1,5 x 108 (CFU)/mL, foi adicionado junto com os inibidores e CAR e THY (CIM/8)
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e completado com BHI Eppendorf®. Estes foram entdo transferidos para placas de microdilui¢ao de
96 pocos, as quais, 100 pL de antibidtico ou EtBr foram adicionados em dilui¢des em série (1:1)
variando de 512 a 0,25 ug/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24h e o crescimento bacteriano
foi avaliado com resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona) na concentracao de 400
ug/mL. A resazurina foi oxidada na presenca de um meio acido causado pelo crescimento bacteriano,
causando a mudanga de cor de azul para rosa [67]. A CIM foi definida como a concentracdo mais
baixa em que nenhum crescimento pode ser observado [68]. A CIM dos controles foi avaliada
utilizando apenas placas com antibi6tico Norfloxacino e com EtBr.

4.6. Controle negativo

Para o controle negativo, foram utilizadas as ultimas fileiras das cavidades da placa de
microdiluicdo, onde foram adicionados apenas o meio de cultura e o indculo bacteriano, sem adicao
das substancias testadas, tendo em vista a formac¢dao maxima do namero de coldnias bacterianas, além
de comprovar que o inéculo foi adicionado corretamente ao Eppendorfs®. No entanto, esses nimeros
ndo foram somados as tabelas de resultados devido a impossibilidade de mensurar o niimero de
colénias formadas em um periodo de 24 horas apds os testes microbioldgicos. Porém, apds esse
periodo, foi constatada a presenca de bactérias vivas com adigao de 20 uL de Resazurina nos ultimos
pogos da placa de microdiluicao.

4.7. Docking

Neste estudo, um procedimento de docking molecular foi realizado usando o programa Molegro
Virtual Docker (MVD). O procedimento foi avaliado automaticamente usando o algoritmo de
previsao de cavidade baseado em grade. O procedimento flexivel teve os angulos de tor¢ao nas
cadeias laterais, em torno de 5 A do centro do local de ligacio que foram modificados, enquanto o
resto da coluna foi mantido rigido. Os protocolos usados no procedimento de docking contemplam o
otimizador MolDock como um algoritmo de busca, as execugdes foram configuradas para 10, o
tamanho maximo da populagao de 50, iteracao maxima de 2000 com fator de escala de 0,50 e taxa de
crossover de 0,90. As poses selecionadas foram definidas com um valor padrao de 10. Todos os
encaixes foram realizados em 1,0 A limiar do desvio de média quadratica (RMSD).

4.8. Analise estatistica

Os resultados dos testes foram expressos como a média geométrica. A andlise de hipotese
estatistica foi aplicada usando Two-Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, eventuais
discrepancias foram submetidas ao teste T de Student para a valida¢do do resultado usando o software
GraphPad Prism 7.0.

5. Conclusiao

Os resultados demostraram que os terpenos Carvacrol e Timol apresentaram moderada
atividade antibacteriana contra as cepas resistentes de Staphylococcus aureus, SA-1199 (selvagem) e
SA-1199B (superexpressa NorA). Além disso, tanto Carvacrol quanto Timol foram capazes de
potencializar a CIM do antibiético Norfloxacino e do Brometo de etidio, aumentando a eficacia desses
substratos contra as cepas de S. aureus que expressam NorA. Os resultados do docking demostraram
o possivel mecanismo molecular responsavel pelas intera¢des do Carvacrol e do Timol com a bolsa
de ligacao da proteina de efluxo NorA, corroborando que possivelmente esses terpenos atuam como
inibidores competitivos de NorA. Esses achados, enfatizam a importancia de pesquisas voltas ao uso
de produtos naturais como alternativas terapéuticas contra a resisténcia bacteriana, ressaltando o
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potencial farmacéutico de Carvacrol e Timol como promissores inibidores da bomba de efluxo NorA,
visando o possivel futuro uso desses compostos como adjuvantes de antibidticos em terapias que
tratem infecg¢Oes bacterianas.
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Lista de Abreviacdes

Ala Alanina
BHI Brain Heart Infusion Broth
BHI-Agar Brain Heart Infusion-Agar
CAR Carvacrol
CCcCp Carbonil Cianeto m-Clorofenil-Hidrazona
CPMZz Clorpromazina
DMSO Dimetilsulféxido
IBEs Inibidores de bomba de efluxo
EtBr Brometo de Etidio
Gly Glycina
HBond Ligagoes de hidrogénio
Ile Isoleucina
Leu Leucina
CIM Concentragdo Inibitéria Minima
Phe Fenilalanina
RMSD Desvio de raiz quadrada média
THY Timol
Val Valina
Referéncias

1. Youssef, D.; Molony, K. Staphylococcus aureus Bacteremia in Adults. In Frontiers in Staphylococcus aureus;
InTech, 2017; Vol. 395, pp. 116-124.

2. Grace, D.; Fetsch, A. Staphylococcus aureus — A Foodborne Pathogen. In Staphylococcus aureus; Elsevier, 2018;
pp- 3-10 ISBN 9780128096710.

3.  Jang, S. Multidrug efflux pumps in Staphylococcus aureus and their clinical implications. J. Microbiol. 2016,
54,1-8, doi:10.1007/s12275-016-5159-z.

49



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Lamut, A.; Peterlin Masic, L.; Kikelj, D.; Tomasic, T. Efflux Pump Inhibitors of clinically relevant multidrug
resistant bacteria. Med. Res. Rev. 2019, 39, 2460-2504, d0i:10.1002/med.21591.

Hassanzadeh, S.; Ganjloo, S.; Pourmand, M.R.; Mashhadi, R.; Ghazvini, K. Epidemiology of efflux pumps
genes mediating resistance among Staphylococcus aureus; A systematic review. Microb. Pathog. 2020, 139,
103850, d0i:10.1016/j.micpath.2019.103850.

Schindler, B.D.; Frempong-Manso, E.; DeMarco, C.E.; Kosmidis, C.; Matta, V.; Seo, S.M.; Kaatz, G.W.
Analyses of Multidrug Efflux Pump-Like Proteins Encoded on the Staphylococcus aureus Chromosome.
Antimicrob. Agents Chemother. 2015, 59, 747-748, doi:10.1128/AAC.04678-14.

Buonerba, F.; Lepri, S.; Goracci, L.; Schindler, B.D.; Seo, S.M.; Kaatz, G.W.; Cruciani, G. Improved Potency
of Indole-Based NorA Efflux Pump Inhibitors: From Serendipity toward Rational Design and Development.
J. Med. Chem. 2017, 60, 517-523, doi:10.1021/acs.jmedchem.6b01281.

Kapp, E.; Malan, S.F.; Joubert, J.; Sampson, S.L. Small Molecule Efflux Pump Inhibitors in Mycobacterium
tuberculosis: A Rational Drug Design Perspective. Mini-Reviews Med. Chem. 2017, 18, 72-86,
do0i:10.2174/1389557517666170510105506.

P.Tegos, G.; Haynes, M.; Jacob Strouse, J.; Md. T.; Khan, M.; G. Bologa, C.;I. Oprea, T.; A. Sklar, L. Microbial
Efflux Pump Inhibition: Tactics and Strategies. Curr. Pharm. Des. 2011, 17, 1291-1302,
do0i:10.2174/138161211795703726.

Baugh, S.; Phillips, C.R.; Ekanayaka, A.S.; Piddock, L.J. V.; Webber, M.A. Inhibition of multidrug efflux as
a strategy to prevent biofilm formation. J. Antimicrob. Chemother. 2014, 69, 673-681, doi:10.1093/jac/dkt420.
El Meouche, I.; Dunlop, M.]. Heterogeneity in efflux pump expression predisposes antibiotic-resistant cells
to mutation. Science 2018, 362, 686—-690, doi:10.1126/science. aar7981.

