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RESUMO

IN VITRO E IN SILICO: INIBICAO DE BOMBAS DE EFLUXO DE Staphylococcus
aureus POR COMPOSTOS FENOLICOS

RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos tem tornado o tratamento de infeccdes mais dificil,
contribuindo para o aumento das doses de medicamento, tratamentos adicionais e tem
prologado a permanéncia em hospitais. Essa resisténcia esta associada a diversos mecanismos,
dentre eles proteinas que promovem o efluxo ativo, extrudindo os antibiéticos da célula
bacteriana impedindo que cheguem a concentracdo necessaria para a realizacdo do efeito. Na
busca da resolucdo deste problema, diversas substancias estdo sendo investigadas por seu
potencial inibidor de bombas de efluxo, dentre elas os compostos fendlicos. O objetivo do
presente estudo consiste em avaliar a atividade da quercetina e do pirogalol como possiveis
inibidores de bombas de efluxo de cepas de Staphylococcus aureus, e verificar a interacao
desses compostos por metodologias in silico como a docagem molecular e dindmica molecular.
Os testes para a obtencdo da Concentracdo Inibitoria Minima - CIM da quercetina e do pirogalol
e para a andlise da inibicdo de bomba de efluxo por modificacdo da CIM dos antibidticos e
brometo de etidio, foram feitos pela metodologia de microdiluicdo em caldo. Também foram
realizados ensaios computacionais pelas metodologias de Docagem Molecular e Dinamica
Molecular, com intuito de identificar os mecanismos de interacdo das substancias testadas. Nos
dados obtidos pela quercetina, houve atividade antibacteriana direta apenas com a cepa 1S-58
com o valor de CIM 512 pg/mL, e a inibigdo da bomba de efluxo foi observada nas cepas IS-
58 portadora da bomba Tet(K) e SA-1199B portadora da bomba NorA. A interacdo da
quercetina com a proteina NorA, ocorreu através da ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da
cadeia lateral SER138. Ja os resultados obtidos com o pirogalol, mostram sua atividade direta
contra a cepa 1S-58 (bomba Tet(K)) com o valor de CIM 512 pg/mL, e seu sinergismo pela
reducdo da CIM do antibidtico tetraciclina (128 pug/mL para 45,25 pug/mL). Nao houve reducao
da CIM do brometo de etidio, indicando que o mecanismo de resisténcia ndo foi inibido. A
simulacdo de Dinamica molecular demostrou que o pirogalol interage apenas com a superficie
da membrana. Novos estudos poderiam ser realizados para verificar se a quercetina e o pirogalol
podem atuar na inibigc&o de outros tipos de bombas de efluxo.

Palavras-Chave: Gram-positiva. Pirogalol. Quercetina. Reversao de resisténcia.

Agradecimentos: FUNCAP, URCA.




ABSTRACT

IN VITRO AND IN SYLIC: INHIBITION OF Staphylococcus aureus EFLUX PUMPS
BY PHENOLIC COMPOUNDS

ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics has made the treatment of infections more difficult,
contributing to increased drug doses, additional treatments and prolonged hospital stays. This
resistance is associated with several mechanisms, including proteins that promote active efflux,
extruding antibiotics from the bacterial cell, preventing them from reaching the concentration
necessary to achieve the effect. In the search to solve this problem, several substances are being
investigated for their potential inhibitor of efflux pumps, among them phenolic compounds.
The objective of the present study is to evaluate the activity of quercetin and pyrogallol as
possible inhibitors of efflux pumps of Staphylococcus aureus strains, and to verify the
interaction of these compounds by in silico methodologies such as molecular docking and
molecular dynamics. The tests to obtain the Minimum Inhibitory Concentration - MIC of
quercetin and pyrogallol and for the analysis of the efflux pump inhibition by modifying the
MIC of antibiotics and ethidium bromide, were performed using the broth microdilution
methodology. Computational tests were also carried out using the Molecular Docking and
Molecular Dynamics methodologies, in order to identify the interaction mechanisms of the
substances tested. In the data obtained by quercetin, there was direct antibacterial activity only
with the IS-58 strain with a MIC value of 512 pg/mL, and the inhibition of the efflux pump was
observed in the 1S-58 strains carrying the Tet(K) and SA pump. -1199B carrying the NorA
bomb. The interaction of quercetin with the NorA protein occurred through the hydrogen bond
between the oxygen of the SER138 side chain. The results obtained with pyrogallol show its
direct activity against the 1S-58 strain (Tet(K) pump) with a MIC value of 512 pg/mL, and its
synergism by reducing the MIC of the antibiotic tetracycline (128 pug/mL to 45.25 pg/mL).
There was no reduction in the MIC of ethidium bromide, indicating that the resistance
mechanism was not inhibited. Molecular dynamics simulation showed that pyrogallol interacts
only with the membrane surface. Further studies could be carried out to verify whether quercetin
and pyrogallol can act to inhibit other types of efflux pumps.

Keywords: Gram-positive. Pyrogallol. Quercetin. Reversal of resistance.

Acknowledgements: FUNCAP, URCA.




IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

A resisténcia bacteriana é causada pelo uso indiscriminado de antibioticos, seja com aditivo no
ramo agropecuario, e como também no tratamento de enfermidades provocadas por bactérias.
Na pandemia por Covid-19 o antibidtico azitromicina foi frequéntemente prescrito por
profissionais da satde. Sabemos que o uso de forma abusiva dos antibioticos contribui para a
selecdo e disseminagdo de estirpes resistentes. Bactérias como Staphylococcus aureus podem
causar doencas que vao desde dermatites, até endocardite e choque séptico. Essa bactéria
também tem sido associada a infeccOes resistentes. A resisténcia bacteriana tem dificultado o
tratamento de infecgdes, contribuindo com a superlotacdo de hospitais e com aumento da
mortalidade. Essa resisténcia esta ligada a varios mecanismos, dentre eles, as bombas de efluxo,
que realizam a extrusdo de substancias como os antibiéticos para fora da célula bacteriana,
interferindo na quantidade necessaria desses medicamentos, afetando sua eficacia. Esse estudo
buscou investigar a acdo de duas substancias, a quercetina e o pirogalol, comumente
encontradas em cereais, frutas, chas e outros, e que podem contribuir com o aumento do efeito
de farmacos antibacterianos ja utilizados, bloqueando a acdo do mecanismo bacteriano ja
mencionado. Dessa forma, essa tese pode contribuir na descoberta de mecanismos de acéo e
substancias capazes que atuar na reversao da resisténcia bacteriana, que poderdo ser base para
formulacdo de novos medicamentos e inovacdo de tratamentos para infeccdes bacterianas

persistentes.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

Dentre os mecanismos bacterianos associados ao problema da resisténcia aos
antibioticos, as bombas de efluxo sdo um dos principais responsaveis por dificultar o uso de
drogas antibioticas no tratamento de diversas infeccdes bacterianas. O aumento do numero de
patdgenos multirresistentes, tem despertado a necessidade por novas fontes de tratamento,
principalmente a busca por novos inibidores de bombas de efluxo (KABRA et al., 2019). Nessa
perspectiva, substancias derivadas de plantas como extratos, 6leos essenciais € compostos
isolados tém sido investigados quanto as suas propriedades antibacterianas, principalmente

relacionadas com a reversao da resisténcia bacteriana.

Diversas metodologias podem ser empregadas no intuito de verificar a atividade de
compostos naturais e sintéticos, dentre elas a metodologia de microdiluicdo em caldo utilizada
na verificacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) proposto por Javadpour et al. (1996)
e pelo CLSI (2015), que permite a verificacdo da acdo direta da substancia avaliada. Para
auxiliar na busca por novos inibidores de bomba de efluxo, a metodologia de Coutinho e
colaboradores (2008), utiliza a concentracdo subinibitéria (CIM/8), com o objetivo de
identificar se a associacdo das substancias testadas, auxiliou na potencializa¢do do antibiotico.
O brometo de etidio é usado para evidenciar a inibicdo das bombas de efluxo. E para a
confirmacéo da presenca do mecanismo estudado, inibidores padrdes como a clorpromazina e

0 Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona - CCCP sao utilizados.

Para facilitar a compreens@o dos mecanismos de acao que ocasionaram um determinado
efeito de uma substéncia, seja ela um composto natural ou sintético, as simulacdes
computacionais como a Docagem Molecular e a Dindmica Molecular, sdo metodologias
capazes de verificar as interacGes a nivel molecular, atraves de calculos de energia de ligagéo,
acoplamento, dentre outros (LIU et al., 2018; HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Nesse
estudo, os calculos da docagem foram realizados utilizado o DockingServer e as simulacdes de
Dinamica Molecular foram feitas com o software GROMACS 2019.4. Isto nos permite entender
como o composto estudado, como um candidato a inibidor, conseguiu reverter a resisténcia
bacteriana por inibicdo de bomba de efluxo (SCHWEIZER, 2012).

No intuito de facilitar a compreensao dos leitores, essa tese foi organizada em capitulos.

O capitulo I corresponde a fundamentacdo teorica, onde esta contido informagdes buscadas na
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literatura sobre o tema abordado. O capitulo Il trata do primeiro artigo publicado, que mostra a
acdo da quercetina sobre bombas de efluxo de Staphylococcus aureus, com também a interagéo
desse composto com a proteina de efluxo NorA. O capitulo Il nos tras o segundo artigo
publicado, que demostra a acdo do pirogalol sobre a cepa de S. aureus portadora da bomba de
efluxo Tet(K) e sua interacdo in silico com a membrana bacteriana. A sec¢do de consideracdes
finais esta composta pelos aspectos da producdo cientifica, conclusdes gerais e perspectivas de
investigacdes futuras. Os anexos mostram a producao cientica associada a tese e outras que ndo

estam relacionadas a mesma, e que foi realizada durante o periodo do doutorado.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de inibicdo de bombas de efluxo de Staphylococcus aureus pelos

compostos fenolicos quercetina e pirogalol e analisar os mecanismos de interacdo in silico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Verificar a atividade antibacteriana direta da quercetina e do pirogalol por meio do ensaio

de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM);

v Averiguar o efeito potencializador dos compostos fendlicos sobre os antibio6ticos pela
reducdo da CIM;

v Analisar a inibicdo das bombas de efluxo de S. aureus NorA, TetK. MsrA pela reducéo da
CIM do brometo de etidio;

v"Investigar os mecanismos de interacdo dos compostos fenolicos pelas metodologias de

Docagem Molecular e Dindmica Molecular;

2.3. OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

Considerado como um dos maiores problemas de salde publica em escala mundial, a
resisténcia bacteriana aos antibiéticos esta relacionada a diversos fatores que vao desde 0 uso
de forma inadequada a falhas de procedimentos de biosseguranca, como a higienizacao das
méos feita de maneira incorreta, falta do uso de equipamentos de protecdo individual e outras
(OLIVEIRA et al., 2008; LLOR et al., 2014; O’NEILL, 2016). Essa resisténcia tem sido
denominada como uma habilidade de um micro-organismo de tolerar uma substancia
bacteriostatica ou bactericida, mesmo levando em consideracao a suscetibilidade especifica de
uma espécie (VERRAES et al., 2013).

Dentre os mecanismos de resisténcia utilizados pelas bactérias para interferir no efeito
das drogas antibacterianas, as bombas de efluxo (efluxo ativo), capazes de extrudir substancias

toxicas para 0 meio extracelular, correspondem a um dos mecanismos de resisténcia bacteriana
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mais investigados pela comunidade cientifica (MASI et al., 2017; SING et al., 2017; RIBEIRO
et al., 2019; HASSANZADEH et al., 2020).

Essas bombas de efluxo podem ser encontradas tanto em bactérias Gram-negativas
como Gram-positivas (SPENGLER et al., 2017). Podemos destacar como participante deste
ultimo grupo, a espécie Staphylococcus aureus, encontrada na microbiota humana e causadora
de diversas infecgdes de importancia clinica (TASCINI et al., 2020; HAJIKHANI et al., 2021).
Infelizmente, com o aumento da exposic¢do a fArmacos antibacterianos, esta espécie se tornou
resistente a diversas classes de antibidticos comumente utilizados, dificultando o tratamento de
doencas causadas pela mesma (AKANBI et al., 2017; GUO et al., 2020).

Com o intuito de reverter o problema da resisténcia bacteriana aos antibioticos, €
imperativa a busca por novas fontes de tratamento. Os inibidores de bombas de efluxo
administrados juntamente com drogas antibioticas ja utilizadas, podem contribuir para um
aumento da eficiéncia do medicamento, como também na reducdo da concentracdo, e dessa
forma, auxiliando na diminuicéo de efeitos colaterais (PRASCH; BUCAR, 2015; SEUKEP et
al., 2020).

Diversos metabdlitos secundarios de plantas ja sdo relatados na literatura por possuirem
atividade antibacteriana contra diversos micro-organismos patogénicos. O que inclui alguns
trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, que ja verificaram a reversdo de mecanismos
de resisténcia por meio de compostos como: &cido galico, &cido cafeico, carvacrol, timol e
terpinoleno (DOS SANTOS et al., 2018; SILVEIRA et al., 2020; SCHERF et al., 2020). Dentre
eles, os compostos fenolicos podem ser destacados por apresentarem diversos mecanismos de
acdo que levam ao efeito antibacteriano, como: danos a membrana, mudan¢as na
permeabilidade e inibicdo de bomba de efluxo (LIMA et al., 2019).

Além da verificacdo das propriedades bioldgicas e farmacol6gicas é necessaria a
investigacdo do seu mecanismo de interacdo, que pode ser realizado por metodologias
computacionais. A Docagem molecular realiza simula¢6es que determinam a interagdo receptor
e ligande, e verifica se hd uma alta afinidade de ligagdo (LIU et al., 2018). J4 a Dinamica
Molecular faz a previsdo de movimentos em um sistema molecular, como por exemplo as

proteinas, guiando interacbes (CHEN et al., 2014).
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3 CAPITULO | - FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESISTENCIA BACTERIANA A FARMACOS

A descoberta dos antibi6ticos se destacou como um dos mais importantes achados
médicos do século XX (ALDULAIMI, 2017). Nos anos 40 com o inicio da utilizacao clinica
da penicilina, houve uma significativa reducdo da mortalidade por infec¢bes provocadas por
Staphylococcus aureus em comparagdo com a registrada na era pré-antibidtica. Entretanto com
a adocdo deste tratamento, em alguns anos depois, 0 nimero de casos relacionados a resisténcia

bacteriana crescia rapidamente (GIULIERI et al., 2020).

Alguns estudos mostram que a bactéria S. aureus resistente a meticilina (MRSA), ja
circulava antes mesmo do uso da meticilina, e que possivelmente tenha sido selecionada pela
utilizacdo da penicilina. A disseminagdo de MRSA nos hospitais contribuiu para varias
epidemias comunitarias (HARKINS et al., 2017). Ja a resisténcia a vancomicina ocorreu de
forma lenta e pode ter relacdo com a utilizacdo restrita desse antibidtico depois de diversas
ocorréncias de infeccdes por MRSA (GIULIERI et al., 2020).

Caracteriza-se a resisténcia como a auséncia da capacidade de um antibi6tico de
alcancar seu alvo microbiano (MARSHALL; LEVY, 2020). O uso de farmacos antibacterianos
de forma descontrolada e inadequada possibilitou a propagacdo de estirpes bacterianas
resistentes, contribuindo diretamente para a ineficiéncia de varias classes de antibioticos,
facilitando a incidéncia de mecanismos de resisténcia e colaborando para 0 aumento de casos
de infecgOes relacionadas a resisténcia bacteriana (LLOR et al., 2014; LONG et al., 2016;
LEVIN-REISMAN et al., 2017).

A resisténcia pode ser classificada como intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca
esta associada aos aspectos de funcdo e estrutura especifica da propria bactéria. Como exemplo
temos bombas de efluxo inespecificas e enzimas inativadoras (COX; WRIGHT, 2013;
PONTES et al., 2018). No caso da adquirida, a obtencdo ocorre através da transferéncia
horizontal de genes e plasmideos. Pela sua facil transmissdo, oferecem um risco maior de
disseminacdo. As bombas de efluxo com substratos especificos, sdo exemplos de resisténcia
adquirida (VAN HOEK et al., 2011; YILMAZ et al., 2017).

A resisténcia a drogas antibacterianas tem dificultado o tratamento de infeccdes

bacterianas, tornando necessario o aumento de doses maiores de antibi6ticos, tratamentos
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adicionais e o prolongamento da permanéncia em ambientes hospitalares (KHAMENEH et al.,
2016). Este fendmeno esta relacionado ao uso de mecanismos que interferem na eficacia de
farmacos existentes, como: a inativagcdo enzimatica, redugdo da permeabilidade da parede
celular, alteracdo do alvo do medicamento e atravées da expressao das bombas de efluxo (Figura
1) (SABATINI et al., 2012; ALDULAIMI, 2017).

Figura 1: Mecanismos de resisténcia bacteriana a drogas antibacterianas.

Redugdo da
® permeabilidadeda
parede celular

Alteragao
do alvo

Inativagao
enz]méﬂca
h Bomba de
\". efluxo

Antibidtico

Fonte: adaptado de Nicolsen e Stang (2019).

O mecanismo de inativacdo enzimatica consiste na alteracdo direta e inativacdo do
antibidtico, que pode acontecer de duas formas: por hidrélise ou por transferéncia de um grupo
quimico. Por hidrdlise, as -lactamases s@o enzimas que atuam nessas modifica¢des, causando
resisténcia aos antibioticos B-lactamicos (JOHNSON; WOODFORD, 2013). S&o obtidas
através de genes contidos em elementos genéticos maveis (plasmideos), o que resulta em altos
niveis de expressao e resisténcia (DANTAS; SOMMER, 2012). Ja por transferéncia de grupo
quimico, a ligacdo do antibiotico com a proteina alvo € impedida, pela transferéncia de tiol,
fosforilagéo, acila, glicosilagéo entre outros. Os aminoglicosideos sdo muito suscetiveis a esse

processo por causa de seus grupos amina e hidroxila (NORRIS; SERPERSU, 2013).

A reducdo da permeabilidade da parede celular geralmente acontece pela regulagéo
negativa das porinas ou pela ocorréncia de mutacfes nos genes dessas proteinas (LI et al.,
2012). A alteracao do alvo do medicamento pode ocorrer de diversas formas: por mutagéo,

modificacdo e protecdo. Nas alteracBes estruturais, a ligacdo é impedida, porém, ndo ha
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modificagdo na funcionalidade do alvo. Isso pode ocorrer pelo processo denominado de
transformacdo (BLAIR et al., 2015). No caso da alteracédo e protecéo do alvo, ndo é necesséria
a ocorréncia de mutaces nos genes codificadores das moléculas alvo, apenas modificacGes
pos-transcricionais. Pode haver em alguns casos a presenca da acdo de enzimas (KUMAR et
al., 2014).

3.2 BOMBA DE EFLUXO

A superexpressdo dos sistemas de bombas de efluxo corresponde a extrusdao de
compostos toxicos (antibioticos, corantes, biocidas e outros) para o meio externo da célula
bacteriana, ocasionando a reducao das concentrac@es e diminuido a sua eficacia (PEREZ et al.,
2012; SCHINDLER et al., 2016). Essas bombas de efluxo sdo proteinas encontradas na
membrana citoplasmatica das células procarioticas e eucaridticas. Sdo denominadas também
como transportadores ativos, e necessitam de uma fonte de energia quimica para desempenhar
sua funcdo (KOSMIDIS et al., 2012; SPENGLER et al., 2017).

De acordo com a fonte de energia utilizada para a expulsar 0s compostos toxicos da
célula bacteriana, as bombas de efluxo podem ser agrupadas em duas categorias:
transportadores ativos primarios e secundarios. Os transportadores ativos primarios usam a
energia fornecida através da hidrolise de ATP, como exemplo, temos 0s transportadores da
Superfamilia de Cassete de Ligacdo de Adenosina Trifosfato (ATP) - ABC (SCHINDLER et
al., 2016; LEKSHMI et al., 2018). Os secundarios utilizam o gradiente de concentracédo de ions,
dentre eles estdo as bombas de efluxo que fazem parte das familias MATE (Familia de Extrusédo
de Compostos Toxicos e Multidrogas), SMR (Familia de Resisténcia a Multidrogas) e MFS
(Superfamilia Facilitadora) (ALNASERI et al., 2015).

Ha uma grande diversidade de bombas de efluxo classificadas e distribuidas em seis principais
familias conforme as suas caracteristicas de composicdo, substratos, numero de regides de
transmissdo transmembrana e fonte de energia (SUN et al., 2014). Pode-se citar a Superfamilia
de Divisdo de Nodulacdo de Resisténcia (Resistance Nodulation Division — RND), Familia de
Resisténcia a Multidrogas (Small Multidrug Resistance — SMR), Superfamilia Facilitadora
(Major Facilitator Superfamily - MFS), Familia de Extrusdo de Compostos Toxicos e
Multidrogas (Multidrug and Toxic Compound Extrusion - MATE), Superfamilia de Cassete de
Ligacdo de Adenosina Trifosfato (ATP) (ATP Binding Cassette - ABC) e a Superfamilia de
Efluxo de Compostos Antimicrobianos Proteobacterianos (superfamily and the proteobacterial
antimicrobial compound efflux - PACE) (Figura 2) (HASSAN et al., 2015; MUNITA; ARIAS,
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2016).

Figura 2: As principais familias de Bombas de efluxo.
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Fonte: Adaptado de KABRA et al., 2019.
Legenda: O quadrado rosa corresponde ao antimicrobiano.

3.2.1 Superfamilia de Divisdo de Nodulacdo de Resisténcia (Resistance Nodulation Division —
RND)

A superfamilia RND € encontrada predominantemente em bactérias Gram-negativas
(HANDZLIK; MATYS; KIEC-KONONOWICZ, 2013). Essa familia catalisa o efluxo através
do antiporte substrato/H+. Todas as bombas de efluxo RND estudadas até o momento, sdo
transportadores de multiplas drogas (NIKAIDO, 2011). Conferem resisténcia a tetraciclinas,
alguns B-lactdmicos, cloranfenicol, novobiocina, acido fusidico e fluoroquinolonas. Também
podem extrudar varios compostos como sais biliares, corantes catidnicos e desinfetantes
(MUNITA; ARIAS, 2016).

3.2.2 Familia de Resisténcia a Multidrogas (Small Multidrug Resistance — SMR)

As bombas de efluxo da familia SMR podem ser encontradas em bactérias e
arqueobactérias e transportam diversos antibidticos e substancias lipofilicas (SPENGLER et
al., 2017). Como exemplo desta familia pode-se citar a bomba QacC encontrada em
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Staphylococcus aureus, que expulsa para o meio extracelular aménio quaternario e brometo de
etidio (WASSENAAR et al., 2015).

3.2.3 Superfamilia Facilitadora (Major Facilitator Superfamily - MFS)

A MFS é mencionada como a maior familia de transportadores secundarios ativos, ela
possui mais de 10.000 membros com 0 sequenciamento genético ja realizado. Esses
transportadores possuem uma grande diversidade de substratos como lipidios, aminoacidos,
hidratos de carbono, antibioticos e outras substancias (LEKSHMI et al., 2018). Estdo
localizados na membrana citoplasmatica das bactérias, auxiliando na prevencao do acimulo de
drogas no meio interno. A codificacdo genética dessas bombas geralmente é cromossdmica,
mas algumas sdo portadoras de plasmideos (RANAWEERA et al., 2015). Alguns membros

desta superfamilia sdo as bombas NorA, TetK e QacA/B.

A bomba de efluxo NorA é formada por cerca de 388 aminoacidos, que compreendem
12 segmentos transmembrana o-hélices., com dominios N- e C-terminais dispostos numa
pseudo-dupla simetria (BHASKAR et al., 2016). Esta localizada na membrana citoplasmatica
e corresponde a um sistema de efluxo codificado cromossomicamente cuja ocorréncia do
acréscimo da resisténcia as fluoroquinolonas esta associado com o aumento da expressao do
gene norA (NG; TRUCKSIS; HOOPER, 1994). A bomba NorA pode expulsar diversos
compostos diferentes, tais como fluoroquinolonas, compostos de amonio quaternario e
antissépticos, fenotiazinas, tioxantenos, verapamil, omeprazol, alguns terpendides, reserpina e
corantes como o brometo de etidio (DEMARCO et al.,, 2007; GERMAN et al., 2008;
NARGOTRA et al., 2009; PAPKOU et al., 2020).

A cepa SA-1199B é uma das mais estudadas em relacdo a expressdo de NorA de forma
constitutiva e ndo induzivel. Ja a cepas SA-1199, descrita como do tipo selvagem expressa
NorA de maneira induzivel (KAATZ; SEO, 1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993).

A Bomba Tet(K) é restrita para um tipo de substrato, atuando na diminui¢do da
concentracgéo intracelular da Tetraciclina (PIDDOCK, 2006). Os genes Tet que sdo associados
a esta resisténcia, sdo moveis geneticamente e realizam a codificacdo de proteinas ligadas a
membrana, possuindo como base 0s ribossomos que sdo protegidos através da expulséo da
Tetraciclina (CHOPRA; ROBERTS, 2002).
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A proteina de efluxo QacA/B encontrada em S. aureus € codificada através de
plasmideos. Essa bomba de efluxo pode extrudir a tetraciclina e diversos outros tipos de
substancias, o que comprova sua multirresisténcia (CHATTERJEE et al., 2016).

3.2.4 Familia de Extrusdo de Compostos Téxicos e Multidrogas (Multidrug and Toxic
Compound Extrusion — MATE)

As proteinas da familia MATE possuem 12 segmentos transmembranares e realizam o
antiporte para expulsar substancias tdxicas, usando o gradiente de ions da membrana, efluindo
corantes e fluoroquinolonas (KURODA; TSUCHIYA, 2009).

A bomba de efluxo MepA ¢ codificada pelo gene de origem cromossémica mepA. Foi
um dos primeiros transportadores da familia MATE a ser caracterizado em Staphylococcus
aureus (KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005). Pode expulsar diversos tipos de compostos como
ciprofloxacino, norfloxacino, moxifloxacina, compostos de aménio quaternario, brometo de
etidio e outros (KAATZ; DEMARCO; SEO, 2006).

3.2.5 Superfamilia de Cassete de Ligacdo de Adenosina Trifosfato (ATP) (ATP Binding
Cassette - ABC)

As bombas da familia ABC podem ser localizadas nas células de diversas espécies de
organismos, com frequéncia na membrana plasmatica, mas podem estar também nas
membranas das organelas. Dentre as bombas pertencentes a esta familia podemos citar a DrrAB
de Streptomyces peuceticus e a MsrA encontrada em S. aureus e resistente ao antibidtico
eritromicina (CANNON et al., 2009). Os membros desta familia ndo expulsam somente
antibidticos macrolideos, mas também lipopeptideos de membrana externa, protoporfirina,

fatores de viruléncia de polipeptideos e lipopolissacarideos (FITZPATRICK et al., 2017).

3.2.6 Superfamilia de efluxo de compostos antimicrobianos proteobacterianos (superfamily
and the proteobacterial antimicrobial compound efflux - PACE)

A familia PACE de proteinas de transporte corresponde a uma recente descoberta em
relacdo aos mediadores de efluxo de farmacos. Essa familia é restrita em relacdo aos seus

substratos, incluindo biocidas sintéticos como clorexidina e acriflavina (HASSAN et al., 2015).
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Porém, as proteinas PACE sdo mais localizadas em patdgenos Gram-negativos oportunistas,

como: Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (HASSAN et al., 2018).

3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é um patdgeno Gram-positivo com grande importancia em uma
ampla série de sindromes clinicas, como doencas cutaneas, pneumonia, endocardite, sindrome
do choque toxico e infeccOes relacionadas a proteses médicas (WELTE et al., 2019; JANG et
al., 2019; TASCINI et al., 2020; HAJIKHANI et al., 2021). E pertencente ao género
Staphylococcus e a familia Staphylococcaceae, podendo ser encontrado na microbiota natural
humana (ONDUSKO; NOLT, 2018). A sua resisténcia a diversos tipos de drogas, esta
relacionada ao fato desse micro-organismo apresentar mecanismos de resisténcia intrinseca ou
adquirida (DURAO et al., 2018).

A espécie em questdo, pode desenvolver resisténcia a diversos tipos de antibidticos
através de diferentes mecanismos, prejudicando a sua eficiéncia. A obtencdo de elementos
moveis relacionados a resisténcia genética por transferéncia horizontal de genes,
superexpressdo de bombas de efluxo e mutacbes de alvos de drogas antibioticas, sdo 0s mais
relatados na literatura (FOSTER 2017; DADASHI et al., 2020). Foram relatados para S. aureus,
14 tipos de bombas de efluxo multidrogas, codificadas nos cromossomos e em plasmideos
(COSTA et al., 2013). As bombas de efluxo mais investigadas na espécie em questdo sdo da
familia MFS, com exemplo pode-se citar a bomba NorA (MOHAMMED-ALL,;
JAMALLUDEEN, 2015; BHASKAR et al., 2016; PAPKOU et al., 2020).

Dentre as cepas de S. aureus resistentes mais mencionadas em estudos, as resistentes a
meticilina (MRSA) sdo consideradas de alta prioridade, por causar infeccBes cutaneas (pele e
tecidos moles) e doencgas letais invasivas. Isto se deve aos diversos fatores de viruléncia que
essa cepa produz, como também a sua resisténcia aos B-lactdmicos (LEE et al., 2018). Além
disso, as proteinas de transporte de efluxo de multiplas drogas dificultam a ado¢ao de medidas

terapéuticas e de prevengdo de novas infeccoes (DONG et al., 2018).

Desse modo, S. aureus € uma bactéria patogénica de importancia progressiva, que esta
relacionada tanto com sua capacidade de causar diversas infecgdes, como também ao aumento
de casos associados a resisténcia antibidtica (TONG et al., 2015). Isto tem proporcionado a
busca, desenvolvimento e identificagdo de novos agentes, que possam contribuir com a solugdo
do problema da resisténcia bacteriana (STRYJEWSKI; COREY, 2014; LEE et al., 2018).
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3.4 — INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO (IBEs)

Os Inibidores de Bombas de Efluxo (IBEs) na lingua inglesa Efflux Pump Inhibitors
(EPIs), séo definidos como moléculas que inibem as bombas de efluxo por um ou mais
mecanismos. Isto poderia contribuir com a eficiéncia de um antibi6tico dentro da célula. Eles
podem ser utilizados em associa¢cdo com as drogas antibidticas potencializando a atividade das
mesmas, contra patdgenos bacterianos que expressam bombas de efluxo (BHARDWAJ;
MOHANTY, 2012; SUMITHRA et al., 2012).

De acordo com seus modos de agdo, os IBEs podem ser classificados em duas
categorias: dissipadores de energia e 0s que se ligam diretamente a bomba de efluxo. As bombas
de efluxo precisam de uma fonte de energia, como o gradiente de proton ou ATP, o modo de
acao por dissociacao traria a inibicdo da funcéo proteica (BHATTACHARY YA et al., 2017).
O Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) age dessa forma, dissipando a forga
préton-motriz, alterando o potencial eletroquimico da membrana para o ion H+. Depois de se
ligar de forma reversiva aos prétons, faz o seu transporte através da membrana provocando a
despolarizacdo da mesma, com a interferéncia no gradiente de concentracdo eletroquimica
ocorre a reducdo do processo de sintese de ATP (YU et al., 2015; ANOUSHIRAVANI et al.,
2016; Nl et al., 2016).

Outro mecanismo gue resulta na inibicdo das bombas de efluxo é a ligacdo dos IBEs as
bombas de efluxo funcionais, ocasionando a reducéo da capacidade das bombas de interagir
com seus substratos. Esta ligacdo pode ser do tipo competitiva, onde a substancia inibidora
compete com 0s substratos para 0 mesmo local de liga¢do. Pode ocorrer também de forma néo
competitiva, onde a ligacdo do IBE a bomba provoca a reducdo na afinidade da bomba com
seus substratos. Porém, as bacterias podem alterar suas bombas de efluxo para modificar os
locais alvo destes inibidores (SHARMA; GUPTA; PATHANIA et al., 2019). Os IBEs também
podem ser agrupados de acordo com sua origem como: inibidores naturais, sintéticos e drogas
reposicionadas (KUMAR et al., 2008).

Diversos inibidores naturais citados em muitas pesquisas sdo originados de plantas
(ROY etal., 2012; SHIU et al., 2013; CHOVANOVA et al., 2015). Essa origem traz vantagens
como o baixo custo de produgdo e extracdo, toxicidade reduzida e alto nivel de atividade. Sdo
classificados de acordo com a sua composicdo quimica como flavonoides, terpenos, chalconas,

alcaldides e outros (SEUKEP et al., 2020). Um dos primeiros IBEs advindos de plantas foi o
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alcaldide reserpina, extraido da planta Rauwolfia serpentina L. Esse composto potencializou o
efeito das fluoroquinolonas, contribuindo com a inibicdo da bomba de efluxo NorA em S.
aureus (KHAMENEH et al., 2019).

Além dos IBEs naturais, existem os inibidores sintéticos derivados de processos
quimicos artificiais, como o composto peptidomimético PABN (fenilalanina-arginina [3-
naftilamida), que consegue inibir varios sistemas de efluxo, principalmente de bactérias Gram-
negativas, como por exemplo a bomba AcrAB-TolC de E. coli (VARGIU; NIKAIDO, 2012).
Mas o PAPN ¢ bastante toxico, impossibilitando seu uso clinico (SJUTS et al., 2016).

Alguns inibidores de bombas de efluxo sdo farmacos reposicionados (SABATINE et
al., 2012). Comparado com a busca por novas drogas, o redirecionamento ou reposicionamento
de medicamentos possui uma maior possibilidade de produzir compostos biodisponiveis e que
oferecam mais seguranca. Eles podem ir diretamente para testes clinicos ou serem usados como
indicacBes para otimizacdo de medicamentos, reduzindo os custos e o tempo gasto nos
processos de desenvolvimento (MULLARD, 2012). Pesquisas tém identificado alguns efeitos
antibacterianos em diversos medicamentos com aprovacao para outros fins, como antiflngicos,
anticancerigenos, tratamentos cardiovasculares e antipsicoticos (BONCHI et al., 2014;
SAVOIA, 2016; RAMPIONI et al., 2017). Dentre as drogas reposicionada utilizadas como
inibidores de bombas de efluxo, pode-se citar o verapamil, usado como anti-hipertensivo que
aumentou o efeito do ciprofloxacino contra a cepa de S. aureus 1199B (HOLLER et al., 2012).
Outro exemplo, é o farmaco com fun¢des analgésica e anti-inflamatoria celecoxibe, que inibiu
o efluxo de brometo de etidio da cepa SA-1199B portadora da bomba NorA (SABATINE et
al., 2012).

3.5 - COMPOSTOS FENOLICOS

Na busca por tratamentos para diversas enfermidades, substancias derivadas de plantas
vém sendo utilizadas ha muitos anos devido aos seus efeitos benéficos. Muitos compostos
isolados demostram atividade antibacteriana sejam utilizados isoladamente ou em combinagéo
com drogas antibacterianas existentes. Isto pode contribuir bastante na procura por solucdes
capazes de resolver o problema da resisténcia bacteriana (KYAW et al., 2012; WOJTYCZKA
etal., 2013).

Dentre esses, 0s compostos fendlicos constituem um grande grupo de metabdlitos

secundarios adivindos de diversas espécies de plantas. Em sua estrutura molecular, estes
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compostos possuem um anel aromatico que pode conter um ou mais grupos hidroxila, podendo
ser uma molécula simples ou polimerizada (ZANG et al., 2016; SOUZA et al., 2019). Sé&o
distribuidos em varias categorias como taninos, ligninas, flavonoides, &cidos fendlicos,
quinonas, flavonas, flavonois e cumarinas (HSIAO et al., 2011). Possuem diversas atividades
bioldgicas e farmacoldgicas como: antioxidante, anticancer, antibacteriana, cardioprotetoras,
anti-inflamatorias entre outras (ANDREU et al., 2018; MENG et al., 2018).

Diversos estudos relatam que compostos fendlicos, como flavonoides e &cidos
fenolicos, possuem atividades antimicrobianas contra uma grande diversidade de micro-
organismos e atuam na sensibilizacdo de estirpes multirresistentes aos antibioticos (CHAN et
al., 2011; BORGES et al., 2013; LUIS et al., 2014). Podem auxiliar na inibicdo da resisténcia
bacteriana, por serem capazes de prejudicar a sua locomoc¢do, aderéncia a superficie,
constituicdo de biofilmes e formacdo de determinantes da viruléncia (WANG et al., 2014).
Esses compostos também podem potencializar os efeitos dos antibioticos atraves de varios
mecanismos, como por meio das propriedades farmacocinéticas ou fisico-quimicas, que
contribuem para o aumento da solubilidade dos farmacos, e atividade multialvo ou seja, cada
substancia atua em um diferente local na célula bacteriana (DAGLIA 2012; ZACCHINO et al.,
2017).