Wang, Y.; Venter, H.; Ma, S. Efflux Pump Inhibitors: A Novel Approach to Combat Efflux-Mediated Drug
Resistance in Bacteria. Curr. Drug Targets 2016, 17, 702-719, doi:10.2174/1389450116666151001103948.
Spengler, G.; Kincses, A.; Gajdacs, M.; Amaral, L. New Roads Leading to Old Destinations: Efflux Pumps
as Targets to Reverse Multidrug Resistance in Bacteria. Molecules 2017, 22, 468,
d0i:10.3390/molecules22030468.

Pu, Y.; Zhao, Z.; Li, Y.; Zou, ].; Ma, Q.; Zhao, Y.; Ke, Y.; Zhu, Y.; Chen, H.; Baker, M.A.B.; et al. Enhanced
Efflux Activity Facilitates Drug Tolerance in Dormant Bacterial Cells. Mol. Cell 2016, 62, 284-294,
doi:10.1016/j.molcel.2016.03.035.

Peixoto-Neves, D.; Silva-Alves, K.S.; Gomes, M.D.M.; Lima, F.C.; Lahlou, S.; Magalhaes, P.J.C.; Ceccatto,
V.M.; Coelho-de-Souza, A.N.; Leal-Cardoso, ].H. Vasorelaxant effects of the monoterpenic phenol isomers,
carvacrol and thymol, on rat isolated aorta. Fundam. Clin. Pharmacol. 2009, 24, 341-350, d0i:10.1111/j.1472-
8206.2009.00768.x.

Dhifi, W.; Bellili, S.; Jazi, S.; Bahloul, N.; Mnif, W. Essential Oils’ Chemical Characterization and
Investigation of Some Biological Activities: A Critical Review. Medicines 2016, 3, 25,
d0i:10.3390/medicines3040025.

Maisanaba, S.; Llana-Ruiz-Cabello, M.; Gutiérrez-Praena, D.; Pichardo, S.; Puerto, M.; Prieto, A.L; Jos, A.;
Camedn, A.M. New advances in active packaging incorporated with essential oils or their main
components for food preservation. Food Rev. Int. 2017, 33, 447-515, d0i:10.1080/87559129.2016.1175010.
Gliveng, M.; Cellat, M.; Gokgek, i; Yavas, i; Yurdagiil Ozsoy, S. Effects of thymol and carvacrol on sperm
quality and oxidant/antioxidant balance in rats. Arch. Physiol. Biochem. 2019, 125, 396403,
d0i:10.1080/13813455.2018.1476979.

Miladi, H.; Zmantar, T.; Chaabouni, Y.; Fedhila, K.; Bakhrouf, A.; Mahdouani, K.; Chaieb, K. Antibacterial
and efflux pump inhibitors of thymol and carvacrol against food-borne pathogens. Microb. Pathog. 2016, 99,
95-100, doi:10.1016/j.micpath.2016.08.008.

Walsh, D.J.; Livinghouse, T.; Goeres, D.M.; Mettler, M.; Stewart, P.S. Antimicrobial Activity of Naturally
Occurring Phenols and Derivatives Against Biofilm and Planktonic Bacteria. Front. Chem. 2019, 7, 1-13,
d0i:10.3389/fchem.2019.00653.

50



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Schmitz, D.; Shubert, V.A,; Giuliano, B.M.; Schnell, M. The broadband microwave spectra of the
monoterpenoids thymol and carvacrol: Conformational landscape and internal dynamics. J. Chem. Phys.
2014, 141, 034304, d0i:10.1063/1.4887337.

Seukep, A.].; Kuete, V.; Nahar, L.; Sarker, 5.D.; Guo, M. Plant-derived secondary metabolites as the main
source of efflux pump inhibitors and methods for identification. J. Pharm. Anal. 2020, 10, 277-290.
Shriram, V.; Khare, T.; Bhagwat, R.; Shukla, R.; Kumar, V. Inhibiting bacterial drug efflux pumps via phyto-
therapeutics to combat threatening antimicrobial resistance. Front. Microbiol. 2018, 9, 1-18,
d0i:10.3389/fmicb.2018.02990.

Guimaraes, A.C.; Meireles, L.M.; Lemos, M.F.; Guimaraes, M.C.C.; Endringer, D.C.; Fronza, M.; Scherer, R.
Antibacterial Activity of Terpenes and Terpenoids Present in Essential Oils. Molecules 2019, 24, 2471,
d0i:10.3390/molecules24132471.

Silveira, Z. de S.; Macédo, N.S.; Sampaio dos Santos, J.F.; Sampaio de Freitas, T.; Rodrigues dos Santos
Barbosa, C.; Junior, D.L. de S.; Muniz, D.F.; Castro de Oliveira, L.C.; Janior, J.P.S.; Cunha, F.A.B. da; et al.
Evaluation of the Antibacterial Activity and Efflux Pump Reversal of Thymol and Carvacrol against
Staphylococcus aureus and Their Toxicity in Drosophila melanogaster. Molecules 2020, 25, 2103,
d0i:10.3390/molecules25092103.

Boye, A.; Addo, ].K.; Acheampong, D.O.; Thomford, A.K.; Asante, E.; Amoaning, R.E.; Kuma, D.N. The
hydroxyl moiety on carbon one (C1) in the monoterpene nucleus of thymol is indispensable for anti-
bacterial effect of thymol. Heliyon 2020, 6, €03492, d0i:10.1016/j.heliyon.2020.e03492.

Sharifi-Rad, M.; Varoni, E.M.; Iriti, M.; Martorell, M.; Setzer, W.N.; del Mar Contreras, M.; Salehi, B.;
Soltani-Nejad, A.; Rajabi, S.; Tajbakhsh, M.; et al. Carvacrol and human health: A comprehensive review.
Phyther. Res. 2018, 32, 1675-1687, d0i:10.1002/ptr.6103.

Sundaramoorthy, N.S.; Mitra, K.; Ganesh, ].S.; Makala, H.; Lotha, R.; Bhanuvalli, S.R.; Ulaganathan, V.;
Tiru, V.; Sivasubramanian, A.; Nagarajan, S. Ferulic acid derivative inhibits NorA efflux and in
combination with ciprofloxacin curtails growth of MRSA in vitro and in vivo. Microb. Pathog. 2018, 124, 54—
62, doi:10.1016/j.micpath.2018.08.022.

Lambert, RJ.W.; Skandamis, P.N.; Coote, P.J.; Nychas, G.-J.E. A study of the minimum inhibitory
concentration and mode of action of oregano essential oil, thymol and carvacrol. ]. Appl. Microbiol. 2001, 91,
453-462, doi:10.1046/j.1365-2672.2001.01428 .x.

Ben Arfa, A.; Combes, S.; Preziosi-Belloy, L.; Gontard, N.; Chalier, P. Antimicrobial activity of carvacrol
related to its chemical structure. Lett. Appl. Microbiol. 2006, 43, 149-154, doi:10.1111/j.1472-
765X.2006.01938.x.

Schmitz, D.; Shubert, V.A.; Giuliano, B.M.; Schnell, M. The broadband microwave spectra of the
monoterpenoids thymol and carvacrol: Conformational landscape and internal dynamics. . Chem. Phys.
2014, 141, 034304, doi:10.1063/1.4887337.

Lambert, R.J.W.; Pearson, ]. Susceptibility testing: Accurate and reproducible minimum inhibitory
concentration (MIC) and non-inhibitory concentration (NIC) values. J. Appl. Microbiol. 2000, 88, 784790,
doi:10.1046/j.1365-2672.2000.01017 ..

Lekshmi, M.; Ammini, P.; Adjei, J.; M. Sanford, L.; Shrestha, U.; Kumar, S.; F. Varela, M. Modulation of
antimicrobial efflux pumps of the major facilitator superfamily in <em>Staphylococcus aureus</em>. AIMS
Microbiol. 2018, 4, 1-18, d0i:10.3934/microbiol.2018.1.1.

Quistgaard, EM.; Low, C.; Guettou, F.; Nordlund, P. Understanding transport by the major facilitator
superfamily (MFS): Structures pave the way. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2016, 17, 123-132,
d0i:10.1038/nrm.2015.25.

Liu, M.; Amini, A.; Ahmad, Z. Safranal and its analogs inhibit Escherichia coli ATP synthase and cell growth.
Int. J. Biol. Macromol. 2017, 95, 145-152, doi:10.1016/j.ijpiomac.2016.11.038.

Blanco, P.; Hernando-Amado, S.; Reales-Calderon, J.; Corona, F.; Lira, F.; Alcalde-Rico, M.; Bernardini, A.;
Sanchez, M.; Martinez, ]. Bacterial Multidrug Efflux Pumps: Much More Than Antibiotic Resistance
Determinants. Microorganisms 2016, 4, 14, doi:10.3390/microorganisms4010014.

51



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Schindler, B.D.; Kaatz, G.W. Multidrug efflux pumps of Gram-positive bacteria. Drug Resist. Updat. 2016,
27,1-13, doi:10.1016/j.drup.2016.04.003.

Coutinho, H.D.M.; Brito, S.M.O.; Leite, N.F.; Vandesmet, V.C.S.; Oliveira, M.T.A.; Martins, G.M.A.B; Silva,
ARP.; Do Socorro Costa, M. Comparative evaluation of the modulation of antibiotic-activity against
strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Rev. Ciencias la Salud 2015, 13, 345-354,
d0i:10.12804/revsalud13.03.2015.02.

Coutinho, H.D.M,; Costa, ].G.M.; Lima, E.O.; Falcao-Silva, V.S; Siqueira, ].P. Enhancement of the antibiotic
activity against a multiresistant Escherichia coli by Mentha arvensis L. and chlorpromazine. Chemotherapy
2008, 54, 328-330, d0i:10.1159/000151267.

Antibiotics Currently in Global Clinical Development | The Pew Charitable Trusts Available online:
https://www.pewtrusts.org/en/research-and-analysis/data-visualizations/2014/antibiotics-currently-in-
clinical-development (accessed on Sep 14, 2020).

Cirino, I.C.S.; Menezes-Silva, SM.P.; Silva, H.T.D.; de Souza, E.L.; Siqueira-Junior, ]J.P. The Essential Oil
from Origanum vulgare L. and Its Individual Constituents Carvacrol and Thymol Enhance the Effect of
Tetracycline against Staphylococcus aureus. Chemotherapy 2015, 60, 290-293, d0i:10.1159/000381175.

Ali Salehzadeh, Mahsa Sadat Hashemi Doulabi, B.S. et A.J. The Effect of Thyme (Thymus vulgaris) Extract
on the Expression of norA Efflux Pump Gene in Clinical Strains of Staphylococcus aureus. . Genet. Resour.
2018, 4, 26-36, doi:10.22080/jgr.2018.13900.1099.

Trombetta, D.; Castelli, F.; Sarpietro, M.G.; Venuti, V.; Cristani, M.; Daniele, C.; Saija, A.; Mazzanti, G.;
Bisignano, G. Mechanisms of antibacterial action of three monoterpenes. Antimicrob. Agents Chemother.
2005, 49, 2474-2478, d0i:10.1128/AAC.49.6.2474-2478.2005.

Maia, G.L. de A.; Falcao-Silva, V. dos S.; Aquino, P.G.V.; Aratjo-Junior, ].X. de; Tavares, ].F.; Silva, M.S. da;
Rodrigues, L.C.; Siqueira-Jtnior, ].P. de; Barbosa-Filho, ].M. Flavonoids from Praxelis clematidea R. M. King
and Robinson Modulate Bacterial Drug Resistance. Molecules 2011, 16, 4828-4835,
d0i:10.3390/molecules16064828.

Monte, D.F.M.; Tavares, A.G.; Albuquerque, A.R.; Sampaio, F.C.; Oliveira, T.C.R.M.; Franco, O.L.; Souza,
E.L.; Magnani, M. Tolerance response of multidrug-resistant Salmonella enterica strains to habituation to
Origanum vulgare L. essential oil. Front. Microbiol. 2014, 5, 1-6, d0i:10.3389/fmicb.2014.00721.

Almeida, R.S.; Freitas, P.R.; Aratjo, A.C.J.; Alencar Menezes, I.R.; Santos, E.L.; Tintino, S.R.; Moura, T.F,;
Filho, ].R.; Ferreira, V.A,; Silva, A.C.A.; et al. GC-MS Profile and Enhancement of Antibiotic Activity by the
Essential Oil of Ocotea odorifera and Safrole: Inhibition of Staphylococcus aureus Efflux Pumps. Antibiotics
2020, 9, 247, d0i:10.3390/antibiotics9050247.

Tintino, S.R.; Oliveira-Tintino, C.D.M.; Campina, F.F.; Silva, R.L.P.; Costa, M. do S.; Menezes, LR.A,;
Calixto-Junior, J.T.; Siqueira-Junior, J.P.; Coutinho, H.D.M.; Leal-Balbino, T.C.; et al. Evaluation of the
tannic acid inhibitory effect against the NorA efflux pump of Staphylococcus aureus. Microb. Pathog. 2016, 97,
9-13, doi:10.1016/j.micpath.2016.04.003.

Dos Santos, J.F.S.; Tintino, S.R.; de Freitas, T.S.; Campina, F.F.; Irwin, LR.; Siqueira-Junior, J.P.; Coutinho,
H.D.M.; Cunha, F.A.B. In vitro e in silico evaluation of the inhibition of Staphylococcus aureus efflux pumps
by caffeic and gallic acid. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 2018, 57, 22-28,
d0i:10.1016/j.cimid.2018.03.001.

Oliveira, M.M.; Santos, H.S.; Coutinho, H.D.M.; Bandeira, P.N.; da Silva, P.T.; Freitas, T.S.; Rocha, J.E.;
Xavier, J.C; Campina, F.F.; Barbosa, C.R.S.; et al. Spectroscopic characterization and efflux pump
modulation of a  thiophene  curcumin derivative. ]. Mol Struct. 2020, 1215,
doi:10.1016/j.molstruc.2020.128291.

Kaatz, G.W.; Seo, S.M. Effect of substrate exposure and other growth condition manipulations on norA
expression. J. Antimicrob. Chemother. 2004, 54, 364-369, doi:10.1093/jac/dkh341.

Coélho, M.L.; Ferreira, J.H.L.; de Siqueira Junior, J.P.; Kaatz, G.W.; Barreto, HM.; de Carvalho Melo
Cavalcante, A.A. Inhibition of the NorA multi-drug transporter by oxygenated monoterpenes. Microb.
Pathog. 2016, 99, 173-177, d0i:10.1016/j.micpath.2016.08.026.

52



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Banerjee, A.; Majumder, P.; Sanyal, S.; Singh, J.; Jana, K.; Das, C.; Dasgupta, D. The DNA intercalators
ethidium bromide and propidium iodide also bind to core histones. FEBS Open Bio 2014, 4, 251-259,
doi:10.1016/j.fob.2014.02.006.

Ultee, A.; Bennik, M.H.J.; Moezelaar, R. The phenolic hydroxyl group of carvacrol is essential for action
against the food-borne pathogen Bacillus cereus. Appl. Environ. Microbiol. 2002, 68, 1561-1568,
doi:10.1128/AEM.68.4.1561-1568.2002.

Shapira, R.; Mimran, E. Isolation and Characterization of Escherichia coli Mutants Exhibiting Altered
Response to Thymol. Microb. Drug Resist. 2007, 13, 157-165, doi:10.1089/mdr.2007.731.