Além de atuarem aumentando a eficacia de alguns antibi6ticos comumente utilizados,
estes metabolitos secundarios também podem potencializar o efeito antibacteriano de
substancias da mesma classe, como por exemplo, a quercetina, que foi capaz de potencializar o
efeito da luteolina (AMIN et al., 2016).

Muitos destes compostos séo relatados na literatura por possuirem atividade contra
bactérias Gram-positivas, dentre estes podemos citar a luteolina, &cido clorogénico, apigenina
e quercetina, que demostraram efeito antibacteriano contra vinte e nove isolados clinicos de
MRSA (SU et al., 2014).

Tratando da atividade antibacteriana por inibicdo de bombas de efluxo, muitos
compostos fendlicos podem ser mencionados. Um derivado do acido fertlico em combinagéo
com o ciprofloxacino inibiu a bomba de efluxo NorA e reduziu o crescimento de MRSA
(SUNDARAMOORTHY et al., 2018). O flavonoide fisedinitol em associacéo sinérgica com o
Norfloxacino e como brometo de etidio, foi capaz de inibir a bomba de efluxo NorA de
Staphylococcus aureus (DA SILVA et al., 2020).
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3.5.1 Quercetina

O flavonoide quercetina é muito encontrado em cereais e legumes, como também nas
folhas de plantas medicinais como Ginkgo biloba L. e Hypericum perforatum L.
(WICZKOWSKI et al., 2008; NABAVI et al., 2012). Sua composicao quimica é representada
por 3,3.4’,5,7-pentahidroxiflavona, este composto fendlico apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas e bioldgicas, sendo a atividade antioxidante a mais relatada em pesquisas, e que
estd relacionada com a presenca de um grupo hidroxila e ligaces duplas (Figura 3). Suas
atividades anti-inflamatorias e antioxidante, estdo associadas a prevencdo e ao tratamento de
patologias cardiovasculares e cancer (DHIMAN et al., 2019; YANG et al., 2020). Sua acao
antibacteriana ja foi mencionada na literatura, atuando na reducéo da formacéo de biofilmes,
inibindo a expressdo génica relacionada e impedindo o crescimento de bactérias como
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (QIN et al., 2009; HOSSION et al., 2011;
WANG et al., 2018).

Figura 3: Estrutura quimica da quercetina.
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(Fonte: elaborado pela autora usando o programa Chem Draw)

A quercetina pode ter acdo antibacteriana direta ou por associacdo com antibioticos
comumente utilizados. No estudo de Abreu e colaboradores (2015), a quercetina reduziu as
concentragdes inibitorias minimas dos antibioticos ciprofloxacina, tetraciclina e eritromicina

contra algumas cepas de Staphylococcus aureus. J& Amin et al. (2016) em seu trabalho
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desenvolvido com a quercetina evidenciaram a combinacao sinérgica deste composto com 0s
antibidticos testados como também com o composto fenolico luteolina, contra cepas de S.
aureus resistentes a meticilina. Os mecanismos de acdo antibacteriana da quercetina estéo
associados a modificacdo da permeabilidade celular e destruicdo da parede celular. Também
pode prejudicar a expressao e a sintese de proteinas, inibir a sintese do acido nucleico e diminuir
a atividade enzimatica (WANG et al., 2018).

3.5.2 Pirogalol

O pirogalol é um polifenol presente em diversas plantas comestiveis, como cacau, nozes,
vegetais e cascas de frutas. Sua composicdo quimica, consiste em 1,2,3-benzenotriol (Figura
4). Por causa do grupo hidroxila, esse composto consegue formar ligacdes de hidrogénio e
manter interagdes hidrofobicas de maneira rapida e robusta. Outra caracteristica importante do
pirogalol é a sua forte afinidade com diversos tipos de proteinas (SHIN; PARK; LEE, 2019).

Figura 4: Estrutura quimica do pirogalol
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(Fonte: elaborado pela autora usando o programa Chem Draw)

Esse composto fendlico possui diversas aplicacdes, como na industria alimenticia,
quimica, farmacéutica e cosmética (KIM et al., 2011; L1 et al., 2015). Além de ter uma gama
de atividades bioldgicas e farmacéuticas como antibacteriana, antioxidante, anticancerigena e
antissépticas (OZTURK SARIKAYA, 2015).
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3.6 DOCAGEM MOLECULAR

Quando tratamos da descoberta de novas substancias capazes de auxiliar no tratamento
de enfermidades, a verificacdo das suas propriedades bioldgicas e da eficicia do seu efeito sdo
de grande importancia. Mas, a compreensao acerca da sua interagdo com o alvo desejado é
bastante necessaria (HUGHES et al., 2011). Nesse intuito, a Docagem Molecular, consiste em
uma metodologia computacional que simula através de modelagem de homologia a interacao
entre receptor e ligante, visando obter uma alta afinidade de ligacdo entre eles (LI1U et al., 2018).
Com o passar dos anos diversos softwares designados para esta metodologia foram
desenvolvidos, dentre eles, os mais utilizados séo: o AutoDock, DockThor e AutoDock Vina
(TROTT; OLSON, 2010; DE MAGALHAES et al., 2014).

Essa metodologia permite prever com um Gtimo grau de precisdo a verificacdo de
acontecimentos moleculares que incluem desde o modo de ligacéo, liberacéo energética, local

de encaixe a interacdes de estabilizacdo do complexo ligando-receptor (MENG et al., 2011).

3.7 SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR

Os atomos de uma biomolécula estdo sempre em movimento, porém, sabe-se que a
funcdo molecular e as interacBes intermoleculares necessitam da dindmica das moléculas
relacionadas. Para compreender tudo isso, faz-se necessario uma metodologia que permitisse
verificar essas biomoléculas em acdo e observar a forma como respondem
(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). As simula¢des de Dindmica Molecular (DM) preveem
0s movimentos de cada atomo em uma proteina ou em outro sistema molecular, baseando-se
em um modelo geral da fisica que guia interacdes interatdbmicas (KARPLUS; Mc CAMMON,
2002).

A DM é uma metodologia ideal e eficiente no estudo dos movimentos fisicos dos &tomos
e moléculas. Esses podem manter interacdo durante um periodo fixo, o que demostra uma viséo
da evolucgédo dindmica do sistema. Na maioria das vezes, as trajetdrias dos atomos e moléculas
podem ser determinadas pela resolucdo de nimeros das equacBes de movimento de Newton

para um sistema de particulas que interagem (CHEN et al., 2014). As energias potenciais sao
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submetidas a calculos utilizando métodos relacionados a mecanica molecular com
diferenciacdo nos campos de forca. Geralmente, os campos de for¢a mais utilizados nas areas
de biologia e quimica sdo embasados na mecéanica molecular e apresentam um tratamento
mecanico considerado classico das interacdes particula/particula que podem reproduzir as
alteracdes de estrutura e conformacgdo (SANTINI; DERREUMAUX, 2004). Quando tratamos
da metodologia de experimentacéo, a simulacdo de Dindmica Molecular, ndo tem como funcgéo
somente mostrar a alternancia estrutural sobre as modificagfes de ambiente (mutacdes de
residuos, pH e temperatura), mas pode demostrar o processo dinamico de desdobramento e
agregacao de proteinas (CAMPOS et al., 2010).

Frequentemente, as simulagdes DM tém sido utilizadas para auxiliar na identificagéo do
mecanismo de acdo das moléculas de drogas, locais potenciais de ligacdo de drogas em
proteinas-alvo, céalculos da energia livre de ligacdo entre proteinas-alvo e moléculas de drogas
(HOU et al., 2011; WANG et al., 2018). Esse método pode auxiliar de diversas formas na
realizacdo de pesquisas cientificas, pelo fato de poder sondar propriedades moleculares que séo
dificeis de acessar apenas por experimentos laboratoriais (CHEVALIER et al., 2017). Podemos
citar como exemplo a descoberta de novos farmacos (BORHANI; SHAW, 2012).

A DM possibilita que os pesquisadores fagcam triagens virtuais em bibliotecas quimicas,
investigando os mecanismos de acdo dos possiveis candidatos a drogas, reduzindo a quantidade
de substéncias que seriam testadas em experimentos, contribuindo para a reducdo de custos e
principalmente, avaliando a eficacia dessas moléculas no efeito analisado (FORLI et al., 2016;
ROSALES et al., 2019; SCHENEIDER; CLARK, 2019).
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ARTIGO 1 - AUMENTO DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA POR MEIO DA QUERCETINA
CONTRA BOMBAS DE EFLUXO DE Staphylococcus aureus.

Joycy F. S. dos Santos?, Saulo R. Tintino?, Ana R. P. da Silva?, Cristina R. dos S. Barbosa®,
Jackelyne R. Scherf!, Zildene de S. Silveiral, Thiago S. de Freitas?, Luiz J. de Lacerda Neto?,
Luiz M. Barros!, Irwin Rose de A. Menezes®, Henrique D.M. Coutinho?*, José P. Siqueira-
Janior® & Francisco A.B. Cunha?

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inibitdrio da quercetina sobre as bombas de efluxo
de S. aureus. O CIM da quercetina foi avaliado através do método de microdilui¢cdo em caldo,
assim como o ensaio de inibicdo da bomba de efluxo através do método de reducdo da
concentracdo inibitéria minima dos antibidticos, assim como o do brometo de etidio. A
abordagem in silico através da bioinformatica foi realizada para demonstrar a interacdo do
mecanismo molecular do substrato e da cavidade de ligagdo. A concentracdo Inibitdria Minima
da quercetina ndo foi clinicamente relevante. Com relacéo a inversdo do efeito de resisténcia
bacteriana pela inibicdo da bomba de efluxo, este efeito foi observado com as cepas portadoras
das bombas TetK e NorA. Com relacdo a interacdo entre 0 complexo quercetina e a bomba
NorA, a estabilidade extra foi proporcionada pelas ligagbes de hidrogénio produzidas pelo
grupo hidroxila.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Drogas antibacterianas. Efluxo ativo.

1. INTRODUCAO

As infecgbes causadas por Staphylococcus aureus tém aumentado em de forma
preocupante, causando varias mortes por ano (Klevens et al. 2007). E importante ressaltar que
a espécie humana é seu principal reservatorio, sendo encontrado principalmente nas cavidades
nasais, pele, intestinos e garganta (Carvalho et al. 2005). Este micro-organismo esta diretamente
relacionado a patogénese na comunidade e ambientes hospitalares devido a sua alta capacidade
de colonizar seu hospedeiro, expressar seus principais fatores de viruléncia e sua predisposi¢édo

para mostrar resisténcia a drogas (Woodfor e Livermore 2009).

Os mediadores ou transportadores do efluxo podem ser classificados em cinco familias:
Superfamilia da Divisdo de Resisténcia-Nodulagdo-Células (RND), Superfamilia Facilitatora
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(MFS), Pequena Familia de Resisténcia Multi-Droga (SMR), Superfamilia Adenosina
Trifosfato (ATP) Cassetes Ligantes (ABC) e a Familia de Proteina de Extrusdo Multi-
Amicrobiana (MATE) (Pao et al. 1998; Van Veen e Konings 1998; Brown et al. 1999). Dentro
da familia MFS, podemos encontrar a bomba de efluxo NorA, envolvida no efluxo de varios
compostos e medicamentos, tais como quinolonas e fluoroquinolonas, entre outros (Yoshida et
al. 1990; Kaatz et al. 1993; Neyfakh et al. 1993). Outro exemplo desta familia corresponde a
bomba TetK, responsavel pela reducao da concentracdo intracelular de Tetraciclina (Butaye et
al. 2003; Pidoock 2006). Em relacdo a ABC, uma das bombas que compdem esta familia é a

MrsA que usa ATP para remover substratos (Kumar e Schweizer 2005).

A reducdo da resisténcia bacteriana pela inibicdo da bomba de efluxo é um mecanismo
bem estudado. Vérias substancias tém demonstrado que inibem o crescimento bacteriano ao
inibir proteinas de efluxo (Bhardwaj e Mohanty 2012). No entanto, muitas dessas substancias
tém alta toxicidade para o organismo hospedeiro ou ndo atendem aos requisitos necessarios
para serem considerados inibidores ideais de acordo com o estudo apontado por Bambeke et al.
(2006). Com isto em mente, substancias extraidas de plantas tais como os compostos fendlicos,
tém sido relatados como excelentes alternativas na inversdo dos mecanismos de defesa
bacteriana (Gomes et al. 2011; Wang et al. 2014).

Os compostos fendlicos sdo mencionados como um dos grupos mais diversificados de
metabdlitos secundarios de plantas sendo encontrados em frutas, cha verde, legumes, nozes,
sementes, caules e flores (Ksouri et al. 2008; Scalbert e Williamson 2000). Eles tém uma
variedade de propriedades biologicas, tais como antioxidantes, anti-inflamatorios,
antialérgicos, anti-cancerigenos, antitromboticos, antiviral e antimicrobiano (Ahmed 2010; Guo
et al. 2009). Entre os compostos fendlicos estdo os flavonoides, que sdo considerados como 0s
polifendis mais comumente encontrados na dieta humana (Scalbert e Williamson 2000). Muitos
deles agem como potencializadores de alguns antibidticos, inibindo mecanismos de resisténcia

aos medicamentos, como o efluxo ativo de drogas (Abreu et al. 2013; Musumeci et al. 2003).

Uma das estratégias para o estudo da inibicdo da bomba de efluxo é o uso de
bioinformética e modelagem molecular. Abordagens in silico podem contribuir efetivamente
para a compreensdo das pessoas sobre o mecanismo molecular de interacdo do
substrato/cavidade de ligacdo. Entretanto, em simula¢Ges computacionais de proteinas, 0s
problemas correspondem aos segmentos helicoidais flexiveis, locais de ligacdo de varios
ligantes ou ligacdo de mais de um ligante de cada vez (Sharma et al. 2010). A bomba de efluxo
NorA é um membro proteico do principal grupo da superfamilia facilitadora, e sua estrutura de

cristal ainda ndo foi resolvida. Entretanto, a previsdo de segmentos transmembrana da sequéncia
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de NorA foi feita pela previsdo baseada na homologia usando a bomba transportadora de
glicerol-3-fosfato (codigo pbd 1 PW4) (Kalia et al. 2012), transdutor EmrD multidrogas (codigo
pdb 2GFP) (Sharma et al. 2010; Thai et al. 2015), transdutor YajR (codigo pdb 3 WDO)
(Lowrence et al. 2016) ou transportador de proteina permeavel a lactose (1PV7 codigo pdb)
(Zhang et al. 2014).

Pesquisas recentes mostram 0 avango na busca de substancias que podem contribuir para
a reversdo da resisténcia bacteriana. Sieniawska et al. (2017), evidenciaram a inibicdo do
mecanismo de resisténcia a Mycobacterium tuberculosis aumentando a atividade
antimicrobiana de drogas tuberculostaticas, por terpenos naturais como S-limonene, mircene,
R-limonene e sabinene. Salaheen et al. (2017) mostraram em seu estudo que a combinacéo de
cinco acidos fenolicos (acido galico, acido vanilico, acido cafeico, acido para-cumarico e acido
protocatecdrico) inibiram o crescimento das cepas de MRSA. Além desses compostos, muitos
flavonoides sdo mencionados em pesquisas devido a sua acdo antimicrobiana (Lima et al.
2016).

A quercetina esté entre os flavonoides mais comumente encontrados em plantas e tem
uma variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo seu efeito protetor contra o estresse
oxidativo, que é diretamente relacionado a sua atividade antioxidante (Boots et al. 2008; Saito
et al. 2004). Ha estudos que relatam o efeito sinérgico deste composto com antibi6ticos contra
cepas de S. aureus RN4220 e 1199B com bombas de efluxo (Abreu et al. 2015). O objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade da quercetina na reversao da resisténcia de S. aureus pela

inibicdo das bombas de efluxo.

2. MATERIAIS E METODOS

Ensaios microbiolégicos

Substancias

O composto quercetina, resazurina (7-hidroxi-3Hfenoxazina) 3-um 10-6xido), brometo
de etidio (EtBr) e os antibidticos eritromicina, tetraciclina e norfloxacina foram obtidos da
SIGMA Chemical Co., St. Louis, EUA. O DMSO (dimetilsulféxido) foi adquirido de Produtos
Labsynth para laboratorios Ltda (Diadema, S&o Paulo, BRASIL).
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Cepas bacterianas

Foram utilizadas as seguintes linhagens de S. aureus: RN4220 possuindo o plasmideo
pUL5054 (bomba de efluxo MsrA); 1S-58, dotado com o plasmideo PT181 portador do gene
da proteina efluxo TetK, resistente a tetraciclina; SA1199B resistente a tensdo de
fluoroquinolonas hidrofilicas via proteina de efluxo NorA e a cepa selvagem SA1199. As
linhagens foram doadas pelo Professor S. Gibbons (Universidade de Londres). Todas as
linhagens foram inicialmente mantidas em agar sangue para confirmar seus respectivos tipos
(Laboratorios Difco Ltda., Brasil) e depois transferidas e mantidas em dois estoques, um em

Agar de Infusdo Cardiaca (HIA, Difco) a 4 °C e outra em glicerol a -80 °C.

Preparacao de substancias

Os antibioticos foram utilizados especificamente para as bombas de cada cepa:
Eritromicina para a bomba MsrA contida em a linhagem RN4220; Tetraciclina para a bomba
TetK contida na linhagem 1S-58; e Norfloxacina para a bomba NorA contida na cepa 1199B e
para a cepa do tipo selvagem. Todos os antibidticos, quercetina e EtBr, foram preparados de
acordo com as diretrizes do CLSI (2012).

As substancias foram submetidas a um processo de diluicdo usando 10 mg/mL de
DMSO e posteriormente diluido em agua reduzindo sua concentracdo para 1024 pg/mL, o EtBr

foi diluido em agua somente.

Preparacdo e padronizacéo de indculos

Para todos os ensaios, os inoculos foram preparados a partir dos estoques usando o
método padrdo determinado pelo CLSI (2012). Os micro-organismos foram cultivados
novamente em 4gar de infusdo de coracdo e mantida a 37 °C por 24 h. A partir deste meio
solido, o inoculo foi feito utilizando tubos de ensaio contendo solucdo salina estéril de acordo
com a escala Mcfarland 0,5 correspondente a 1,5 x 108 UFC (Unidade de Formagcio de

Colbnias).