Kachur, K,; Suntres, Z. The antibacterial properties of phenolic isomers, carvacrol and thymol. Crit. Rev.
Food Sci. Nutr. 2019, 0, 1-12, doi:10.1080/10408398.2019.1675585.

Guilhelmelli, F.; Vilela, N.; Albuquerque, P.; Derengowski, L. da S.; Silva-Pereira, I.; Kyaw, C.M. Antibiotic
development challenges: The various mechanisms of action of antimicrobial peptides and of bacterial
resistance. Front. Microbiol. 2013, 4, 1-12, d0i:10.3389/fmicb.2013.00353.

Johny, A.K,; Hoagland, T.; Venkitanarayanan, K. Effect of Subinhibitory Concentrations of Plant-Derived
Molecules in Increasing the Sensitivity of Multidrug-Resistant Salmonella enterica Serovar Typhimurium
DT104 to Antibiotics. Foodborne Pathog. Dis. 2010, 7, 1165-1170, doi:10.1089/fpd.2009.0527.

Schweizer, H.P. Understanding efflux in Gram-negative bacteria: Opportunities for drug discovery. Expert
Opin. Drug Discov. 2012, 7, 633-642.

Rao; S, P,; KM, D.; S, K; BB, N.; MF, V. Antimicrobial Compounds of Plant Origin as Efflux Pump
Inhibitors: New Avenues for Controlling Multidrug Resistant Pathogens. J. Antimicrob. Agents 2018, 04, 1-
6, doi:10.4172/2472-1212.1000159.

Aron, Z.; Opperman, T.J. The hydrophobic trap —the Achilles heel of RND efflux pumps. Res. Microbiol.
2018, 169, 393400, d0i:10.1016/j.resmic.2017.11.001.

Sharom, F.J. ABC multidrug transporters: Structure, function and role in chemoresistance.
Pharmacogenomics 2008, 9, 105-127, d0i:10.2217/14622416.9.1.105.

Schweizer, H.P. Understanding efflux in Gram-negative bacteria: Opportunities for drug discovery. Expert
Opin. Drug Discov. 2012, 7, 633-642, d0i:10.1517/17460441.2012.688949.

Opperman, T.J.; Nguyen, S.T. Recent advances toward a molecular mechanism of efflux pump inhibition.
Front. Microbiol. 2015, 6, 1-16, d0i:10.3389/fmicb.2015.00421.

Patil, R; Das, S; Stanley, A.; Yadav, L.; Sudhakar, A.; Varma, A K. Optimized Hydrophobic Interactions
and Hydrogen Bonding at the Target-Ligand Interface Leads the Pathways of Drug-Designing. PLoS ONE
2010, 5, 12029, doi:10.1371/journal.pone.0012029.

Ng, EY.W. Trucksis, M.; Hooper, D.C. Quinolone resistance mediated by norA: Physiologic
characterization and relationship to flqB, a quinolone resistance locus on the Staphylococcus aureus
chromosome. Antimicrob. Agents Chemother. 1994, 38, 1345-1355, doi:10.1128/AAC.38.6.1345.

Couto, L; Costa, S.S.; Viveiros, M.; Martins, M.; Amaral, L. Efflux-mediated response of Staphylococcus
aureus exposed to ethidium bromide. ]. Antimicrob. Chemother. 2008, 62, 504-513, d0i:10.1093/jac/dkn217.
Elshikh, M.; Ahmed, S.; Funston, S.; Dunlop, P.; McGaw, M.; Marchant, R.; Banat, .M. Resazurin-based 96-
well plate microdilution method for the determination of minimum inhibitory concentration of
biosurfactants. Biotechnol. Lett. 2016, 38, 1015-1019, d0i:10.1007/s10529-016-2079-2.

Andrews, ].M. Determination of minimum inhibitory concentrations. J. Antimicrob. Chemother. 2001, 48, 5—
16, doi:10.1093/jac/48.suppl_1.5.

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional

affiliations.

© 2020 by the authors. Submitted for possible open access publication under the terms
‘@ ® and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

53



4. CAPITULO I1I: CONSIDERACOES FINAIS

4.1 Conclusdes gerais

+ Os terpenos Carvacrol e Timol, apresentam atividade antibacteriana em cepas de
Staphylococcus aureus, portadoras da Bomba de Efluxo NorA,;

+ Carvacrol e Timol, sdo capazes de reduzir a CIM do antibiético de uso padrdo
Norfloxacino e do Brometo de etidio; atuando como potenciais inibidores da bomba
de efluxo NorA;

+ A inibicdo da bomba NorA pelos terpenos Carvacrol e Timol, possivelmente ocorre
através de interacGes competitivas com os substratos de NorA, pelos mesmos sitios

de ligacéo a essa proteina de efluxo.

4.2 Perspectivas de investigagOes futuras

E esperado a realizacio de ensaios de PCR em Tempo Real, com o objetivo de
verificar a capacidade de Carvacrol e Timol de inibirem a proteina de efluxo NorA através
da inibicéo da expressdo génica do gene norA. Também é esperado, a realiza¢do de ensaios
de dindmica molecular para investigar os mecanismos de acdo de Carvacrol e Timol,
utilizando a membrana bacteriana como modelo alvo da acdo indireta desses terpenos na
inibicdo da bomba de efluxo NorA. Assim como, a realizacdo de analises por microscopia
eletronica, com o objetivo de verificar danos na estrutura bacteriana principalmente na
membrana. Pretende-se também, avaliar a performance in vivo dos terpenos Carvacrol e
Timol em modelos de infeccdo como o Danio rerio, conhecido. Bem como, a realizacdo de
ensaios de toxicidade em embrifes deste modelo, devido a presenca de genes homdélogos aos
de humanos, compreendendo um excelente modelo experimental para a avaliagédo in vivo de
infeccBes causadas por bactérias e avaliacdo da toxicidade de possiveis candidatos a

inibidores de bombas de efluxo.

54



55

5. ANEXOS

5.1 Producéo cientifica ligada ao mestrado
[IJMS] ID do manuscrito: ijms-1015899 - Editor Assistente Designado Caixa de entrada x & 2

Coco Yu < coco.yu@mdpi.com > 11 de nov. de 2020 22:35 {‘{ -
W para Marcello, Coco, mim, Jackelyne, Thiago, Irwin, Raimundo, Joycy, Sarah, Thais, Zildene, Cicera, José, Henrigue, Saulo, Francisco, IJMS ~

Xp inglés v > portugués v  Traduzir mensagem Desativar para: inglés x
Caro Prof. Iriti,

Seu manuscrito foi atribuido a Coco Yu para processamento posterior, que
atuaré como um ponto de contato para quaisquer perguntas relacionadas ao seu artigo.

Jornal: International Journal of Molecular Sciences

ID do manuscrito: ijms-1015899

Titulo: Inibicdo da bomba de efluxo NorA de Staphylococcus aureus por Carvacrol
e Timol

Autores: Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa, Jackelyne Roberta Scherf,
Thiago Sampaio de Freitas, Irwin Rose Alencar de Menezes, Raimundo Luiz
Silva Pereira, Joycy Francamente Sampaio dos Santos, Sarah Silva Patricio de
Jesus. Thais Pereira Lopes, Zildene de Sousa Silveira, Cicera Datiane de
Morais Oliveira-Tintino , José Pinto Siqueira Janior , Henrique Douglas

Melo Coutinho , Saulo Relison Tintino , Marcello Iriti *, Francisco Assis

Bezerra da Cunha

Received: 11 November 2020
E-mails: cristinase75@gmail.com, jackelyne scherfi@yahoo,com br,
thiagocrato@hotmail com, invinalencar@yahoo.com br,

raimundoluizbio@gmail. com, joy<y.sampaio22@gmail.com,

sarahpatricio09@gmail. com, thaishonorato001@gmail com,
zildenesousa15@gmail com, datianemorais@hotmail com, saulorelison@gmail com,
hdmcoutinho@gmail.com , siqueira@dbm.ufpb.br , marcello.iriti@unimi it ,

cunha urca@gmail.com

Vocé encontra aqui:

hitps://susy.mdpi com/user/man uscripts / review info / ede9f4eld 90d50bd6b61afa3ef271510