Ensaios de concentracéo inibitoria minima (CIM)

Para o ensaio de concentragdo inibitoria minima com quercetina, brometo de etidio e

antibiodticos, o método utilizado foi proposto pelo CLSI (2012) com adaptagdes. O meio de
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distribuicéo foi preparado em eppendorfs® usando 100 pL do indculo em 900 uL do meio de
cultura liquido BHI. O contetido eppendorf® foi entdo transferido para um pogo de 96 pogos
placa de microdiluicéo, horizontalmente. 100 uL foram utilizados em cada poco, perfazendo 10
pocos. Apos esta etapa, a microdiluicdo das substancias foi realizada onde a microdilui¢do em
série de 100 pL de cada uma foi feita até a penultimo pogo (1:1). O dltimo pogo corresponde
ao controle de crescimento. Em concentra¢des que variam de 512 pg/mL para 1,0 pg/mL. Apds
24 h, as placas foram lidas por mudanga de cor por visualizacdo do meio, caracterizado pela
adicdo de 20 uL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-uma 10- 6xido). A leitura tem como
caracteristica a mudanca da cor do meio, de azul para vermelho, indicando a presenca de
bactérias em crescimento e a permanéncia em azul da auséncia de crescimento, como é descrito

pelas diretrizes do CLSI (2012). Todas as experiéncias foram realizadas em triplicatas.

Ensaios de inibicdo da bomba efluxo por reducao do CIM de brometo de etidio

A verificagao da reducéo do efeito CIM do EtBr foi realizada em triplicatas pelo método
utilizado por Tintino et al. 2016. Como passo inicial, 0 meio de distribuicdo de teste e controle
foram preparados em eppendorfs®. No ensaio 150 uL do in6culo mais a substancia em uma
concentracdo subinibitoria (CIM/8) foram colocados em um eppendorf® e o volume foi
preenchido com meio liquido até o volume de 1,5 mL. O controle tem a mesma quantidade de
indculo que os testes e 1350 uL do meio. Estas foram entdo transferidas para placas de
microdiluigdo de 96 pogos, com uma distribuicdo vertical, pela adi¢do de 100 uL do contetdo
de eppendorf® em cada poco. Depois desta etapa, a microdiluicdo do EtBr foi realizada com
100 uL adicionado neste meio até a penultima cavidade (1:1). Na Gltima cavidade, nenhuma
das substancias em avaliacdo foram adicionados, servindo como um controle de crescimento.
ConcentracOes variaram de 1024 pg/mL a 0,5 pg/mL. Apds 24 h, as placas foram lidas pela
visualizacdo da mudanca de cor do meio, caracterizado pela adi¢éo de 20 uL de Resazurina (7-
hidroxi- 3H-phenoxazine-3-one 10-oxide). A leitura tem como caracteristica mudanca de cor
do meio, de azul para vermelho, indicando a presenca de crescimento bacteriano e a
permanéncia em azul a auséncia de crescimento. A reducéo do CIM do brometo de etidio ou de
um antibidtico especifico em cepas portadoras de efluxo bombas € uma indicagéo de inibicao

da bomba de efluxo.
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Ensaios de inibicdo da bomba de efluxo por reduc¢do da CIM do antibidtico

A verificagao da reducdo do CIM antibiotico foi determinada pela metodologia utilizada
por Tintino et al. 2016. Os inoculantes foram utilizados a partir de placas incubadas em um
forno durante 24 h a 37 °C. Apos esse periodo, os indculos foram usados em solucgéo salina de
acordo com Mcfarland 0,5 correspondente para 1,5 x 108 UFC. Como passo inicial, 0 meio de
teste e controle foram preparados em eppendorfs®. No teste, 150 puL do in6culo, mais a
substancia em uma concentracdo subinibitdria (CIM/8) e o volume de eppendorfs® foram
completados para o volume de 1,5 mL. Para o controle, 0 mesmo in6culo o volume do teste foi
colocado em um eppendorf® e o volume foi preenchido a 1,5 mL. Foram ent&o transferidos
para placas de microdilui¢do, com distribuicdo vertical, caracterizadas através da adi¢ao de 100
uL do contetdo eppendorf® em cada pogo. Apds esta etapa, a microdilui¢do do antibidtico foi
realizada com 100 pL sendo adicionado a este meio até a penultima cavidade (1:1). A Gltima
cavidade ndo recebeu 0 mesmo tratamento que foi usado como controle de crescimento. As
concentragfes variavam de 1024 pg/mL a 0,5 ug/mL. A solugdo antibidtica utilizada foi
preparada, e para cada estirpe foi preparado um antibidtico especifico para cada bomba de
efluxo. Apds 24 h as placas foram lidas por visualizacdo de mudanca de cor do meio
caracterizado pela adi¢do de 20 pL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-um-um 10-
Oxido), como anteriormente mencionado no teste com brometo de etidio. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicatas. A reducdo da CIM do brometo etidio ou de um
antibidtico especifico em cepas portadoras de bombas de efluxo é uma indicacdo da inibicédo

desta bomba.

Anélise estatistica dos resultados microbiolégicos

Os resultados foram preparados em triplicata e apresentados como a média geométrica.
Os dados foram submetidos a analise através do programa estatistico GraphPad Prism 6.0. Uma
ANOVA bidirecional foi realizada utilizando a média geométrica das triplicatas como os dados
centrais + desvio padréo da média. Posteriormente, foi realizado o teste p6s-hoc de Bonferroni

(onde p < 0,05 é considerado significativo e p > 0,05 ndo significativo).
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Ensaios de in silico com a bomba de efluxo NorA

Previséo da estrutura NorA 3D e identificacdo de potenciais locais de ligagéo

Neste estudo, a sequéncia proteica para NorA e todas as outras proteinas similares (PDB
ID: 1PV4, 1PV7, 3WDO, 2GFP) foram obtidas no formato FASTA atraves dos recursos do
NCBI. A identidade da sequéncia de todas as proteinas e a sequéncia NorA foi de 6,89 %, 5,87
%, 14,80 % e 3,47 % de identidade, respectivamente. A previsdo dos segmentos transmembrana
da sequéncia NorA foi obtida usando MODELLER 9,17v (Webb e Sali, 2014) encontrados no
servidor ModWeb (https://modbase.compbio.ucsf. edu/modweb/) usando a estrutura

cristalografica do YajR.

Como modelo, o transportador de Escherichia coli [PDB ID: 3WDO] foi utilizado. A
estrutura de forma final foi reconhecida usando o programa PROCHECK (Laskowski et al.
1993) em Ramachandran Plot. A estrutura proteica NorA modelada por homologia de solvente
implicita no programa Quimera usando AMBER 8 (Pettersen et al. 2004) campo de forca f99.
A topografia estrutural dos bolsos e cavidades pode ser promovida pelo servidor CASTP
(http://cast.engr.uic.edu) com um valor padréo de 1,4 Angstroms do raio da sonda. Para obter
uma melhor compreensdo da base molecular das afinidades de ligacdo da NorA, foram
utilizados inibidores potenciais NorA através da identificacdo dos principais residuos
responsaveis pelas interagdes de ligacdo (Dundas et al. 2006). Compostos com boas pontuacdes

de acoplamento foram vistos como compostos afetados pela atividade inibitdria da NorA.

Estudos de acoplamento de receptores NorA em sua estrutura 3D prevista

Para os calculos da docagem, foi utilizado o DockingServer (Bikadi e Hazai 2009). As
cargas parciais de Gasteiger foram adicionadas aos atomos de ligante. Os atomos de hidrogénio
ndo-polares foram misturados e os vinculos rotativos foram definidos. Foram feitos calculos
sobre 0 modelo de proteina com conteudo de quercetina. Com a ajuda das ferramentas
AutoDock, os atomos essenciais de hidrogénio, as cargas do tipo &tomo Kollman e a solvatacéo
parametros foram adicionados (Morris et al. 1998). A grade de mapas de afinidade de pontos
de 0,5 A e espacamento de 0,375 A foram gerados usando o programa Autogrid (Morris et al.
1998). No célculo de Van der Waals e nos termos eletrostaticos, foram utilizadas as funcdes de
set-parameter e dielétrico dependente da distancia da AutoDock, respectivamente. As
simulacfes de acoplamento foram realizadas utilizando o algoritmo genético Lamarckiano

.....
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e torcdes das moléculas de ligante foram aleatorias. Durante a acoplagem, todas as torc¢des
rotativas foram liberadas. Cada experiéncia de acoplamento foi derivada de 10 corridas
diferentes que foram definidas para terminar ap6s um maximo de 250.000 classificagdes de
poténcia. O tamanho da populacdo foi ajustado para 150. Durante o estudo, um passo

translacional de 0,2 A e passos de tor¢éo de 5 foram aplicados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios microbiol6gicos

O presente estudo indicou que as cepas apresentaram resultados clinicamente
irrelevantes com os ensaios CIM, exceto para a cepa 1 que obteve uma CIM de 512 pg/mL
(Tabela 1). Em relagdo a reversao da resisténcia bacteriana por inibicdo da bomba de efluxo,
uma reducdo do CIM foi observada na associacdo da quercetina com antibioticos em todos
estirpes (Fig. 1). A associacdo sinérgica entre os antibidticos tetraciclina, eritromicina e
norfloxacino e quercetina podem ser identificados através da reducéo os valores de CIM: cepa
1 (de 1024 a 128 pg/mL), cepa 2 (de 645,08 a 512 pg/mL), cepa 3 (256 a 128 pug/mL) e cepa 4
(32 25,03 pg/mL).

Tabela 1: Valores da concentracdo inibitria minima (CIM) em pg/mL. Testes realizados com

cepas de Staphylococcus aureus. CEPA 1 (IS-58/bomba TetK), CEPA 2 (RN-422/bomba
MsrA), CEPA 3 (bomba SA-1199B/NorA) e CEPA 4 (selvagem).

Substéancia Bactérias Testadas
CEPA | CEPA | CEPA | CEPA
Quercetina 1 2 3 4
512 >1024 | >1024 | >1024

Houve também uma reducdo no CIM no ensaio de brometo de etidio com algumas cepas
com resisténcia, através da inibicdo da bomba efluxo somente nas cepas 1S-58 portadora da
bomba TetK e SA-1199B que contém a bomba NorA (Fig. 2). A concentracdo de brometo de
etidio na linhagem 1 da bomba TetK foi reduzida de 16 para 2,51 pg/mL, enquanto na linhagem
3 contendo a bomba NorA foi reduzida de 64 para 12,69 ug/mL. Com a estirpe 2, ndo houve
inibicdo da bomba, considerando que o efeito sinérgico observado ocorreu somente com o
antibiotico.
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Figura 1: Efeito da inibicdo da bomba de efluxo pela reducdo do CIM de antibidtico por
quercetina em cepas de S. aureus portadoras de bombas de efluxo. CEPA 1 (bomba IS-
58/bomba TetK) antibidtico tetraciclina, CEPA 2 (RN-4220/bomba MsrA) antibidtico
eritromicina, CEPA 3 (SA-1199B/bomba NorA) antibiotico norfloxacino e CEPA 4 (selvagem)
antibiotico norfloxacino. Controle de modulagdo (quercetina + antibiético). Valores de reducao
CIM: CEPA 1 (de 1024 a 128 pg/mL), CEPA 2 (de 645,08 a 512 pug/mL), CEPA 3 (256 a 128
ug/mL) e CEPA 4 (32 a 5,03 pg/mL).

Quercetina

@
g

% Hl Quercetina + EiBr
= EtBr

o
s

F-
g

o
1

7-i %
H

Geometric Mean of MIC (ug/mL)

ns
H- EH' N
qu'

Figura 2: Efeito modulador da quercetina sobre a atividade do Brometo de etidio (EtBr), contra
linhagens de S. aureus que apresentam bombas de efluxo como um mecanismo de resisténcia.
O numero de asteriscos expressa o significado da associacdo entre quecetina + EtBR quando
em comparacdo com o controle. (****) significa p < 0,0001. CEPA 1 (I1S-58/bomba TetK),
CEPA 2 (RN-4220/bomba MsrA), CEPA 3 (SA-1199B/bomba NorA) e CEPA (selvagem).
Valores de reducdo CIM: CEPA 1 (de 16 a 2,51 ug/mL), CEPA 2 (néo significativo de 10,06 a
12,69 pg/mL), CEPA 3 (de 64 a 12,69 pg/mL) e CEPA 4 (de 16 a 12,69 pg/mL).

O uso de brometo de etidio (BrEt) para verificar a inibicdo de bombas efluxo ja é

amplamente utilizada (Viveiros et al. 2008). O BrEt é capaz de intercalar-se com o DNA
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bacteriano e, como consequéncia, causa a morte celular. Para reverter esta situacéo, as proteinas
efluxo sdo ativadas para expulsar BrEt do interior da célula, uma agdo semelhante ocorre com
os antibidticos (Banerjee et al. 2014). Substéncias capazes de inibir as bombas de efluxo
promovem a permanéncia do brometo de etidio, antibidticos e outros compostos toxicos dentro

da célula.

Consequentemente, a sobrevivéncia da bactéria sob estes as condi¢Bes sdo reduzidas
(Patel et al. 2010). Quando se refere a inibicdo dos sistemas de efluxo causados por produtos
naturais ou metabdlitos secundarios isolados destes, ha varios estudos que indicam este efeito
causado por extratos ou 0leos essenciais, assim como por metabolitos secundarios, tais como:
taninos, flavonoides, terpenos e outros (Stavri et al. 2007; Prasch e Franz 2015; Miladi et al.
2016; Tintino et al. 2016).

Com relacdo aos compostos fendlicos, varios estudos anteriores mostraram sua
interacdo com as proteinas de efluxo (Gomes et al. 2011; Maia et al. 2011). Wang et al. (2014)
demonstraram em seu trabalho, a acdo inibitéria do composto genisteina sobre o teste de efluxo
de brometo de etidio contra a cepa SA-1199B. No estudo realizado por Smith et al. (2007), o
ferruginol inibiu as bombas NorA, TetK e MsrA, potenciando a atividade da norfloxacina,
reduzindo a CIM tetraciclina em quatro vezes e aumentando a acao da eritromicina. Tintino et
al., (2016) verificou a acdo do &cido tanico sobre a proteina de efluxo NorA na linhagem 1199B,
através da mesma metodologia utilizada no presente estudo. O mesmo autor mostrou que a
inibicdo deste efluxo ocorreu tanto em associa¢do com o antibidtico e com a EtBr com as cepas
IS58 e RN-4220, Gomes et al. (2011) verificaram uma reducdo de duas vezes do CIM com
ambos quando associada a 7,4'-Di-O-methylisoscutellarein, este fato caracterizou a inibi¢ao das
bombas de efluxo MsrA e TetK, respectivamente.

Os compostos fenolicos ja demonstraram mecanismos de interacdo com bombas de
efluxo. Segundo pesquisas de Rothstein et al. (1993), compostos fendlicos como o acido tanico
podem formar complexos com o ferro e impedir sua acdo quando necessario, ou seja, causar
um empobrecimento do ferro no meio. Sabe-se que o ferro € um co-fator essencial para a
funcionalidade de algumas bombas de efluxo, por exemplo, NorA precisa dele para sua
expressdo, portanto este fato pode justificar uma boa parte da agdo dos compostos fendlicos
sobre as proteinas de efluxo (Deng et al. 2012). Em outro estudo relativo a bomba TetK, Chan
et al. (2013) mostra que a interferéncia na producdo de ATP é provavelmente um mecanismo
de acdo de flavonoides para este tipo de bomba. Como avaliado no mesmo estudo, o flavondide
diosmetina interferiu na funcdo da bomba TetK dependente de ATP e contribuiu para a acao

sinérgica da eritromicina contra a cepa S. aureus RN-4220. Farooq et al. (2014) evidenciaram
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a capacidade da artonina I de inibir o crescimento de S. aureus MDR em combinacdo com
diferentes classes de antibioticos, bem como seu efeito na reversdo da resisténcia através da
despolarizacdo da membrana bacteriana e blogueio de drogas efluxantes.

Em relagdo ao flavonoide quercetina, apesar de ter um CIM de <1024 ug/mL para as
cepas RN-4220, SA-1199B e 1199 nao ser clinicamente relevante, este resultado € promissor
no desenvolvimento de um inibidor de bomba de efluxo. Como salientado por Bhardwaj et al.,
(2012), um inibidor ideal da proteina de efluxo deve estar livre de qualquer atividade
antibacteriana. Recentemente, Diniz-Silva et al. (2016) apontaram em suas pesquisas a
associacdo da quercetina com as mesmas cepas analisadas neste estudo, onde os resultados
mostraram a inibi¢do da bomba de efluxo, com excecéo da cepa com a bomba de efluxo NorA,
tanto na associacdo do brometo como do antibiotico. Este resultado difere dos resultados
observados no presente estudo, que, como mencionado anteriormente, inibiu a bomba NorA
com a quercetina. Diferente do trabalho citado, a concentracdo utilizada em associacdo com o

antibidtico e com o brometo foi CIM ¥4, o que pode justificar os diferentes resultados.

A quercetina é um composto hidrofébico com log P = 1,82 + 0,32 (Rothwell et al. 2005).
No entanto, tem um baixo perfil hidrofébico. Portanto, sua probabilidade de interacdo com a
membrana é menor quando comparada a outros flavonoides (Rothwell et al. 2005). Ao analisar
a estrutura quimica da quercetina, pode ser verificado que também é provavel que interage
diretamente com os sitios de proteina efluxo, o que pode explicar sua agdo com maior clareza
(Ohene-Agyei et al. 2014). As bombas de efluxo sdo proteinas transmembranas anfipaticas, que
podem interagir com moléculas que tém uma estrutura quimica de tamanho compativel com

sua estrutura, como a quercetina (Bolla 2014).

Das bombas de efluxo discutidas neste trabalho, a Unica que apresenta estrutura
cristalizada com possivel montagem tridimensional é a bomba de efluxo NorA (Zhang et al.
2014). Como pode ser visto neste estudo, a proteina NorA apresenta dois locais de interacdo
com outras moléculas (Fig. 4). Com relagdo a quercetina, foi observado no estudo que, na
analise in silico, houve interacdo de seu grupo hidroxila, através da formacéo de uma ligacédo
de hidrogénio com o oxigénio da cadeia lateral SER138 da proteina NorA. Esta interacdo pode
inibir a absorcdo de moléculas toxicas internas & bactéria, tais como brometo de etidio e
antibioticos, corroborando com os resultados obtidos na analise in vitro. No estudo de Ohene-
Agyei et al. (2014), o acoplamento da quercetina na analise in silico mostrou sua capacidade de
interagir com a proteina bacteriana Gram-negativa AcrB. Este tipo de interacdo ocorreu com 0s

aminoacidos prolina e fenilalanina através de ligacdes de hidrogénio.
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Ensaio in silico: Identificacdo de bolsas potenciais obrigatorias de NorA

Alinhamento de sequéncias multiplas utilizou o programa CLUSTALW. Cada dupla de
proteinas (PDB ID: 1PV4, 1PV7, 3WDO, 2GFP) foi alinhada com base na homologia da

proteina de E. coli. Uma sequéncia com a estrutura definida, formando alinhamentos usando

informagdes homdlogas disponiveis com estruturas 3D, banco de dados de sequéncias de busca

e previsao de estruturas secundérias (Tabela 2, Fig. 3). Com base nos resultados de Marklevitz

e Harris (2016), juntamente com os alinhamentos de sequéncias mdultiplas e arvores

filogenéticas, a

identificacdo homologa,

caracterizacdo fisico-quimica,

transmembrana e identificacdo de dominios similares foram apresentados neste trabalho.