Atenciosamente,
Sra. Coco Yu
E-Mail: coco.yu@mdpi.com

Envie para IJMS:

hites:/isusy,mdpi. com/user/man uscripts / upload? journal = ijms

MDPI Wuhan Escritorio No.6 Jingan Road, 5.5 Creative Industry Park, 25th Floor,
Hubei Province, China

MDPI IJMS Editorial Office

St. Alban-Anlage 66, 4052 Basel, Suica
E-Mail: jms@mdpi.com

hitp:/Awww mdpi. com/ipurnaliims



5.2 Producéo cientifica externa ao mestrado

56

Curriculo lattes: http://lattes.cnpg.br/4805782928575895

Artigos publicados

DOt 10.16085/rec.vi2 428

ORIGINAL
ESTUDO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO E
MODULADOR DOS EXTRATOS METANOLICO E
HEXANICO DAS ENTRECASCAS DE Luehea
paniculata Mart. & Zucc. (MALVACEAE)
STUDY OF THE ANTIBACTERIAL AND MODULATORY
POTENTIAL OF THE METHANOLIC AND HEXANE
EXTRACTS OF THE INNER BARKS OF Luehea
paniculata Mart. & Zucc. (MALVACEAE)
Isis Oliveirs Menezes®
Valéris Christing Romuuldo Culou?
Ruimundo Luiz Silve Pereirs’
Cristing Rodrigues dos Suntos Barbosat
Déboru Feitoss Muniz*
Saulo Reltson Tintinot
Henrique Douglas Melo Coutinho”
Jowo Tuvares Calixto Jiniort
Aracelio Viena Colares®

RESUMO

AmrﬁlMMQMMMMWMMMMWWIHM(WQNM&UWWMS
amumhmqaswpamwmnw hmmmmmowphnhmwmo
mmmm-m WM WWWQ/WW!MOMM

& Stividades eetos s -qugum
-mrugmmewuunmemmmuwmmwmmw
de Conoentragso Inibitor Minima € oduisgE0 0 % 4 € amicecing. OUSH quuummus
Entrecasces de L. paniculata isoledos oenC stvidsde g stivideoe nos testes de mod
mmamhmummmsw 08: 5. aureus mauneiooueP
/gin0sa com gentamicing. QUENtO 80 €X7sto hexs 30 COM § BMiCating MOSLIOU-58 SINETGISMO COM Cepes de 5. aureus

€ P. 3enginosa, & com & gentami contra P. aengi Disnte 005 resitsdos 0003, conciamos que o3
€xtrtos 50/s0sMent N30 CEMONSLTafaM sTAGS0ES sPLRBCtEranss g 0 mesmo né
-mmsmmeemmwmssmum»mm@opmmwmmwm
POrtant, etud0s futuros s p ormend m-mma-mumummm
celular & seus frac por [ sgentep de

Palvras-cheve: Agentes ANtioscterisn0s. Lughea pankuiata. Moduispso

Buropean Journal of Pharmaceutical Sciences 158 (2021) 106695

Contents lists available at ScienceDirect

European Journal of Pharmaceutical Sciences

ELSEVIER journal homepage: www.olsvier.comAocam/sips

Aminophenyl chalcones potentiating antibiotic activity and inhibiting AR
bacterial efflux pump

Marina Micaele Rodrigues Siqueira®, Paulo de Tarco Cavalcante Freire ™,

Beatriz Gongalves Cruz, Thiago Sampaio de Freitas , Paulo Nogueira Bandeira”,

Heleio Gilva dos Santoe ™", Carlos Emidio Sampaio Nogueira ™,

Alexandre Magno Rodrigues Teixeira **, Raimundo Luiz Silva Pereira”,

Jayze da Cunha Xavier", Fabia Rerreira Campina *, Cristina Rodrigues dos Santos Barboea ",
José Bezerra de Aratjo Neto *, Maria Milene Costa da Silva®, Jocé Pinto Siqueira-Jimior*,
Henrique Douglas Melo Coutinho ™"

* Dt of Blegponl Chmstry, Nepionad Unversky o Cari, Cra, (5, Brsd

* Scervce vl Ty e - Course of Clamsty, Stse Uity Vise do Acured, Solend, &, el

* Dgertant of Py, Nederl Uity of G, el G, Bl

 Depertmnt of Mipaics, Reyhonal Uninenity of Canir, et do Norts, (5, Brusd
* Departrut of Molacaker By, Ml University of v, Jowo Peso, 1%, Bz

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywond: Chalcones and their derivatives are substances of geeat [nterest for medicinal chemistry due to their antibacterial

Astinderobisd activiey nctlvities. As the bactesial resistance 1o elinically available antiblotics has become @ workdwide public bealth

Aok peaiciteg vy peoblem, it b essential o seach for compound cspable of severting the bactertal esistance. Ad a possibility, the

m‘:’" chalcone class could be an wmmmummmnu(mlumwum
nylbprop2en-l-one (APCHAL), aod (28}14 34

m)mmsmwmuwmmwmmw‘um“cm
magnetic reoance (NMR), Fourler-transform infrared (FT-IR), and mass spectrometry (MS), In additicn,
mkcroblologheal tests were performed to lnvestigate the antibacterial activity, modwlatory potential, and efflux
pusmp thibition against Staphylococas awrews (S. awews) multi resistant rains, Regandiog the S, @wres Gram-
positive model, the APCHAL presesited synergiam with gentanieln and antagonism with penicllin. APCHAL
reduced the Minisus inhiditoey concentration (MIC) of geatamicin by almost 70%, When comparing the effects
of the antiblotic modifylog activity of ACLOPHENYL and APCHAL, a loss of synergism s noted with gentamicin
due to the addition of a chlodne to the substance structuse. For Escherichia coll (£ colf) & total lack of effest,
synergistic e antigonitic, was observed between ACLOPHENYL and the antibloties. In the evaluation of lahi-
bition of the efflux pump, bech chakones presented @ symergistic effect with sorfloxacin and ciprotioxacia
against S, auwrew, although the efect i ruch les peoaounced with ACLOPHENYL. The effet of APCHAL &
particulary notable againgt the K2068 (Meph overexpresser) straln, with symergistic effects with both elpeo-
nmnaam«mmammmmmammanmpmammmm:m
region of {11998 (NeeA and that this reg)
of norfloxacia, The APCHAL b
caused by multidnug-resistant S, aures.

treatment of infertious diseases



http://lattes.cnpq.br/4805782928575895

v ¢ “i - i : e
\ European Journal of Pharmaceutical Sciences -

Available online 10 Fabruary 2021, 105753 -
In Pres, Journal Pre-proof () \\

sl

ELSEVIER

Chemical synthesis, molecular docking and
MepA efftux pump inhibitory effect by 1,8-
naphthyridines sulfonamides

Cleera Datiane de Morais OliveiraTintino %, Saulo Relison Tintino 2, Débora Feitosa Muniz ., Cristina
Rodrigues dos Santos Barbosa . Raimundo Luiz itva Pereira,léda Maria Begini, Ricardo Andrade
Rebelo, Luiz Everson da Silva *, Sandro Lucio Mireski® Michele Caroline Nasato®, Maria sabel Lacowicz
Keautler, Pedro Sivino Pereira, Tereza Cristina Laal albino®,José Galberto Marting da Costa, Fabiola
Farnandas Galvio Rodrigues © Alexandre Magno Rodriguss Teixeira 7 Humberto Medeiros Barreto ®, Invin

Rose Alencar de Menezes? , Terasinha Gongalves da Siva*

Show more v

+ Addto Mendeley of Share %9 Cite

https://doi.org/10.1016/j4jps.2021.105753 (Get rights and content

G D on 321,110 1

R

Modulation of Drug Resistance by Limonene: Inhibition of Efflux Pumps in Sta-
Phylococcns anrens Strains RN-4220 and IS-58

Ana Carolna ustino de Aratjo, Prsella Ramos Freita', Crisina Rodrigues dos Santos Barbosa’, Débora
Fetoss Mz, e Ribei-Filh', Sl Relson Titin',José Pt Siquer o, Jogé ari B
bosa Fillo, Gabriela Ribeio de Souse'and Henrque Douglas Melo Coutnho”

Diprtmntof 8logial Chisy, Regonl Unhrsty of Car, URCA, Cvat, CE B ‘Gonglo Mo s, Owaldo
O Foton, G34FIOCRUZB4, Sovodon, B4, Brc, Foderal Uy of Parai - UFPB oo P, P, Brec

Abstract: 4ims: This study amed o investigat the potential of lmonene as n effus puanp (EP) inbubitor i
Staphylococeus s s, RN-4220 nd 1558, whicheay P o erytromyein (oe) ad etryline
(Tl respctely

Background: The evoluton of baceralresisance mechandtons over tme hs paised the action of ot clase
& of anibiotic. Staphylococeus mweus is a otabl bacteriam, with high patbogensc poential and demanstt-
o resistance o conventional antibiotcs. Consdeng the mmportunce of discovering novel compounds to come
bat antibiotc restance, our group previously demonstraed the antibaceral propertesof Liauonene, 1 come
pound present i the essenia s of seveal plant species.

e Objective: This sty aumed to mvestigae the poenta o monene 8 an effux prasp (EP) nkibito in Staphy-
Tt gl 1400 Hococcus ures s RN-4220 and 15,58, which camy EPsfo erybromyein (Moed) ad etcycloe (TetK),
T o 9,00 Tepectely

M Method: The minamea nkibitory concentrations (MIC) ofkanomene andothe e pup bibtors were
sy temmined through the broth microdition mehod A reduction inthe MIC of ethdium beomude was wed 152
puasaeer of EP inkibiton.

ARTICLE HISTORY

57



Wcrobid Patbogeness |45 0000) 1623

Coctents iy vaadle at SSenceliea

Microbial Pathogenesis

W alseviot

Characterization and antibacterial activity of the essential oil obtained from |
the leaves of Baccharts coridifolia DC against multiresistant strains =

Priclls Ramos Frls', Ana Caroin ot de Arso’,

(risin Rodrigues dos Sents Barbose”, Debora Feitoss Mz’ Jansina Ecmeredo Roch’,
José Beerra de Aradjo Neto, Mara Miene Costa s Sila’, Remundo Lu Sk P’
LuizEverson da ilva’, Wandelel do Anaral’, icro Deschamps’, Sl Relsn Tinting',
Jaime Ribeiro-Fibo', Henriqu Douglas Melo Coutinho™
:m4muwwunwm4mu

58

Microbial Pathogenesis 147 (2020) 104268

Contents lists avallable at SclenceDirect

Microbial Pathogenesis

FLSEVIER sl bomege: skl

Do 1,8-naphthyridine sulfonamides possess an inhibitory action against Tet @
(K) and MsrA efflux pumps in multiresistant Staphylococcus aureus strains?

(icera Datiane de Morais Oliveira-Tintino™, Saulo Relison Tintino’, Débora Feitosa Muniz”,
(Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa”, Raimundo Luiz Silva Pereira’, léda Maria Begnini,
Ricardo Andrade Rebelo, Luiz Everson da Silva®, Sandro Lucio Mireski",

Michele Caroline Nasato’, Maria Isabel Lacowicz Krautler, Pedro Sllvmo Pereira’,
Alexandre Magno Rodrigues Teuelra Twin Rose Alencar de Menezes'

ML pnd | 'l e
b
Krorivuee & o N Henrique Douglas Melo Coutinho’, Teresinha Gongalves da Silva®
* Loy of Parmataolgee ey of R e Proacs, Dt of Aok, Rerl Uty of e, U, Rl B, Brxd
Lk o Moy o Mk B Deparmet o Bl Cheniary, Rl Unety of G, URCH, e, C, Brad
Diurment o Clentry, Regond Unbersty o Bhanens, FURR, Roegave o, 890003, Bhamana 56 Brosd
AsTICLE IO AVSTRACY 1o g b Susl Tl D, G S, sty o o, 1, B
. Deparment of Bloyial Chamiary, Regbnal Unhersiy of Garir, URCA. O, CE, real
Iperk st b i sy sl vid s phumasiogal et T etz e akoaayof hamasigy e M Chniny, Dt of Begd o e Uty  Co URC, s, B
:L:h sy el by ot of e oy A, ch o et ol P sl e o
Daba ongens At Yhewlae, e peest sty e o vt he mthocirl md i wtry
gz s I:Mw:i-:‘u.ln-ummnmmmﬂnnw ARTICLE INFO ABSTRACT
eyt amied ot by omayopty cuped 1o Mok gy (G161 ol ol e Miiown — - ———
kb oo 00 et e o el el o e Eopords dasof etemoe Thisstudy
N W Abcerid ajet mwdmmhl:dluntxtmdmwldnlnnhhmnofdﬁummmmahmsnl
umw;m;_&mmui-dﬂwumdm Mo e 1 §-maphthyridine sulionamides against strais carrying Tet(K) and MrA efflux pumps. The efiux pump in-
g (512 ) d e s (12 /o) el ol vt bt z“x:m hitiory iy v evaliated by asyzing sneristc fecs between | § phifyrdine sulfommides
. o, e conboton of abskbe dows d e o i vt b ool stndand atiictcs, s well asehidie branide The fllowing 1 $asphhyridines were usd: 4yl NGS-
g, it poestiein of O ssthncrd e, s o, e st ol o et Jher chloro-] Saaphthyridin 2-yl) bemenesulionamide (Naph 1); 25 Dichloro-N{(5-chloro1 8 maphthyridin 2,1)-
i g o bl g 2 2. ro¥ o Supyil e igh 7
ookl e b e fyh npled bl rmbtace N-(Schlaro |, 8 mphthyridin 2y1) b i (Nagh 9). The 1

sulbnamile derivatives passesed a pnleml Tﬂ(K) and MstA efflux pump inhibitory action.



L e 264 (2031) 110675

e Corrts it el el By A ' ' '

& = S0 Microbial Pathogenesis
b e 5 Volume 145, December 200 04528
FISEVIER oo Mol A oo ELSEVIER

Etfect of estragole over the RN4220 Staphylococcus aureus strain an its & " . . 7
oy g e Eftect of terpinolene against the resistant

e b e ks o o
T e D e Staphylocoocus aureus strain, carrier of the efflux
Joce Pinto iqueira Yodor,laydorio Alves Donato", Henique Douglas Melo Coutinho ',

05 pump QacC and f-lactamase gene, and its

o, Mo o, ol
o Cowt - LA O o, el
oy 280 hebed ikl [N

ST toxicity in the Drosophila melanogaster model

ARTICLEINTO ARSTRACT

Toerk [T T —————— s Jackelyne Roberta Scherf '8, Cristin RodnguessasbosadosSantos'~‘,ThbagoSampmodeFreilasb"
Sua midans b el i, Chve 14 robln, s e ovetiptig e aberstives o bt bt o ' S el )