Tabela 2: DescricOes das interagOes entre quercetina e NorA * [distancia de interacéo].

enumeracéo

Interacdes do tipo de ligacdo

Hidrofdbica cation-n Outros tipos Outros tipos
TYR345 (CB,
C9(Q) LEU269 | H3(Q) 04 (Q) ALA261 | 03(Q) LEU325
[3.76] (CD2) | [3.25]  “PL %[(’5 CEL | 13441 (cB) | [323] (cDY)
C(:é)l LEU269 | H1(Q) PHE406 | O5 (Q)_'—(Ec:%zfg H2(Q) LEU335
52 (€D2) [3.76] ~ (CE1) B oy | B2 (B
Cld\/aL286 - H2 (Q) LEU269 | O1(Q) ALA339
[(3Q2)7]_ (CG1) [3.06] (CD2) | [344]  (CB)
C12~ VAL286 TYR282
) C8(Q)  TYR282 | 05(Q) 02(Q) ILE341
[8?1)6] (ggzl) [3.25] ~ (CD2,CE2) | [3,33] (ggzz), [3.88] ~ (CG2)
C7(Q) LEU2S |  CO(Q)  TYR2B2 | O1(Q) "o
[3.86] (CD1) [385] ~ (CE2) [3.23] (CEl)'
C2(Q) ALA339| C2(Q) PHE283 | O7(Q) TYR287
[3.46] (CB) [3.35] ~ (CE1) 352 (CB)
C8(Q) ALA339 | C3(Q) PHE283 | O7(Q) ILE290
[3.26] (CB) [368] ~ (CE1) [3.85] (CG2)
Ligacdes de C8 (Q) PHE283 H1 (Q) LEU325
hidrogénio [3.69] ~ (CE1) [2.55] (gg)l’
01(Q) SER138 ] 04 (Q) LEU325
[2.40] (O1) [3.66] (CD1)

A identificacdo da sequéncia NorA e da sequéncia modelo do transportador E. coli YajR
[PDB ID: 3WDQ] foi de 14,8 %. Como ndo ha disponibilidade de local na bomba NorA para

ligacdo exata de substratos e inibidores, foi realizada uma analise do mapa do local, onde dois
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locais principais de ligacao (local 1 e local 2) foram observados na bomba NorA (Fig. 4). O
local 1 é cercado por muitos lagos transmembrana e estd localizado mais profundamente na

Bomba de Efluentes, enquanto o local 2 é bastante aberto e esta localizado na superficie.

Porque a estrutura de cristal de NorA n&o esta disponivel, no entanto, em outros estudos,
como Zhang et al., (2014), esta proteina foi prevista com base na modelagem de homologia.
Este trabalho foi expresso na estrutura tridimensional de NorA constituida in silico, e mostrou
que as estabilizacdes do complexo proteina/ligante sdo mostrados em anexo a cavidade central

da proteina, resultados equivalentes a aqueles apresentados neste estudo.

A abordagem in silico foi utilizada para avaliar a capacidade da quercetina de interagir
com NorA e para explicar sua atividade bioldgica no ensaio in vitro. A estrutura tridimensional
do complexo NorA/quercetina expressou a orientagdo do ligante dentro do local de ligacdo
(como mostrado na Fig. 4), o que permite que sua cadeia alifatica se estenda até a fissura
hidrofébica. O grupo hidroxila da quercetina também conseguiu produzir uma ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio da cadeia lateral SER138 (Fig. 5) e ajuda com a estabilidade extra
ao complexo quercetina/NorA. Estes resultados sugerem que as interacfes hidrofdbicas e n-n
contribuem para a estabilizacdo da quercetina na ligacdo local com boa afinidade na pontuacgéo

de ancoragem de -6,37 kcal/mol.

Em outras pesquisas, o envelope molecular circundante provou que as interacées H-
bond, fenda hidrofébica, n-n proporcionam estabilidade ao complexo com diferentes ligandos.
Zhang et al., (2014) em Studing ginsenoside20 (S) -Rh2 mostraram interacdes entre
GIn51/ASN340/SER226 e - interacdes entre TYR257/PHE140 colaboram com a estabilidade
do complexo Rh2/NorA. Kalia et al., (2012), demonstram que a ligagéo H entre Arg98 e o grupo
hidroxila do grupo aryl de capsaicina pode atribuir estabilidade complementar ao complexo
capsaicina/NorA. Estes autores permitem que a cadeia alifatica se estenda até a fenda
hidrofobica envolvendo residuos Pro24, Phel40, lle244, Gly248 e Phe303, o que permite fortes
interacdes hidrofdbicas devido a proximidade da capsaicina. Um estudo adicional com a bomba
de efluxo multi-droga da Mycobacterium tuberculosis, Sharma et al., (2010), onde a estrutura
tridimensional (3D) do Rv1258c também foi prevista utilizando a abordagem in silico,
demonstra a interagdo da piperina com o Rv1258c, revelando que a piperina estd envolvida na
interacdo de ligagdo H (2,06 A) com Arg141 para produzir um complexo proteina-ligante e o

anel heterociclico His343 esta favoravelmente orientado para interagir com uma interagdo n-m.
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Figura 3: A sequéncia NorA mostrando hélices regularmente intercaladas por lops (na
estrutura modelada e hélices transmembranas previstas pela TMPred s&o representadas como
conjuntos acima dos residuos. Consensus_aa, sequéncia consensual de aminoacidos;
Consensus_ss, estruturas secundarias preditas por consenso; H, estrutura alfa hélice
secundaria predita por consenso. Fonte: CLUSTALW base de dados de sequéncias e

previséo.

Figura 4: Provaveis locais de ligacdo de proteinas NorA modelados pela CASTp (os locais de
ligagdo sdo indicados por setas). A O local de ligacdo NorA 1 (A) estd na cavidade central
voltada para o lado citoplasméatico da membrana com 2371,3 bolso MS éarea. B O local de

ligagdo 2 (B) com 534,3 bolso MS éarea. Fonte: Autor.
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Figura 5: Interacdo quercetina em sitio de ligacdo de NorA. A formacdo de ligacdo de
hidrogénio entre quercetina e Ser138 fornece estabilidade a proteina/complexo de ligag&o.

4. CONCLUSAO

Os compostos fendlicos tém varias propriedades bioldgicas, entre elas a atividade
antibacteriana. A quercetina mostrou atividade direta somente com a cepa 1, mas mostrou efeito
sinérgico com todos os antibidticos testados. Na associacdo desta substancia com brometo de
etidio, houve uma reducéo dos CIMs nas cepas com a bomba TetK (de 16 a 2,51 pug/mL) e
NorA (de 64 a 12,69 pug/mL), o que mostra a inibicdo destes mecanismos. Foi verificado na
abordagem in silico que a interacdo da quercetina no sitio de ligacdo NorA ocorre através do
desenvolvimento de uma ligacdo de hidrogénio entre a quercetina e SER 138 permitindo a

estabilidade da proteina/complexo de ligacéo.

57




REFERENCIAS:

Abreu AC, Borges A, Simdes LC, Saavedra MJ, Simdes M (2013) Antibacterial activity of
phenyl isothiocyanate on Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Med Chem 9:756-761.

Abreu AC, Serra SC, Borges A, Saavedra MJ, Mcbhain AJ, Salgado AJ, Simbes M (2015)
Combinatorial activity of flavonoids with antibiotics against drug-resistant Staphylococcus
aureus. Microb Drug Resist 21:600-609.

Ahmed S (2010) Green tea polyphenol epigallocatechin 3-gallate in arthritis: progress and
promise. Arthritis Res Ther 12:208-216.

Bambeke F, Pagés JM, Lee VJ (2006) Inhibitors of bacterial efflux pumps as adjuvants in
antibiotic treatments and diagnostic tools for detection of resistance by efflux. Recent Pat Anti-
Infect Drug Discov 1:157-175.

Banerjee A, Majumder P, Sanyal S, Singh J, Jana K, Das C, Dasgupta D (2014) The DNA
intercalators ethidium bromide and propidium iodide also bind to core histones. FEBS Open
Bio 4:251-2509.

Bhardwaj KA, Mohanty P (2012) Bacterial efflux pumps involved in multidrug resistance and
their inhibitors: rejuvinating the antimicrobial chemotherapy. Recent Patents Anti-infective
Drug Discovery 7:73-89.

Bikadi Z, Hazai E (2009) Application of the PM6 semi-empirical method to modeling proteins
enhances docking accuracy of AutoDock. J Cheminform 1:1-16.

Blair IMA, Webber MA, Baylay AJ, Ogbolu DO, Piddock LJV (2015) Molecular mechanisms
of antibiotic resistance. Nat Rev Micro 13: 42-51.

Bolla, J. R., 2014. Bacterial multidrug efflux pumps: Structure, function, and regulation.
Doctoral dissertation, lowa State University, http:// lib.dr.iastate.edu/etd

Boots AW, Haenen GR, Bast A (2008) Health effects of quercetin: from antioxidant to
nutraceutical. Eur J Pharmacol 585:325-337.

BrownMH, Paulsen IT, Skurray RA (1999) The multidrug efflux protein NorM is a prototype
of a new family of transporters.Mol Microbiol 31:393-395.

Butaye P, Cloeckaert A, Schwarz S (2003) Mobile genes coding for efflux - mediated
antimicrobial resistance in gram-positive and gram negative bacteria. Int J Antimicrob Agents
22:205-210.

Carvalho CE, Berezin EN, Pistelli IP, Mimica L, Cardoso MRA (2005) Sequential
microbiological monitoring of tracheal secretion in intubated patients admitted to a pediatric
intensive care unit (in portuquese). J Pediatr 81:29-33.

Chan BC, Ip M, Gong H, Lui SL, See RH, Jolivalt C, Fung KP, Leung PC, ReinerNE, Lau CB
(2013) Synergistic effects of diosmetin with erythromycin against ABC transporter over-
expressed methicillinresistant Staphylococcus aureus (MRSA) RN4220/pUL5054 and
inhibition of MRSA pyruvate kinase. Phytomedicine 20:611-614.

58




CLSI (2012) Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow
aerobically, approved standard, 9th edn. Clinical and Laboratory Standards Institute; CLSI
document M07-A9, Wayne.

Deng X, Sun F, Ji Q, Liang H, Missiakas D, Lan L, He C (2012) Expression of multidrug
resistance efflux pump gene NorA is iron responsive in Staphylococcus aureus. J Bacteriol
194:1753-1762.

Diniz-Silva, H. T., Magnani, M., Siqueira, S., Souza, E. L., Siqueira- Janior, J. P., 2016. Fruit
flavonoids as modulators of norfloxacin resistance in Staphylococcus aureus that overexpresses
NorA. LWT-Food Science and Technology.

Dundas J, Ouyang Z, Tseng J, Binkowski A, Turpaz Y, Liang J (2006) CASTp: computed atlas
of surface topography of proteins with structural and topographical mapping of functionally
annotated residues. Nucleic Acids Res 34:116-118.

Farooqg S, Wahab A-T, Fozing CD, Rahman AU, Choudhary MI (2014) Artonin |
inhibitsmultidrug resistance in Staphylococcus aureus and potentiates the action of inactive
antibiotics in vitro. J Appl Microbiol 117:996-1011.

Gomes RA, Ramirez RRA, Maciel JKS, Maria de Fatima Agra MF, Souza MFV, Falcdo-Silva
VS, Siqueira-Junior JP (2011) Phenolic compounds from Sidastrum micranthum (a. st.-hil.)
Fryxell and evaluation of Acacetin and 7,4’-di-o-methylisoscutellarein as Motulator of bacterial
drug Resistence. Quim. Nova 34:1385-1388.

GuoW, Kong E,MeydaniM(2009) Dietary polyphenols, inflammation, and cancer. Nutr Cancer
61:807-810.

Kaatz GW, Seo SM, Ruble CA (1993) Efflux-mediated fluoroquinolone resistance in
Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother 37:1086-1094.

Kalia NP,Mahajan P,Mehra R, Nargotra A, Sharma JP, Koul S, Khan IA (2012) Capsaicin, a
novel inhibitor of the NorA efflux pump, reduces the intracellular invasion of Staphylococcus
aureus. J Antimicrob Chemother 67:2401-2408.

Klevens RM, Morrison MA, Nadle J, Petit S, Gershman K, Ray S, Harrison LH, Lynfield R,
Dumyati G, Townes JM, Craig AS, Zell ER, Fosheim GE, McDougal LK, Carey RB, Fridkin
SK (2007).

Invasive methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections in the United States. JAMA
298:1763-1771.

Ksouri R, Megdiche W, Falleh H (2008) Influence of biological, environmental and technical
factors on phenolic content and antioxidante activities of Tunisian halophytes. C R Biol
331:865-873.

Kumar A, Schweizer HP (2005) Bacterial resistance to antibiotics: active efflux and reduced
uptake. Adv Drug Deliv Ver 57:1486-1513.

Laskowski MW, MacArthur MW, Moss DS, Thornton JM (1993) PROCHECK: a program to
check the stereochemical quality of protein structures. J Appl Crystallogr 26:283-291.

59




Lima VN, Oliveira-Tintino CDM, Santos ES, Morais LP, Tintino SR, Freitas TS, Geraldo Y,
Pereira RL, Cruz RP, Menezes IR, Coutinho HD (2016) Antimicrobial and enhancement of the
antibiotic activity by phenolic compounds: Gallic acid, caffeic acid and pyrogallol. Microb
Pathog 99:56-61.

Lowrence RC, Raman T, Makala HV, Ulaganathan V, Subramaniapillai SG, Kuppuswamy AA,
Mani A, Neelakantan CS, Nagarajan S (2016) Dithiazole thione derivative as competitive NorA
efflux pump inhibitor to curtail multi drug resistant clinical isolate of MRSA in a zebrafish
infection model. Appl Microbiol Biotechnol 100:9265-9281.

Maia GLA, Falcédo-Silva VS, Aquino PGV,Maia GLA, Falcdo-Silva VS, Aquino PGV, Araujo-
Junior JX, Tavares JF, Silva MS, Rodrigues LC, Siqueira-Janior JP, Barbosa-Filho JM (2011)
Flavonoids from Praxelis clematidea R.M. king and Robinson modulate bacterial drug
resistance. Molecules 16:4828-4835.

Marklevitz J, Harris LK (2016) Prediction driven functional annotation of hypothetical proteins
in the major facilitator superfamily of S. aureus NCTC 8325. Bioinformation 12:254-262.

Miladi H, Zmantar T, Chaabouni Y, Fedhila K, Bakhrouf A, Mahdouani K, Chaieb K (2016)
Antibacterial and efflux pump inhibitors of thymol and carvacrol against food-borne pathogens.
Microb Pathog 99:95-100.

Morris GM, Goodsell DS, Halliday RS, Huey R, Hart WE, Belew RK, Olson AJ (1998)
Automated docking using a Lamarckian genetic algorithm and an empirical binding free energy
function. J Comput Chem 19:1639-1662.

Musumeci R, Speciale A, Costanzo R,Annino A, Ragusa S, RapisardaA, Pappalardo MS, lauk
L (2003) Berberis aetnensis C. Presl extracts: antimicrobial properties and interaction with
ciprofloxacin. Int JAntimicrob Agents 22:48-53.

Neyfakh AA, Borsch CM, Kaatz GM (1993) Fluoroquinolone resistance protein NorA of
Staphylococcus aureus is a multidrug efflux transporter. Antimicrob Agents Chemother
37:128-129.

Ohene-Agyei T, Rumana Mowla R, Rahman T, Henrietta Venter H (2014) Phytochemicals
increase the antibacterial activity of antibiotics by acting on a drug efflux pump. Microbiology
Open 3:885-896.

Pao SS, Paulsen IT, Saier MH Jr (1998) Major facilitator superfamily. Microbiol Mol Biol Rev
62:1-34.

Patel D, Kosmidis C, Seo SM, Kaatz GW (2010) Ethidium bromideMIC screening for enhanced
efflux pump gene expression or efflux activity in Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents
Chemother 54: 5070-5073.

Pettersen EF, Goddard TD,Huang CC, Couch GS, GreenblattDM,Meng EC, Ferrin TE (2004)
UCSF chimera- a visualization system for exploratory research and analysis. J Comput Chem
25:1605-1612.

Pidoock LJV (2006) Clinically relevant chromosomally encoded multidrug resistance efflux
pumps in bacterial. Clin. Microbiol Rev 19:382-402.

60




Prasch S, Franz B (2015) Plant derived inhibitors of bacterial efflux pumps: an update.
Phytochem Rev 14:961-974.

Rothstein DM, McGlynn M, Bernan V, McGahren J, Zaccardi N, CekleniakK, Bertrand P
(1993) Detection of tetracyclines and efflux pump inhibitors, Antimicrob. Agents Chemother
37:1624-1629.

Rothwell JA, Day AJ,MorganMR (2005) Experimental determination of octanol-water partition
coefficients of quercetin and related flavonoids. J Agric Food Chem 53:4355-4360.

Saidijam M, Benedetti G, Ren Q, Xu Z, Hoyle CJ, Palmer SL, Ward A, Bettaney KE, Szakonyi
G, Meuller J, Morrison S, Pos MK, Butaye P, Walravens K, Langton K, Herbert RB, Skurray
RA, Paulsen IT, O'reilly J, Rutherford NG, Brown MH, Bill RM, Henderson PJ (2006)
Microbial drug efflux proteins of the major facilitator superfamily. Curr Drug Targets 7:793—
811.

Saito A, Sugisawa A, Umegaki K, Sunagawa H (2004) Protective effects of quercetin and its
metabolites on H202-induced chromosomal damage toWIL2-NS cells. Biosci Biotechnol
Biochem 68:271-276 Salaheen S, Peng M, Joo J, Teramoto H, Biswas D (2017) Eradication
and sensitization of methicillin resistant Staphylococcus aureus to methicillin with bioactive
extracts of berry Pomace. FrontMicrobiol 8:253.

Scalbert A, Williamson G (2000) Dietary intake and bioavailability of polyphenols. J Nutr
130:2073-2085.

Sharma S, Kumar M, Sharma S, Nargotra A, Koul S, Khan 1A (2010) Piperine as an inhibitor
of Rv1258c, a putative multidrug efflux pump of Mycobacterium tuberculosis. J Antimicrob
Chemother 65:1694-1701.

Sieniawska E, Swatko-Ossor M, Sawicki R, Skalicka-Wozniak K, Ginalska G (2017) Natural
Terpenes influence the activity of antibiotics against isolated Mycobacterium tuberculosis. Med
Princ Pract 26:108-112.

Smith ECJ,Williamson EM, Wareham N, Kaatz GW, Gibbons S. (2007) Antibacterials and
modulators of bacterial resistance from the immature cones of Chamaecyparis lawsoniana.
Phytochemistry 68:210-217.

Solis FJ, Wets RJ-B (1981) Minimization by random search technique. Math Oper Res 6:19—
30.

Stavri M, Piddock LJ, Gibbons S (2007) Bacterial efflux pump inhibitors from natural sources.
J Antimicrob Chemother 59:1247-1260.

Thai KM, Ngo TD, Phan TV, Tran TD,Nguyen NV, Nguyen TH, LeMT (2015) Virtual
screening for novel Staphylococcus aureus NorA efflux pump inhibitors from natural products.
Med Chem (Los Angeles) 11:135-155.

Tintino SR, Oliveira-Tintino CDM, Fabia F, Campina FF, Silva RL, Costa MS, Menezes IR,
Calixto-Janior JT, Siqueira-Junior JP, Coutinho HD, Leal-Balbino TC, Balbino VQ (2016)
Evaluation of the tannic acid inhibitory effect against the NorA efflux pump of
Staphylococcus aureus. Microb Pathog 97:9-13.

61




Van Veen HW, Konings WN (1998) The ABC family of multidrug transporters in
microorganisms, Biochim. Biophys Acta 1365:31-36.

Viveiros M, Martins A, Paixao L, Rodrigues L, Martins M, Couto I, Fahnrich E, Kern WV,
Amaral L (2008) Demonstration of intrinsic efflux activity of Escherichia coli K-12 AG100 by
an automated ethidium bromide method. Int J Antimicrob Agents 31:458—462.

Wang SY, Sun ZL, Liu T, Zhang WJ, Qing M (2014) Flavonoids from Sophora moorcroftiana
and their synergistic antibacterial effects on MRSA. Phytother Res 28:1071-1076.

Webb B, Sali A (2014) Comparative protein structure modeling using MODELLER. Curr
Protoc Bioinformatics 8:1-32.

Woodfor N, Livermore DM (2009) Infections caused by gram-positive bacteria: a review of the
global challenge. J Inf Secur 59:4-16.

Yin Y, He X, Szewczyk P, Nguyen T, Chang G (2006) Structure of the multidrug transporter
EmrD from Escherichia coli. Science 312: 741-744.

Yoshida H, Bogaki M, Nakamura S, Ubukata K, Konno M (1990) Nucleotide sequence and
characterization of the Staphylococcus aureus NorA gene, which confers resistance to
quinolones. J Bacteriol 172:6942—6949.

Zhang J, Sun Y,Wang Y, Meng L, He J, Liu J, Chen Q, Zhang X, Zhou F, Wang G, Sun X

(2014) Non-antibiotic agent ginsenoside 20 (S)- Rh2 enhanced the antibacterial effects of
ciprofloxacin in vitro and in vivo as a potential NorA inhibitor. Eur J Pharmacol 740:277-284.

62
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Resumo

Diversas atividades farmacoldgicas e bioldgicas de compostos fendlicos foram relatadas na
literatura. Alguns compostos fenolicos tém propriedades antibacterianas, isoladamente ou em
combinagdo com antibidticos atualmente utilizados. Com um numero crescente de casos de
infeccdes bacterianas causadas por bactérias resistentes, a busca por tratamentos mais eficazes
tornou-se crucial. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do pirogalol de reverter a
resisténcia bacteriana através da inibicdo da bomba de efluxo, bem como validar seu mecanismo
de interacdo usando a dindmica computacional. Para determinar a Concentragdo Minima
Inibitéria (CIM) do pirogalol, foram realizados testes de microdiluicdo em caldo. A reducéo da
CIM da tetraciclina e do brometo de etidio confirma a inibi¢do da bomba de efluxo. O pirogalol
mostrou atividade direta contra Staphylococcus aureus; entretanto, o efeito sinérgico foi
observado apenas com o antibidtico testado, reduzindo sua concentracdo de 128 pg/mL para
45,25 png/mL, mas este efeito nao foi associado com a inibicdo da bomba de efluxo. De acordo
com a dindmica molecular, este composto interage com a superficie da membrana bacteriana.
Entretanto, sdo necessarias mais pesquisas para identificar mecanismos potenciais de interacao
com os antibidticos existentes.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; Brometo de etidio; Sinergismo; Bomba Tet(K).

1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos medicamentos tem sido uma barreira importante no
tratamento de infec¢fes bacterianas, pois contribui para o aumento da dose de antibidticos
necessaria para conter a infeccéo e a necessidade de tratamentos adicionais, além de prolongar
a permanéncia hospitalar [1]. A resisténcia bacteriana a medicamentos esta associada a varias
estratégias bacterianas, incluindo modificacdo do alvo do medicamento, inativacdo ou
degradacdo do medicamento, reducdo da permeabilidade celular e diminui¢éo da concentragédo

intracelular, assim como efluxo ativo [2]. Estes mecanismos de resisténcia a drogas podem ser
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encontrados tanto em bactérias Gam-negativas quanto em bactérias Gram-positivas, como

Staphylococcus aureus [3-4].

Os estafilococos colonizam o corpo humano, o que aumenta o risco de infecgdes
nosocomiais em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos [5]. S. aureus é um patégeno
Gram-positivo que causa uma variedade de doencas tais como infeccfes de pele, pneumonia,
endocardite e sindrome do choque toxico [6-8]. Sua resisténcia a multiplas drogas esta
associada a capacidade deste micro-organismo de apresentar mecanismos de resisténcia tanto

intrinsecos como adquiridos [9].

As bombas efluxo, que expulsam substancias téxicas do meio intracelular e sdo
encontradas em S. aureus, representam um dos mecanismos de resisténcia bacteriana. [10]. Este
mecanismo de resisténcia em cocos Gram-positivos pode exibir amplas e variadas
especificidades de substrato, expulsando diversas substancias como antibidticos, biocidas
monovalentes e divalentes, corantes intercalares, sais de amoénio quaternario, diamidinas,

biguanidinas e metabdlitos secundérios de plantas [11].

Varios estudos se concentraram em compostos fendélicos ou polifendlicos na busca de
substancias capazes de resolver o problema de resisténcia bacteriana [12-13]. Este é um grande
grupo de compostos de metabolismo secundario derivados de vérias espécies vegetais. Estes
compostos tém um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila em sua estrutura
molecular, e podem ser moléculas simples ou polimerizadas [14-15]. Entre outras coisas, eles
tém propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antibacterianas, cardioprotetoras e

antiinflamatérias [16-17].

O composto fendlico pirogalol (&cido pirogalico, ou 1,2,3-trihidroxibenzeno) tem
diversas aplicagdes nas industrias alimenticia e agricola, cosmética e farmacéutica [18] e pode
ser encontrado em uma variedade de frutas, incluindo mangas (Mangifera indica) [19]. O
pirogalol ja demonstrou ter atividade antimicrobiana através da inibicdo enzimatica de
substancias oxidantes [20]. Além disso, este composto demonstrou anteriormente atividade

antibacteriana contra S. aureus [21].

Varios estudos relatam a acdo inibitoria dos compostos fenoélicos nas bombas de efluxo
[12-13]. Diniz-Silva et al. [22] relataram um efeito sinérgico da associac¢éo do &cido tanico com
Norfloxacino, assim como a inibi¢do da bomba de efluxo NorA. Dos Santos et al. [23] em seu
estudo, demonstraram a reversao da resisténcia bacteriana ao inibir as bombas S. aureus MrsA
e Tet(K) usando acido cafeico, bem como a bomba de efluxo NorA usando acido gélico. Pal e
Tripathi [24] em seu estudo, demonstraram uma significativa inibi¢cdo da bomba de efluxo AcrB

em bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos por quercetina.
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Este estudo procurou avaliar a capacidade do pirogalol de inibir a bomba de efluxo de
S. aureus, e investigar as interac@es de hidrofobicidade deste composto fendlico com o modelo

de membrana externa bacteriana usando simulagéo de dinamica molecular.

2.MATERIAIS E METODOS
2.1 Ensaios microbiolégicos
2.1.1 Substéncias

As seguintes substancias foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. Ltd. (San Luis,
Missouri, EUA): o antibiotico, Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona - CCCP, brometo
de etidio (BrEt) e pirogalol. A Clorpromazina (CPMZ) foi adquirida da Aché (Guarulhos, Sdo
Paulo, Brasil).

Meios de cultura utilizados: Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA)
e Brain Heart Infusion (BHI, KASVI - Produtos e Equipamentos de Laboratdrio, Sdo José dos
Pinhais, Parana, Brasil) foram usados como meios de cultura e foram preparados na

concentracéo a 10 %.

2.1.2 Estirpes utilizadas

A seguinte estirpe de S. aureus foi utilizada para realizar este estudo: 1S-58, dotada do
plasmideo PT181 portador do gene da proteina de efluxo Tet(K) resistente a tetraciclina. A cepa
utilizada foi fornecida pelo Professor S. Gibbons (Universidade de Londres). A linhagem IS-
58 foi acondicionada em agar sangue para confirmar seu tipo (Laboratérios Difco, Detroit,
Michigan, EUA), e depois transferida e preservada em dois estoques, um em glicerol a -80 °C
e outro em Agar de Infusdo Cardiaca (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA) a 4 °C.

2.1.3 Preparacdo de substancias

O antibidtico tetraciclina e o pirogalol foram diluidos em 1 mL de dimetil sulfoxido
(DMSO) e depois em agua estéril. A clorpromazina (CPMZ) e o brometo de etidio (BrEt) foram
dissolvidos em &gua estéril destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona
(CCCP) foi dissolvido em metanol/agua. Todas as substancias foram concentradas a 1024

pg/mL, armazenadas a -20 °C, e protegidas da luz.
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2.1.4 Preparacao e padronizacéo de inoculos

Para procedimentos microbiolégicos, os inoculos foram preparados utilizando a
metodologia padrdo definida pelo CLSI [25]. As bactérias foram cultivadas em meio sélido
Heart Infusion Agar e mantidos em 37 °C por 24 horas. Em seguida, o inoculo foi preparado
utilizando tubos de ensaio com solucéo salina estéril de acordo com a escala 0,5 Mcfarland

correspondente a 1,5 x 108 UFC (Colony Forming Units).

2.1.5 Ensaios de concentracao inibitéria minima (CIM)

Na realizacdo dos testes de concentracdo inibitéria minima com pirogalol, BrEt e
tetraciclina, foi seguida a metodologia proposta por Javadpour et al. [26] com modificagdes. Os
microtubos do tipo Eppendorf foram preparados com 900 pL de meio de cultura liquido BHI e
100 pL de in6culo bacteriano, resultando em um volume final de 1 mL. As placas de
microdiluicdo foram entdo preenchidas horizontalmente com 100 pL da solucdo final até que a
ultima fila fosse alcancada. Os compostos foram entdo microdiluidos (100 pL) até a penaltima
linha, com a ultima linha correspondendo ao controle de crescimento. As concentragdes
variavam de 512 pg/mL a 8 pg/mL. As placas foram incubadas em uma estufa bacteriolégica a
37 °C por 24 horas, com leituras sendo realizadas através da verificagdo da mudanca de cor do
meio onde o azul corresponde a auséncia de crescimento, e o vermelho a presenca de
crescimento bacteriano, através da adigdo de 20 pL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-
3-um 10-6xido) [25].

2.1.6 Inibicdo da bomba de efluxo pela reducédo da CIM do antibi6tico e do brometo de
etidio (EtBr)

Antibioticos e brometo de etidio foram testados em conjunto com pirogalol em
concentragdes subinibitdrias (CIM/8), o que significa que o valor do CIM foi dividido por oito.
Isto é feito para avaliar o efeito da inibicdo da bomba de efluxo, seguindo o método
desenvolvido por Tintino et al. [27]. Os microtubos do tipo Eppendorf foram preenchidos com
160 pL do indculo, assim como 0s seguintes compostos em concentragdes subinibitorias
(CIM/8): pirogalol (64 pg/mL), CPMZ (101 pg/mL) e CCCP (2 pg/mL), e complementados
com BHI para atingir um volume de 1,6 mL. Ao preparar o controle de modificacdo, 160 pL
do indculo foram adicionados em 1.440 pL de BHI. As placas de microdiluigdo foram
preenchidas, com as linhas G e H correspondentes aos controles de crescimento microbiano.

Os controles de esterilidade foram preparados em placas separadas. Em seguida, foi realizada
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a microdiluicdo com o antibiotico ou brometo de etidio (100 pL). Finalmente, apds 24 h, as

placas foram lidas como descrito anteriormente.

2.1.7 Analise estatistica dos resultados microbioldgicos

Os ensaios antibacterianos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram
expressos como a média das réplicas. Os resultados foram apresentados como a média
geométrica. A analise estatistica de hipoteses foi aplicada usando uma ANOVA bidirecional
seguida pelo teste pos-hoc de Bonferroni usando o software GraphPad Prism 7.0. Os valores de

p=<0.05 foram considerados significativos.

2.2 Testes de dinAmica molecular

2.2.1 Efeito in silico sobre a membrana bacteriana

Uma simulacéo de 700 ns de Dindmica Molecular (DM) também foi realizada para
entender as interagdes do pirogalol (Figura 1) com um modelo de membrana externa de
bactérias em detalhe atomistico. Pesquisas anteriores demonstraram a capacidade da DM de

investigar as interacGes droga-membrana [27-29].

Y

Figura 1: Representacdo da molécula de pirogalol. Os atomos de carbono sdo retratados em
ciano, os oxigenados em vermelho e o hidrogénio sdo representados como esferas brancas.

O bico lipidico de POPG (1-palmitoyl-2-Oleoyl-sn-glycero-3-(phospho-rac-(1
glicerol)) foi construido usando 512 unidades do modelo Kukol [30]. A membrana foi

balanceada usando o protocolo descrito anteriormente [31]. Para reproduzir a concentracao
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experimental da CEPA 1S-58, 130 moléculas do pirogalol foram distribuidas aleatoriamente em
torno de 3,5 A acima da superficie da membrana (Figura 3a). Os parametros do pirogalol para
0 campo de forca GROMOS 54A7 [32] foram adquiridos do Automated Topology Builder
(ATB) Repository 3.0 [33]. O modelo de carga de ponto simples de solvente explicito (SPC)
[34] foi usado para hidratar o sistema e ions de sédio Na+ foram adicionados para neutralizar a
carga liquida da caixa. Depois de minimizar principalmente a energia do sistema em mais de
5000 passos, um passo de tempo de 2 fs foi empregado durante as fases de equilibrio e producéo.
Para toda a simulacdo, a pressao foi mantida constante a 1,0 bar usando o termostato Berendsen
[35] com acoplamento semi-isotropo a cada 0,1 ps. A temperatura foi ajustada para 298 K e foi
controlada com uma constante de tempo de 0,2 ps e um termostato em escala V [36] com
componentes acoplados independentemente. Foram aplicadas condi¢fes de limite periddicas
em todas as direcdes e as interacGes de longo alcance e var der Waals foram manipuladas
usando o corte Verlet de 1,2 nm. As interacGes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas

usando o método Particle-Mesh Ewald (constante dielétrica de 66) [37].

Finalmente, foram examinados os perfis de densidade parcial do sistema, &rea por grupo
de cabeca lipidica, parametros de ordem de deutério e contatos nativos dependentes do tempo.
Este Gltimo foi realizado com a ajuda de um roteiro interno baseado no pacote MDAnalysis
python [38-39]. Todas as outras andlises e simulacGes foram realizadas com o software
GROMACS 2019.4 [40-41]. VMD 1.9.3 foi utilizado para visualizar e gerar imagens de

coordenadas e trajetorias de moléculas [42].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito da atividade antibacteriana intrinseca

Os testes de CIM com a estirpe 1S-58 mostraram um valor de 512 pg/mL para o
pirogalol, indicando relevancia clinica através de sua atividade antibacteriana comprovada

(Tabela 1). O CIM da tetraciclina correspondeu a 128 pg/mL.

Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL de pirogalol e o antibidtico

(tetraciclina). Cepa 1S-58 que carrega a bomba Tet(K).
SUBSTANCE 1S-58

TETRACYCLINE 128 pg/mL

PYROGALLOL 512 pg/mL
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Os compostos isolados tém sido alvo de estudos que avaliam diretamente seu efeito
antibacteriano, bem como seu efeito como modificadores de atividade antibitica, contribuindo
assim para aumentar a eficacia e eficiéncia antibidtica contra cepas bacterianas resistentes a

esses medicamentos [43].

Neste estudo, o pirogalol apresentou um valor CIM de 512 pug/mL, mostrando atividade
antibacteriana direta contra a cepa S. aureus I1S-58 que carrega a bomba de efluxo Tet(K).
Cinthya et al, [44] realizaram testes com esta mesma substancia contra S. aureus e obtiveram o
mesmo valor de CIM (512 pg/mL). Este efeito antibacteriano pode estar associado a
mecanismos de membrana, tais como os relatados por Wang et al. [45], onde 0 composto
fendlico naringenin reduziu a fluidez da membrana de S. aureus, alterando sua composigdo. Em
seu estudo de revisdo, Lima et al. [12] relataram varios mecanismos de a¢do antibacteriana para
polifendis, incluindo mudancas na permeabilidade, danos a membrana, polarizacédo e inibicao

de efluxo.

3.2 Avaliacéo da inibicdo da bomba pelo teste de reducéo CIM

Em testes combinados com o antibi6tico tetraciclina, o pirogalol reduziu o CIM do
antibidtico de 128 pug/mL para 45,25 pg/mL, demonstrando um efeito sinérgico. Entretanto, os
dados obtidos da associacdo do pirogalol com brometo de etidio ndo foram estatisticamente
significativos (Figura 2).

IS-58

150+
Em CONTROL (C)

B CPMZ+C
@ CCCP+C
1 PYROGALLOL +C

*kk%
ckk

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

Geometric Mean of MIC (ug/mL)

Figura 2: Efeito da combinagdo do pirogalol com o antibidtico tetraciclina e brometo de etidio
contra a estirpe 1S-58 portadora da bomba de efluxo Tet(K). Controle(C): antibidtico
Tetraciclina. O Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) e a clorpromazina
(CPM2Z) séo inibidores padrao.
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Os fitoquimicos podem exibir atividade antibacteriana direta e combinada, ajudando a
melhorar a eficacia dos antibioticos existentes [46-47]. Por suas propriedades antimicrobianas
e modificadoras de resisténcia, 0os compostos fendlicos sdo mencionados entre varias
substancias derivadas de plantas [43]. Em seu estudo utilizando substancias desta classe,
Bouquet et al. [48] demonstraram o efeito sinérgico do Xanthohumol, derivado do lupulo
extraido da planta Humulus lupulus, quando combinado com a rifampicina, onde o efeito da

rifampicina era oito vezes maior.