—— v ‘ v e B, Janaina Esmeraldo Rocha * * B, Nair Silva Macédo ™ ° B Jessyca Nayara Mascarenhas Lima '8,

o ) “

it e L S0 28 s ey M S e g S Tl Henrique Douglas Melo Coutinho , Francisco Assis Bezerra da Cunha* A B

ndlition imhod was wed o e Misiman iy Conomtrtion (1) ot Bt wit

10 bl e, A o Rl ity vl ever . evor, the et Doy dd

e uuv dagieemiconie —— Show more v/
-aummmy'nummm'nm'umnmnw‘m
¥ L e g e

oty s e S A https:/[doi.org/10.1016 micpath,2020,104528 (Get rights and content

Nenm wa with ¥ M, titiatg the

hlt‘l‘n




iy

Article

Essential Oil of Croton ceanothifolius Baill.
Potentiates the Effect of Antibiotics against
Multiresistant Bacteria

AnaC.J.de Aradjo,Priscill . Freitas !, Cistina Rodrigues dos Santos Barbosa,

Débora F. Muniz,Janaina Esmeraldo Rocha', José B, de Arxijo Neto', Maria M. C. da Silva',
Talysson F. Moura !, Raimundo L. S, Preira, Jaime Ribeiro-Filho®, Luiz . da Sila’,
Wanderli do Amaral, Ccero Deschamps, Saulo R, Tintino', Marcell Iii ¢ Sara Vialini ¢
and Henrique D, Melo Coutinho

! Department of Biological Chemistry, Regional University of Cariri, Crato 63105-000, Brazil;
aroljustinofoutiook com (A.C).dA.); priscilla.r freitaséthotmail.com (P.RF.);
istinase?5égmail.com (C.R d S.B.); deehmunizZ8gmail.com (DF M.
i Ido#gmail.com (| E.R );jose.bezerra4566gmail.com (| B.d AN
f milena silva2000égmailcom (MM.CS;talyssonsilvatyahoo.combr (TEM.;
imundoluizbioégmailcom (RLSP.); saulorel ilom (SRT);
hdmeoutinhofigmail.com (HDM.C)
* Gongalo Moniz Institute, Fundagio Oswaldo Cruz (IGM-FIOCRUZ/BA), Salvador 40296-710, Brazil;
ilhofigmail com
3 Setor Litoral, Federal University of Parana, Curitiba 80060000, Brazil; luiz_eversonfiyahoo.de (LEd.S);
wdoamaralhotmail.com (W.d A ceerodufpebr (CD.)
* Department of Agricultural and Environmental Sciences, Milan State University, via G. Celoria 2,
20133 Milan, Italy; marcelloritifunimi it
* Correspondence: sara.vitalinifunimi.t

Recuived: 6 December 2019; Accupted: 10 January 2020; Published: 14 January 2020

Lo

lmolecules o

Artide

Evaluation of the Antibacterial Activity and Efflux
Pump Reversal of Thymol and Carvacrol against
Staphylococcus aurens and Their Toxicity in
Drosophila melanogaster

Zildene de Sousa Silveira "4, Nair Slva Mackdo *30), Joyey Francely Sampaio dos Santos !0,
Thiago Sampaio de Freitas 0, Cristina Rodrigues dos Santos Barbasa *0,

Dircio Luiz de Sousa Junior 'O, Débora Feitosa Muniz *7, Ligia Claudia Castro de Oliveira 'O,
José Pinto Siqueira unior *7, Francisco Assis Bezerrada Cunha 'O,

Henrique Douglas Melo Coutinho »*, Valdic Queiroz Balbino * and Natilia Martng 5400

Laboratory of Semi Arid Bloprospecting (LABSEMA), Reglonal University of Carirk URCA,

Crato 63105000, CF, Brazil ZiMdenesousal Sigmailcom (7.d S5 s aiirmacedofigmail com (NSM);
Joycysampaio228gmailcom (LFSA S darciolsirdigmail com (D.L.4S )
IigiclaudiaByabon combr (1.CC.0.) cunha urcafigmail com (FABAC)

Geaduate Program in Bological Scences-PROCE, Federal Univensty of Pemambuco UFPE,

Recie 50670901, PE, Beail, v com

Laboratory of Microbiology and Molecular Blokogy (LMBM), Regional Univessty of Carisk- URCA,
Crato &3105.000, CE, Beazil thiagocratofhotmailcom (IS4 cristinase7S@gmailoom (CRAS B
dochmuntz7S8gmail com (D.FM)

Laboratory of Microonganism Genetics (LGM) Federal Univensity of Paraiba-UFPR,

Jobo Pessoa 38051900, PB, Brazil siqueirafidbm.ufpb be

Faculty of Medicine, University of Porto, Alameda Prof, Hemini Monteire, 4200:319 Porto, Portugal
& Tnstitue for Research and Insovation n Heakth (), Univensity of Porto, 4200-135 Porto, Portugal

+ Comespondence: hdmeutinhogmail om (HDMC ) emartinsmed uppt (NM)

Academic Fdioes Severina Pciio and Smona Pecolel v
Received: 9 Apeil 2000 Accepted: 27 Apei 202; Publishod: 30Apetl 2020 ’



lochustrial Crope & Produce 85 {2000) 112106

Conteats lists available at Scicocelirect

Industrial Crops & Products

ELSEVIER www alsevier

Food mnd Chemical Torkokogy 136 (2020) 111023

Contents s salble at el ’a
Food and Chemical Toxicology
FI SFVIFR foumal hamepage: i sl -

GC:MS-FID and potentiation of the antibiotic activity of the essential oil of | )]
Baccharis reticulata (ruiz & pav.) pers. and a-pinene lﬂ.‘
Prisclla Ramas Freitas’, Ana Carolina Justno de Aradfo’,

Crisina Rodrigues dos Santos Barbosa', Débora Feitosa Muniz’,

Ana Cristina Albuquerque da Silva’, Janaina Esmeraldo Rocha',

Cicera Datiane de Morais Oliveira-Tintino', Jaime Ribeiro-Filho', Luiz Everson da Silva',

Camila Confortin', Wanderlei do Amaral', Ciero Deschamps', José Maria Barbosa Filho',

Natanael Teles Ramos de Lima’, Saulo Relison Tintino', Henrique Douglas Melo Coutinho™
Do of Melogd Oy, Raponsl Oty of Cam - CRCA O sl

e o b Fk vty ek - L e o
ey el
X Tl of Pl « UK, Mo, Il
* Depern f hon Tk, el vty o Pord - U, (o, sl
"ot Craasion G of Aoy, ol Oty of Novnd  LOTR, Coree, sk
* Dot of .o Uty of Ao 7R, s P, 18, s

ARTICLEINFO ABSTRACT

The gran Bcchers (A of compounds wid sthuctertl, sl ind
Rocchrs ke -&mmdhmu«wmh—miﬁ
o ety

Nz s o it &
b

v ) Pers d the compoond 0 quseor aguast Aeudommes amgennd and other maliresitiet bacteria An
acted wi preseace of dilapiol

andy by
(m\Lup-mJ\)u;p-nm--p-.—uutmu-«du

[rv———y actiiy agalnt 5. e cly.