No presente estudo, a acao sinérgica da combinacao do pirogalol com a tetraciclina pode
ser identificada, aumentando assim seu efeito. Entretanto, os dados da associagdo com brometo
de etidio ndo foram estatisticamente significativos, indicando que o mecanismo da bomba de
efluxo ndo foi inibido. Amin et al. [49], em seu trabalho com compostos fendlicos em
combinagdo com antibidticos contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA), demonstraram
que o flavonoide luteolina aumentou o efeito antibacteriano do imipenem, causando danos a
parede celular e a membrana citoplasmatica. Os autores atribuiram este efeito a um sinergismo
previamente observado com antibioticos que atuam inibindo a biossintese da parede celular.
Em seu estudo, Wang et al. [50] descobriram um efeito sinérgico da silibina em combinacéo
com a ciprofloxacina, com o CIM deste antibidtico sendo reduzido em quatro vezes. No mesmo
estudo, a sibilina alterou a expressao das proteinas, possivelmente indicando que 0 mecanismo

da bomba de efluxo nas cepas de MRSA foi inibido.

Além disso, é importante mencionar que 0 mecanismo de acdo dos compostos fendlicos
também pode estar envolvido com a inibi¢do da girase de DNA e inibicdo da proteina quinase,
contribuindo assim também para a inibi¢do da resisténcia das fluoroquinolonas [51-52].

3.3.1 Interacdo com a membrana

A simulacdo da Dindmica Molecular foi realizada para explorar as interagdes do
pirogalol com os fosfolipideos da bicamada celular e para avaliar seu papel nos ensaios
microbioldgicos. As moléculas do pirogalol foram posicionadas acima da superficie da
membrana e ndo interagiram com os fosfolipidios no inicio da simulacdo (Figura 3A). Como
resultado de seus grupos hidroxila (parte hidrofilica), as moléculas fendlicas aproximaram-se
da superficie da membrana e comecaram a interagir com os grupos de cabeca lipidica (também

de caréater hidrofilico).
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Figura 3: Instantaneo do inicio (A), e do fim (B) da simulacdo do pirogalol (ciano) com
membrana POPG (cinza). A regido hidrofilica é representada pela superficie verde, enquanto o
Na+ é representado como esferas amarelas. A agua foi omitida para melhor visualizacéo.
Comparacao dos perfis de densidades numéricas para os 10 primeiros nanossegundos (C) e 0s
10 nanossegundos finais (D). As curvas verde e vermelha (glicerol e grupos PO43-)
correspondem a parte hidrofilica; a linha tracejada preta representa 0 CH3 na regido hidrofébica
da membrana e as esferas pretas denotam as posi¢des médias das moléculas do pirogalol.

Os perfis de densidades numeéricas (Figura 3 C e D) mostraram quase nenhuma diferenca
na avaliacdo dos pontos de inicio e fim da simulacdo. A interacéo do pirogalol no folheto abaixo
foi causada pela periodicidade da caixa do sistema, ndo pela permeacgdo através da membrana.
O pirogalol mostrou grande estabilidade na regido dos grupos lipidicos da cabeca. Esta
estabilidade pode ser associada aos varios contéineres de Na+ apresentados na superficie da
membrana. A carga liquida negativa da superficie do bocal produz uma forte atracéo
eletrostatica para os ions sodio, que também se coordena com os grupos hidroxila do pirogalol.

A Figura 4 apresenta uma evidéncia destas interag0es atraves da simulagéo.
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Da mesma forma, 0 mapa de contato mostra que as moléculas de pirogalol comegaram
na dgua, mas rapidamente se deslocaram para a interface do filtro de agua. Elas continuaram
entdo a interagir com os ions de sodio e grupos de cabegas de lipidios durante a simulacéo.
Finalmente, a area por grupo de cabeca de lipidios e parametros de ordem de deutério (Figura
5) foram calculados para estimar a ordem de perturbacao causada pelo pirogalol na superficie

e nas cadeias da bicamada.
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Figura 4: Andlise de contatos nativos de moléculas de pirogalol com: (A) glicerol do grupo da
cabeca lipidica; (B) ions Na+ ao longo de toda a trajetdria. O corte do raio estava em 3,0 A dos
grupos de glicerol. As estruturas eram salvas a cada 20 fs (total de 700 ns).
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Figura 5: Analise das propriedades dependentes do tempo: (A) Area por grupo de cabeca
lipidica;(B) Parametros de ordem de Deutério para as cadeias de oleil (preto) e palmitoyl
(vermelho). Os quadrados ocos representam os 10 ns iniciais, enquanto os quadrados
preenchidos representam os ultimos 10 ns da simulagé&o.

Ao final da simulac&o, a area por grupo de cabega lipidica teve uma média de 72,2 A?,
0 que corresponde a um aumento de 6,5 % no valor equilibrado [31]. Este aumento esta
associado as moléculas de pirogalol que ocupam espaco entre os grupos de cabeca
fosfolipidicos, aumentando sua separacdo. O pardmetro de ordem indica que ndo ha quase

nenhuma perturbacdo nas cadeias hidrofobicas da bicamada. Isto também era esperado, ja que
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nenhuma molécula de pirogalol era capaz de permear através da membrana. A permeacéo de
drogas frequentemente requer técnicas de amostragem aprimoradas para superar uma barreira
local [53-55]. Os resultados computacionais, quando combinados com o0s ensaios de inibi¢&o
da bomba de efluxo, mostram que o pirogalol ndo causa um transtorno direto na membrana,
nem inibe a bomba de efluxo. As moléculas continuam a interagir somente com a superficie da
membrana, 0 que poderia indicar que elas permanecem presas e ndo se movem para a bomba
de efluxo Tet(K).

4. CONCLUSAO

Neste estudo, o pirogalol mostrou atividade direta contra S. aureus portador da bomba
de efluxo Tet(K), bem como um efeito sinérgico quando combinado com o antibiético. No
pirogalol ndo causou mudancas diretas na membrana no teste de dinamica molecular, ao invés
disso, interagiu apenas com a superficie. Como resultado, mais pesquisas sdo necessarias para
demonstrar o mecanismo de interacdo deste composto, bem como para investigar seu efeito em

outros tipos de bombas de efluxo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

A resisténcia bacteriana ocorre quando micro-organismos como bactérias, se modificam
quando expostos a varios medicamentos antibacterianos de tal forma que o farmaco se torna
ineficaz. O uso por tempo prolongado, a dosagem indevida, a frequéncia e a habilidade de
evolucdo, acarretaram o desenvolvimento de resisténcia contra diversos antibiotico. Bactérias
resistentes com Staphylococcus aureus, sao uma das maiores preocupacées de saude publica no
mundo atualmente, pois as infecgdes causadas por elas, sdo dificeis de tratar devido a maior
duracdo do tratamento e medicamentos caros. Alem disso, os casos de mortalidade ligados a
infeccBes resistentes tém aumentado com o passar dos anos (KABRA et al., 2019;
MARSHALL; LEVY, 2020).

Na busca pela resolugdo desse problema, pesquisadores tém investigado o potencial
antibacteriano de varias substancias. Diversos produtos derivados de plantas sdo citados na
literatura por suas atividades antibacterianas associadas a varios mecanismos de a¢do. Também
sdo mencionadas por auxiliar no aumento do efeito de antibi6ticos ja utilizados (SHIN et al.,
2018). Os compostos fendlicos podem atuar inibindo os fatores de viruléncia bacteriana,
anulando a formacdo de biofilmes, interagindo com a membrana citoplasmatica, revertendo
mecanismos de resisténcia e atraves da inibicdo da biossintese da parede celular
(MIKLASINSKA-MAJDANIK et al., 2018; PORRAS et al., 2020).

Como ja mencionado na literatura os compostos fendlicos possuem um grande potencial
antibacteriano, mediado por varios mecanismos de a¢do. A quercetina e o pirogalol pertencem
a esta classe de metabolitos secundarios e ja tiveram seu efeito antibacteriano evidenciado. Essa
acdo pode estar relacionada com a inibicdo de mecanismos de resisténcia como as bombas de
efluxo. Nesse estudo, os compostos fenolicos quercetina e pirogalol apresentaram atividade
direta contra a cepa de Sthaphylococcus aureus 1S-58, apresentando o valor de 512 pg/mL. A
emodina extraida da planta Rhamnus alaternus L. conhecida como aderno-bravo, apresentou
atividade antibacteriana inibindo o crescimento de MRSA com a CIM no valor de 15,63 ug/mL
(KEOUK et al., 2021). Kepa e colaboradores (2018), em seu estudo com o &cido cafeico com
a cepa de S. aureus ATCC 25923, obtiveram o valor da CIM de 256 pg/mL.

Quando tratamos da atividade potencializadora de farmacos antibacterianos, a

guercetina potencializou os efeitos dos antibidticos tetraciclina, eritromicina e norfloxacino e
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reduziu a concentragdo inibitoria minima do BrEt, o que evidencia a inibicdo das bombas de
efluxo Tet(K) e NorA. O pirogalol atuou na potencializagéo da tetraciclina. O composto
fendlico filantina isolado do extrato etandlico das folhas de Phyllanthus amarus Schumach. &
Thonn, conhecida como quebra-pedra, demostrou associacdo sinérgica com o antibidtico
norfloxacino reduzindo sua CIM de 64 pg/mL para 12,07 pg/mL. O mesmo sinergismo foi
verificado na combinagdo com o BrEt, evidenciando a inibi¢do da bomba NorA (RIBEIRO et
al., 2019).

No estudo de Sing e colaboradores (2017), a boeravinona B reduziu os valores da CIMs
do ciprofloxacino nas duas cepas de S. aureus testadas 1199B e 1199. A reducédo da CIM do
BrEt na cepa SA-1199B também foi verificada, indicando a inibicdo da bomba de efluxo NorA.
Eumkeb et al. (2010), demostrou em seu trabalho que a combinagdo da quercetina com a
amoxicilina inibiu a sintese de peptideoglicanos na membrana celular bacteriana, contribuiu
inibindo a atividade da B-lactamase aumentando a permeabilidade da membrana e reduziu os
acidos graxos. Alguns compostos fenolicos podem interferir na producdo de energia necessaria
para a expulséo das substancias toxicas da célula bacteriana, inibir as bombas de efluxo através

dainibicdo da expressao do RNA mensageiro ou pela ligacdo com a proteina (LAN et al., 2021).

Nos ensaios in silico, a interacdo entre a quercetina e a proteina de efluxo NorA,
acontece pela formacéo de uma ligacao de hidrogénio que proporciona uma maior estabilidade.
Sing et al. (2017) verificou em seu estudo de modelagem molecular com a bomba NorA, que a
boeravinona B liga-se aos residuos de 1le23 e Glu222 da bomba através de uma ligacdo de
hidrogénio constituida por grupos fendlicos hidroxilicos. No caso do pirogalol, sua interacao

ocorreu apenas com a superficie da membrana bacteriana.

Os achados desse estudo podem contribuir na buscar por substancias que possam
potencializar antibidticos ja existentes, pois tanto a quercetina como o pirogalol demostraram
esse efeito na associacdo com antibidticos. Quanto a inibicdo do mecanismo de bomba de
efluxo, a quercetina se mostrou mais efetiva, inibindo as bombas Tet(K) e NorA de S. aureus,
indicando que esse composto fendlico poderia contribuir como um coadjuvante na reversao da

resisténcia bacteriana por bomba de efluxo.

82




5.2 CONCLUSOES GERAIS

Os objetivos que direcionaram esse estudo contribuiram com as seguintes conclusdes:

X/

% Quercetina e pirogalol, demostraram atividade direta contra cepas de
Staphylococcus aureus portadoras de bombas de efluxo. Esses compostos também
atuam potencializando alguns antibioticos, aumentando seus efeitos;

% O composto fendlico quercetina reduziu a concentracdo do brometo de etidio,
revertendo a resisténcia bacteriana pela inibicdo das bombas de efluxo NorA e
Tet(K);

% O mecanismo de interacdo entre a quercetina e a proteina NorA ocorre pela
formagéo de uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxila da quercetina e a
cadeia lateral serinal38, proporcionando estabilidade extra ao complexo
quercetina/NorA;

¢+ O composto pirogalol ndo inibe 0 mecanismo de resisténcia estudado, mas causa

efeito na membrana auxiliando na entrada do antibi6tico, o que justifica o efeito de

potencializagdo antibiotica.

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

E esperada a realizacdo de testes com a metodologia de PCR Quantitativo em Tempo
Real (RT-qPCR), para verificar se a quercetina atua na redugdo da expressao dos genes das
bombas de efluxo NorA e Tet(K), corroborando com os resultados de inibicdo do mecanismo
de resisténcia obtidos nesse estudo. Testes de inibicdo de bomba de efluxo em um sistema vivo

também seriam interessantes.

Devido a quercetina e o pirogalol apresentarem efeito potencializador em combinagéo
com os antibidticos utilizados, um ensaio de checkerboard pode ser feito para verificar o efeito
individual do farmaco e a associagdo com 0s compostos testados, confirmado a agéo sinérgica
demostrada. Os compostos fendlicos sdo citados na literatura por causarem dano a membrana
bacteriana, a Microscopia Eletrénica de Transmissdo poderia ser usada para verificar se a

quercetina e o pirogalol agem através desse mecanismo.

Poderiam ser realizadas também modificagdes por adi¢cdo de grupos quimicos nos

compostos testados, contribuindo assim para a melhoria do efeito dos mesmos.

Muitos compostos fenolicos sdo muito encontrados em alimentos comumente inseridos
na dieta humana. Mas ainda é necessaria a realizacdo de testes de toxicidade in vivo para a

avaliacdo do perfil toxico da quercetina e do pirogalol.
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Novos testes com intuito de verificar se a quercetina e o pirogalol podem inibir outros
tipos de bombas de efluxo tanto em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas,

deveriam ser realizados.
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7 ANEXOS e APENDICES

7.1 APENDICES
7.1.2 Metodologia estendida (METHODX)

% Testes microbioldgicos

e Substancias

Para o andamento do estudo, foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. Ltd. (San Luis,
Missouri, EUA) as seguintes substancias: os antibidticos (eritromicina, norfloxacino e
tetraciclina), cianeto de carbonilo m-clorofenil hidrazona - CCCP, brometo de etidio (EtBr), e

pirogalol. A Clorpromazina (CPMZ) foi adquirida da Aché (Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil).

Os meios de cultura utilizados foram: Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Detroit,
Michigan, EUA) e Brain Heart Infusion (BHI, KASVI - Produtos e Equipamentos de
Laboratorio, Séo José dos Pinhais, Parand, Brasil). Todos foram preparados na concentracdo a
10 %.

e Estirpes

Nos testes foram utilizadas as seguintes linhagens de S. aureus: RN-4220 possuindo o
plasmideo pUL5054 (bomba de efluxo MsrA); 1S-58, dotado com o plasmideo PT181 portador
do gene da proteina efluxo TetK, resistente a tetraciclina; SA-1199B resistente a tensdo de
fluoroquinolonas hidrofilicas via proteina de efluxo NorA e a cepa selvagem SA-1199. As
linhagens foram doadas pelo Professor S. Gibbons (Universidade de Londres). Todas foram
inicialmente mantidas em agar sangue para confirmar seus respectivos tipos (Laboratdrios
Difco Ltda., Brasil) e depois transferidas e mantidas em dois estoques, um em Agar Infuséo
Cardiaca (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA) a 4 °C e outra em glicerol a -80 °C.

e Preparacdo de substancias

Os antibidticos foram usados de forma especifica para as bombas de cada linhagem:
eritromicina para a bomba MsrA (RN4220); tetraciclina para a bomba TetK (IS-58); e
norfloxacino para a bomba NorA (1199B) e para a cepa do tipo selvagem (1199). Os
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antibioticos, a quercetina e o pirogalol, foram diluidos em 0,5 mL de dimetil sulféxido (DMSO)
e depois em &gua estéril. A clorpromazina (CPMZ) e o brometo de etidio (EtBr) foram
dissolvidos em agua estéril destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona
(CCCP) foi dissolvido em metanol/agua. Todas as substancias foram concentradas a 1024

pg/mL, armazenadas a -20 °C e protegidas da luz.

e Preparacéo e padronizacdo de indculos

Os inoculos foram preparados utilizando a metodologia padrdo definida pelo CLSI
(2015). As bactérias foram cultivadas em meio sélido Heart Infusion Agar slants e mantidos
em 37 °C por 24 horas. Em seguida, o in6culo foi preparado utilizando tubos de ensaio com
solucdo salina estéril de acordo com a escala 0,5 Mcfarland correspondente a 1,5 x 102 UFC

(Colony Forming Units).

e Ensaios de concentracdo inibitoria minima (CIM)

Na realizacdo dos testes de concentragdo inibitéria minima com pirogalol, quercetina,
brometo de etidio, inibidores padrfes (clorpromazina e CCCP) e antibi6ticos, foi seguida a
metodologia proposta por Javadpour et al. (1996) com modificacdes. Os microtubos do tipo
Eppendorf foram preparados com 900 pL de meio de cultura liquido BHI e 100 pL de indculo
bacteriano, resultando em um volume final de 1 mL. As placas de microdilui¢cdo foram entéo
preenchidas horizontalmente com 100 pL da solucéo final até que a Gltima fila fosse alcangada.
Os compostos foram entdo microdiluidos (100 pL) até a penaltima linha, com a Gltima linha
correspondendo ao controle de crescimento. As concentraces variavam de 512 pg/mL a 8
pg/mL. As placas foram incubadas em uma estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas, com
leituras sendo realizadas através da verificagdo da mudanca de cor do meio onde o azul
corresponde a auséncia de crescimento, e 0 vermelho a presenca de crescimento bacteriano,
através da adicdo de 20 pL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-um 10-6xido) (CLSI,
2015).
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¢ Inibicdo da bomba de efluxo pela reducéo da CIM do antibiotico e do brometo de etidio
(EtBr)

Os antibidticos, os inibidores e brometo de etidio foram testados em associagcdo com
pirogalol e a quercetina em concentracdes subinibitdrias (CIM/8), o que significa que o valor
do CIM foi dividido por oito. Isto é feito para avaliar o efeito da inibi¢cdo da bomba de efluxo,
seguindo o método desenvolvido por Tintino et al. [27]. Os inibidores CCCP e Clorpromazina,
séo utilizados para evidenciar a presenga do mecanismo de bomba de efluxo. Os microtubos do
tipo Eppendorf foram preenchidos com 160 uL do in6culo, com as substancias mencionadas
anteriormente em concentracdes subinibitorias e complementados com BHI para atingir um
volume de 1,6 mL. Ao preparar o controle de modificagdo, 160 pL do in6culo foram
adicionados em 1.440 pL de BHI. As placas de microdiluigdo foram preenchidas, com as linhas
G e H correspondentes aos controles de crescimento microbiano. Os controles de esterilidade
foram preparados em placas separadas. Em seguida, foi realizada a microdiluicdo com o
antibidtico ou brometo de etidio (100 pL). Finalmente, ap6s 24 h, as placas foram lidas como

descrito anteriormente.

e Analise estatistica dos resultados microbiologicos

Os testes antibacterianos foram feitos em triplicata. Os resultados foram expressos como
a média das réplicas e apresentados como a média geométrica. A analise estatistica de hipdteses
foi aplicada usando uma ANOVA bidirecional, em seguida foi realizado o teste pés-hoc de
Bonferroni usando o software GraphPad Prism 7.0. Os valores de p<0.05 foram considerados

significativos.

¢+ Ensaios de Docagem Molecular com a bomba de efluxo NorA

e Previsdo da estrutura NorA 3D e identificacdo de potenciais bolsas de encadernacéo

de efluxo

No presente estudo, foram obtidas no formato FASTA através dos recursos do NCBI, a
sequéncia proteica para NorA e todas as outras proteinas similares (PDB ID: 1PV4, 1PV7,

3WDO, 2GFP). A identidade sequencial de todas as proteinas e a sequéncia NorA foi de 6,89
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%, 5,87 %, 14,80 % e 3,47 % de identidade, respectivamente. Foi obtida usando MODELLER
9,17v (WEBB; SALI, 2014) encontrada no servidor ModWeb (https://modbase.compbio.ucsf.
edu/modweb/) utilizando a estrutura cristalogréfica do YajR, a previsdo dos segmentos

transmembrana da sequéncia NorA.

O transportador de Escherichia coli [PDB ID: 3WDO] foi utilizado como modelo. A
estrutura de forma final foi reconhecida usando o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1993) em Ramachandran Plot. A estrutura proteica NorA modelada por homologia de solvente
implicita no programa Quimera usando AMBER 8 (PETTERSEN et al., 2004) campo de forcga
ff99. A topografia estrutural dos bolsos e cavidades pode ser promovida pelo servidor CASTP
(http://cast.engr.uic.edu) com um valor padréo de 1,4 Angstroms do raio da sonda. Foram
utilizados inibidores potenciais NorA através da identificacdo dos principais residuos
responsaveis pelas interacGes de ligacdo, para obter uma melhor compreensdo da base
molecular das afinidades de ligacdo da NorA (DUNDAS et al., 2006). Compostos com boas
pontuagOes de acoplamento foram identificados como compostos afetados pela atividade
inibitoria da NorA.

e Estudos de acoplamento de receptores NorA em sua estrutura 3D prevista

Para os célculos da docagem, foi utilizado o DockingServer (BIKADI et al., 2009). As
cargas parciais de Gasteiger foram adicionadas aos atomos de ligante. Os atomos de hidrogénio
ndo-polares foram misturados e os vinculos rotativos foram definidos. Foram feitos calculos
sobre 0 modelo de proteina com contetdo de quercetina. Com a ajuda das ferramentas
AutoDock, os atomos essenciais de hidrogénio, as cargas do tipo &tomo Kollman e a solvatacéo
parametros foram adicionados. A grade de mapas de afinidade de pontos de 0,5 A e
espacamento de 0,375 A foram gerados usando o programa Autogrid (MORRIS et al., 1998).
No célculo de Van der Waals e nos termos eletrostaticos, foram utilizadas as func¢Ges de set-
parameter e dielétrico dependente da distancia da AutoDock, respectivamente. As simulacdes
de acoplamento foram realizadas utilizando o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) e o
método de busca local Solis e Wets. (1981). A definigdo da posicéo inicial, orientacdo e tor¢oes
das moléculas de ligante foram aleatorias. Todas as tor¢Oes rotativas foram liberadas durante a
acoplagem. Cada experiéncia de acoplamento foi derivada de 10 corridas diferentes que foram
definidas para terminar ap6s um méaximo de 250.000 classifica¢fes de poténcia. O tamanho da
populacéo foi ajustado para 150. Durante o teste, foram aplicados um passo translacional de 0,2

A e passos de torcio de 5.
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«» Testes de Dinamica Molecular

e Efeito in silico sobre a membrana bacteriana

Para entender as interagdes do pirogalol com um modelo de membrana externa de
bactérias em detalhe atomistico, uma simulacdo de 700 ns de Dinamica Molecular (DM)
também foi realizada. Estudos realizados anteriormente demonstraram a capacidade da DM de
investigar as interacOes de drogas e outras substancias com membranas bacterianas (BURTON
etal., 2013; SILVA et al., 2017 TINTINO et al., 2020).

O bico lipidico de POPG (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-(phospho-rac-(1 glicerol))
foi construido usando 512 unidades do modelo (KUKOL, 2009). O balanceamento da
membrana foi realizado usando o protocolo descrito anteriormente (DA HORA et al., 2016).
130 moléculas do pirogalol foram distribuidas aleatoriamente em torno de 3,5 A acima da
superficie da membrana para reproduzir a concentracdo experimental da CEPA 1S-58. Os
parametros do pirogalol para o campo de forca GROMOS 54A7 (SCHMID et al., 2011) foram
adquiridos do Automated Topology Builder (ATB) Repository 3.0 (STROET et al., 2018). O
modelo de carga de ponto simples de solvente explicito (SPC) (HERMANS et al., 1984) foi
usado para hidratar o sistema e ions de sodio Na+ foram adicionados para neutralizar a carga
liquida da caixa. Um passo de tempo de 2 fs foi empregado durante as fases de equilibrio e
producdo, depois de minimizar principalmente a energia do sistema em mais de 5000 passos.
Durante toda a simulagéo, a pressdo foi mantida constante a 1,0 bar usando o termostato
Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com acoplamento semi-istropo a cada 0,1 ps. A
temperatura foi ajustada para 298 K e foi controlada com uma constante de tempo de 0,2 ps e
um termostato em escala V (BUSSI et al., 2007) com componentes acoplados
independentemente. Condi¢des de limite periddicas foram aplicadas em todas as direcdes e as
interacdes de longo alcance de Var Der Waals foram manipuladas usando o corte Verlet de 1,2
nm. As interacOes eletrostaticas de longo alcance foram passaram por tratamento usando o
método Particle-Mesh Ewald (constante dielétrica de 66) (DARDEN et al., 1993).

Foram examinados os perfis de densidade parcial do sistema, area por grupo de cabeca
lipidica, pardmetros de ordem de deutério e contatos nativos dependentes do tempo. Este altimo
passo foi feito com a ajuda de um roteiro interno baseado no pacote MDAnalysis python
(MICHAUD-AGRAWAL etal., 2011; GOWERS et al., 2016). O software GROMACS 2019.4
foi usado para todas as outras analises e simulacbes (ABRAHAM et al., 2015; 2019). Para
visualizar e gerar imagens de coordenadas e trajetorias de moléculas, 0 VMD 1.9.3 foi utilizado
(HUMPHREY et al., 1996).
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7.2 ANEXO
7.2.1 Producéo cientifica vinculada ao doutorado
e Primeiro artigo

> Enhancement of the antibiotic activity by quercetin against Staphylococcus aureus

efflux pumps.
Journal of Bioenergetics and Biomembranes (2021) 53:157-167. (Springer)

https://doi.org/10.1007/s10863-021-09886-4

Journal of Bioenergetics and Biomembranes (2021) 53:157-167
https://doi.org/10.1007/510863-021-09886-4

Check for
Updatos

Enhancement of the antibiotic activity by quercetin
against Staphylococcus aureus efflux pumps

Joycy F. S. dos Santos ' - Saulo R. Tintino” - Ana R. P. da Silva® - Cristina R. dos S. Barbosa' - Jackelyne R. Scherf' -
Zildene de S. Silveira' - Thiago S. de Freitas? - Luiz J. de Lacerda Neto' - Luiz M. Barros” - Irwin Rose de A. Menezes® -
Henrique D.M. Coutinho?* . José P. Siqueira-Junior® - Francisco A.B. Cunha’

e Segundo artigo
> Indirect inhibitory activity of pyrogallol Against the Tet(K) efflux pump by a

membrane effect: in vitro and in silico approach.
Process Biochemistry (2021) 17: 138-144. (Elsevier)

https://doi.org/10.1016/j.procbio.2021.05.019

Contents lists available at ScienceDirect

Process Biochemistry

journal homepage: www.elsevier.com/locate/procbio

Check for

Indirect inhibitory activity of pyrogallol against the Tet(K) efflux pump by a [ %&s
membrane effect: In vitro and in silico approach

Joycy F.S. dos Santos?, Nair S. Macédo °, Darcio L. de Sousa Jiinior ?, Cristina R.B. dos Santos?,

Saulo R. Tintino ¢, Gabriel C.A. da Hora, Maria C.P. Lima ®, Henrique D.M. Coutinho “*,
Francisco A.B. da Cunha®

105



https://doi.org/10.1007/s10863-021-09886-4
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2021.05.019

7.2.2 Producéo cientifica ndo vinculada ao doutorado

> Cytoprotective effect of Eugenia uniflora L. Against the waste contaminant mercury

chloride.
Arabian Journal of Chemistry (2019)

https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2016.04.018

King Saud University

Arabian Journal of Chemistry

King Saud University

www.ksu.edu.sa \ :um:n/
www.sciencedirect.com ==

ORIGINAL ARTICLE

Cytoprotective effect of Eugenia uniflora L. against () cons
the waste contaminant mercury chloride

Francisco A.B. Cunha™", Antonio I. Pinho ™", Joycy F.S. Santos*,

Celestina E. Sobral-Souza ©, Rosimeire S. Albuquerque ©, Edinardo F.F. Matias®,
Nadghia F. Leite, Saulo R. Tintino ¢, Jos¢ G.M. Costa®, Aline A. Boligon”,
Emily P. Waczuk ", Jodo B.T. Rocha”, Thais Posser ", Henrique D.M. Coutinho “*,
Lucindo J. Quintans-Jinior , Jeferson L. Franco”

> 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.

https://doi:10.3390/molecules25092103

106



https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2016.04.018
https://doi:10.3390/molecules25092103

Jed imolecules MoPY

Article

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

Zildene de Sousa Silveira "*{, Nair Silva Macédo (7, Joycy Francely Sampaio dos Santos {7,
Thiago Sampaio de Freitas 3(, Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa (),

Darcio Luiz de Sousa Junior 1, Débora Feitosa Muniz 3, Ligia Claudia Castro de Oliveira 1D,

José Pinto Siqueira Junior *(2, Francisco Assis Bezerra da Cunha '9,
Henrique Douglas Melo Coutinho **{, Valdir Queiroz Balbino % and Natalia Martins >%*

> Effect of Carvacrol and Thymol on NorA efflux pump inhibition in multidrug-resistant

(MDR) Staphylococcus aureus strains.
Journal of Bioenergetics and Biomembranes (2021) 53:489-498.

https://doi.org/10.1007/s10863-021-09906-3

Journal of Bioenergetics and Biomembranes (2021) 53:489-498
https://doi.org/10.1007/510863-021-09906-3

™

Check for
Updates

Effect of Carvacrol and Thymol on NorA efflux pump inhibition
in multidrug-resistant (MDR) Staphylococcus aureus strains

Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa’ - Jackelyne Roberta Scherf' - Thiago Sampaio de Freitas? -

Irwin Rose Alencar de Menezes? - Raimundo Luiz Silva Pereira? - Joycy Francely Sampaio dos Santos’ -

Sarah Silva Patricio de Jesus' - Thais Pereira Lopes’ - Zildene de Sousa Silveira’ -

Cicera Datiane de Morais Oliveira-Tintino® - José Pinto Siqueira Jinior® - Henrique Douglas Melo Coutinho® -
Saulo Relison Tintino® - Francisco Assis Bezerra da Cunha’

Received: 3 May 2021 / Accepted: 14 June 2021 / Published online: 22 June 2021
© The Author(s), under exclusive licence to Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2021

> Evaluation of isoeugenol in inhibition of Staphylococcus aureus efflux pumps and

their toxicity using Drosophila melanogaster model.
Life Sciences (2021) 285: 119940.

https://doi.org/10.1016/j.1fs.2021.119940

107



https://doi.org/10.1007/s10863-021-09906-3
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2021.119940

Microbial Pathogenesiz 164 (2022) 105456

Contents lists available at ScienceDirect

MICROBIAL
PATHOGENESIS

Microbial Pathogenesis

P

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/micpath

Antibacterial activity of eugenol on the 1S-58 strain of Staphylococcus aureus
resistant to tetracycline and toxicity in Drosophila melanogaster

Suieny Rodrigues Bezerra®, Antonio Henrique Bezerra®, Zildene de Sousa Silveira ®P,
Nair Silva Macedo *°, Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa *°, Debora Feitosa Muniz d
Joycy Francely Sampaio dos Santos ™, Henrique Douglas Melo Coutinho ©

Francisco Assis Bezerra da Cunha >

* Laboratory of Bioprospecting in the Semi-Arid and Alrernarive Methods (LABSEMA), Regional University of Gariri - URCA, Crato, 63105-000, CE, Brazil
® Biological Sciences Pos Graduate Program - PPGCB, Federal University of Pernambuco - UFPE, Recife, 50670-901, PE, Brasil

© Biological Chemistry Pes Graduate Program, Regional University of Cariri - URCA, Crato, 63105-000, CE. Brazil
4 Labaratery of Microbiology and Molecular Biology (LMBM), Regional University of Cariri - URGA, Crata, 63105-000, GE, Brazil

> HPLC — DAD analysis and antimicrobial activities of Spondias mombin L.

(Anacardiaceae).
3 Biotech. (2022) 12(3): 61.

https://doi.org/10.1007/s13205-022-03126-1

3 Biotech (2022} 12:61
https://doi.org/10.1007/513205-022-03126-1

ORIGINAL ARTICLE t.)

Check for
updates

HPLC-DAD analysis and antimicrobial activities of Spondias mombin
L. (Anacardiaceae)

Maria Audilene de Freitas' - Rafael Pereira da Cruz? - Antonia Thassya Lucas dos Santos? -

José Weverton Almeida-Bezerra? - Antonio Judson Targino Machado? - Joycy Francely Sampaio dos Santos? -
Janaina Esmeraldo Rocha? - Aline Augusti Boligon? - Camila Fonseca Bezerra' - Thiago Sampaio de Freitas? .

Maria Karollyna do Nascimento SilvaZ - Ana Cleide Alcantara Morais Mendonca? - José Galberto Martins da Costa? -
Henrique Douglas Melo Coutinho?® . Francisco Assis Bezerra da Cunha? - Jaime Ribeiro Filho* -

Maria Flaviana Bezerra Morais-Braga?

Received: 15 March 2021 / Accepted: 23 January 2022
© King Abdulaziz City for Science and Technology 2022

» Evaluation of isoeugenol in inhibition of Staphylococcus aureus efflux pumps and

their toxicity using Drosophila melanogaster model Microbial Pathogenesis.

Life Sciences 285 (2021) 119940.

108



https://doi.org/10.1007/s13205-022-03126-1

https://doi.org/10.1016/j.1fs.2021.119940

Life Sciences 285 (2021) 119940

Contents lists available at ScienceDirect

Life Sciences

{ joumal homepage: www .elsevier.com/locate/lifescie

ELSEVIEL

Evaluation of isoeugenol in inhibition of Staphylococcus aureus efflux pumps &&=

and their toxicity using Drosophila melanogaster model

Darcio Luiz de Sousa Jinior®, Paula Patricia Marques Cordeiro ?,

Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa®, Débora Feitosa Muniz b Zildene de Sousa Silveira®,
Nair Silva Macedo °, Luiz Jardelino de Lacerda Neto®, Thiago Sampaio de Freitas 4

Joyey Francely Sampaio dos Santos®, Henrique Douglas Melo Coutinho ™",

Ligia Claudia Castro de Oliveira®, Francisco Assis Bezerra da Cunha®

* Semiarid Bioprospecting Laboratory, Department of Biological Chemistry, Regional University of Cariri, Crato, Ceard, Brazil

® Microbiology and Molecular Biology Laboratory, Department of Biological Chemistry, Regional University of Cariri, Crato, Geard, Brazil

 Graduate Program in Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil
4 simulation and Molecular Spectroscopy Laboratory, Department of Biological Chemisiry, Regional University of Cariri, Crato, Ceard, Brazil

» Antibacterial Activity of the Pyrogallol against Staphylococcus aureus Evaluated

by Optical Image.
Biologics 2022, 2(2), 139-150.

https://doi.org/10.3390/biologics2020011

biologics m\"fy

Article
Antibacterial Activity of the Pyrogallol against Staphylococcus
aureus Evaluated by Optical Image

Ligia C. C. Oliveira 1 Francisco A. A. Rodrigues 2 Cristina Rodrigues dos Santos Barbosa 3
Joycy Francely Sampaio dos Santos 3, Nair Silva Macédo *(2, Zildene de Sousa Silveira 4,

Henrique Douglas Melo Coutinho L+ and Francisco Assis Bezerra da Cunha 3

Laboratory of Spectmzmalyrical, Biological and Environmental Chemistry—LEQBA,
Department of Biological Chemistry, Regicmﬂl University of Cariri, Crato 63105-000, Brazil;
ligiaclaudia@yahoo.com.br

2 Science and Technology Center, Universidade Federal do Cariri—UFCA, Juazeiro do Norte 63048-080, Brazil;

alixandre.avila@ufca.edu.br
3 Laboratory of Einpmspectinn of Semiarid and Alternative Methods—LABSEMA,
Department of Biological Chemistry, Regional University of Cariri, Crato 63105-000, Brazil;
cristina.rodrigues@urca.br (C.R.d.5.B.); joycy.sampaio22@gmail.com (J.ES.d.5.);
cunha.urca@gmail.com (FA.B.d.C)
4 Graduate Progmm in Bio]ugica] Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife 50670-901, Brazil;
naiirmacedo@gmail.com (N.S.M.); zildenesousal5@gmail.com (£.d.5.5.)
Correspondence: hdmeoutinho@urca.br

109


https://doi.org/10.3390/biologics2020011