However, e oll potessiated the seefloracis and prstasmicis agaist all syains evaduated. Ao, o pinese i

creased the activity of morflonac against £ oo, s well s pusenciated the activity of norflouacia and geets

micln againt § s, Theredore, the swthory conchade that the essentll o of R rescudons, a0 well s the
compound o pinene, have ssbactertal and snsbingc moduluting actvities that male them welul in the de-

GCMS-FID characterization and antibacterial activity of the Mikania Q
cordifolia essential oil and limonene against MDR strains

Ana Carolina Justino de Aradjo’, Priscilla Ramos Freitas”,

Cristina Rodrigues dos Sentos Barbosa’, Débora Feitosa Muniz”, Janaina Esmeraldo Rocha’,
Ana Cristina Abuquerque da Silva", Cicera Datiane de Morais Oliveira-Tintino',

Jeime Ribeiro-Fiho’, Luiz Everson da Silva’, Camils Confortin', Wanderli do Amaral’,
Clcero Deschamps', José Maria Barbosa-Filho?, Natanael Teles Ramos de Lime’,

Saulo Relison Tintino’, Henrique Douglas Melo Coutinho™*

" Degormntof Rologeal (e Regona Uiy of G, UBCA, Crarn CF, el

® ieparment of Avcs, Fderal Uty of Permams, UV, R P drsd

" Gongs Morer Sdede, W, st

! fssunte o o, P, M 1, et

* D of Ohpuca Todwolgy, e (mvery of v, UFPR, Cursbe I, sl

* ot Gk Gt of Ay Redrd Unry of hron, U, G, IR, sl

| Depermns of My, e Unsersy of Ml VR Jod s, P, st

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywrds: hlm dy evalusted the effect of ty I od of Mik i dil atitvent
M cndplle ntitncterlal drugs agels (MDR). To evaduste
Limsese wmml\«yh---wmunmdtdmlnnwn
M witne Echecta cod sod Sspb vere determived. The it modlatng
o) actity was wesed wing shishibay concentratons (MIC/S) of thee subgascs s cmbinaion with

coaventiond mtibactesal drugs, Abheugh 1o televant sntibactria) activity of the nstural products was de
tected, both subitances modudted the action of astblotics spinst sesstant bucterts, mmna:-w

the bet modulaing effect apainut P. gl syeritic ety wh el with

and sorflumcin, n sddithon, the oll seduced the MIC of narflonacis agaiest £ call s well 24 reduced the MC of
--ommmu st S, s, Ths,

wigoificant anthacteriol effect, but modulate the action of mtiblots agakest MOR Inctera

61



Aaales de Biologa 42: 8504, 2020 ARTICLE
bt dok org/ 10,601 amslesbio 42.10

Phytochemical analysis, antibacterial activity and antibiotic
modifying action of Jatropha mollissima (Pohl) Bail.
(Euphorbiaceae)
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Resumen
Correspondence Andlisis fitoquimica, actvidad antbacteriana y accion moduladora
N.B. Cavalcante de antibidticos de Jatropha molissima (Pohl) Baill. (Euphorbia-
E-mail lys cavalcante@hotmail.com  ceoe)
Received: 2 January 2020

La aparicion de cepas bacterianas resistentes y los efectos secun-
Accepted: 23 ey 2020 daros de sus fimacos disponibles han hecho investgar nuevos
Publshed ondioe 1502020 compuastos antibaceranos bloactvos, Jatropha molssima es una
planta endémica del bioma Caatinga, Brasi, Existen informes en la
literatura de que esta especie tiene accion antioxidante, antbacte-
fiana y antiprolferativa. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el potencial antbacteriano y modulador de J. molissima
contra cepas bacterianas multiesistentes. EJ perfl ftoquimico se
mmwmmfndywmmmmhde
masas. J. molissima mostrd actividad antbacteriana moderada y
moduld la actividad del antbiotico Norfloxacino, promoviendo una
relacion antagonista. Este fue el primer estudio de este tipo reali-
2ado con J. mollissima.

Palabras clave: Jalropha molissima; Euphorblacese; Actvidad
Antibacteriana; Terpenos.
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Inhibition of Efflux Pumps by Monoterpene (u-Pinene) and Impact on Staphylococcus
aureus Resistance to Tetracycline and Erythromycin

Pricilla R. Freitas', Ana Camlma J. de Araio’, Cristina R. Burbosa', Déhom F. Muniz', Saulo R.
Tintino, Jaime Ribeio-Filho', José P. Siqueira Jinior', José Maria Barbosa Filho', Gabriela R. de Sousa*
and Henrique D. M, Coutinho'*

'Department of Biological Chemisiry, URCA, Crato, Brazil; “Department of Molecular Biology, UFPB, Jodo Pessoa, Brazil;
*Postgraduate Progmam in Natural and Synthetic Bioactive Compounds, Federal Universiy of Paraibo, Jodo Pessoa, Bracil;
*Department of Pharmacy, UFPB, Jodo Pessoa, Brazil

Abstract: Introduction: Infectious discases have been responsible for an mcreasing number of deaths workiwide.
Suphylooceis aurus s boen ecognived s ne ofhe ot noable cousative agents of svere nfctons, whike
efflux pump (EP o b

Objective; This study aimed 1o investigate the potential of a-pinene 25 an efflux pump inhibitor in species of S
aureus camying the TetK and MrsA proteins.

) Th hibitory (MIC)of o pincne efflux pomp

using serial diion of exch d sove 1024 g, Sol I
mednrn and bactenal mnlmu ‘were prepared in test tubes and subsequently mrm:d to 96well microdibution
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:'"-* “’:"'“’;;, nmu,h amalyss of the mndl[nmn in their MICs in the presence of 3 mbnhlbmry concentration of a-pincne

e (MIC’S). Wells containing only culture medium and bacterial inoculums were used as negative control. Carbonyl
9 OOP) s exd N

ot
TN

Results: The MIC of ethidi S RNA220 mnd 18:5¢ y with

pinene. 1558 il Qulating th
antbscteal efc ofeythomycin against RN-422), sggestinga selcive ki fect o he Tel EP by
pinee.

Conluion n conclusion, o pncne has promsing fecs aganst S aureus smins, which souldbe el in the
combut o bl s st ih EPexpresin Neves, b e i reqied oy

haracterize s

Keywords: a-pinene, monoterpene, Staphylocaceus aureus, TetK protein, MrsA protein, efflux pump inhibitors

LINTRODUCTION ‘main mechanisms of resistance t antibiotics in §. aureus. Efflux

Infectious diseases have been responsible for an increasing  PUMS are vamsmembrane poteins present in severa el typesthat
umber of desths workiwide The rse in morality e for bace- tVely ransport drugs, solvents, and toxic substances 10 the exe
tial disesses has been direcly correlated with the emergence of qmelluhv medium, ln}lhc context of ambm therapy, EP activa-
mukidrug-resistant (MDR) strang, which impair the phamacologic 100 sesults in reduced intracellular concentrations that consequently

imnair tha thoeanoutic aetion af sntihintiee T 71 Studioe havie
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Tocolytic activity of the Lippia alba essential oil and its major constituents, @
citral and limonene, on the isolated uterus of rats

Luis Pereira-de-Morais® , Andressa de Alencar Silva', Renata Evaristo Rodrigues da Silva’,
Roger Henrique Sousa da Costa®, Alefe Brito Monteiro", Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa’,
Thafs de Souza Amorim, Inwin Rose Alencar de Menezes, Marta Regina Kemtopf",

Rosel Barbosa”
% o, Ao Unhersty of o, Pivenss Cams, 63105010, (v, CF Brxd
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords The species Ligpia alba (ML) N. E Brown bekngs © the Verbenaceae family. It s abundant and grows span-

Lpla e taneowly tiroughout the Brazilian territary. Popubarly known as *ervacidrei”, it is widely used because of it

Oml secative, camnimtive and analgesic properties. The objective of hisstudy was to investigate the mechaniam of

Uincoene adim of the L. aba essential ol (EOLa) and its major consttuents ditral and limanene, on solyied rt e

pried mule.To evaluate e EOL, il and I i i for BOla ad il
(11600 g/ manene (1-1200g/ml) Sons of ot uterine stips under

g but 4 % 3 ¢
13 temsion. B0, ditral and ki &

dep

60mMKCL, 102 LU/mL oy, serotnin (1030, o ACh (10, The resuts demcnstoe that e EOLa,
citral and limonene cawe relaxation of the werine smooth muscle. These results suggest that the relawtion
induced by FOLa, ciral and Emonene is wed by inibiton of Liype VOOG, nibiing the 2™ cument
through these chamels, akthaugh other mechankens of acticn are kel to contrbuting to relaunt actviy.
There was n0 imvolvement of K* channels (BKea, Ky Ky) or cydoonygensse an the relauation promated by
FOLa. Then studies of the tocolytic effects of EOLa, citral and lmenene may yiekl new insights into their
therapeutic we.
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