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Resumo:

A resisténcia bacteriana é uma problematica mundial e de grande importancia,
devido a resisténcia das bactérias frente ao uso indiscriminado dos antibioticos.
Desse modo, a utilizacéo de produtos naturais associados a antibiéticos tem se
mostrado uma alternativa promissora. Tem-se como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana e inibidora de bombas de efluxo do Isopulegol frente a
Staphylococcus aureus. Serdo utilizados os antibiéticos norfloxaxina (para
bomba de efluxo NorA) e ciprofloxacina (para bomba de efluxo MepA), o
inibidor padrdo de bomba Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone
(CCCP), o Isopulegol e o brometo de etidio. Serdo utilizadas cepas de S.
aureus que sao portadoras das bombas de efluxo. E espera-se obter valores
promissores e estatisticamente significantes em relagdo a substancia
Isopulegol frente as bombas de efluxo NorA e MepA presentes em S. aureus.
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1. Introducéo
A resisténcia bacteriana frente aos antibiéticos é tida como um processo

biolégico natural, originado a partir do uso destes medicamentos para o
tratamento de infeccdes e que, devido a utilizacdo de antibidticos de maneira
indiscriminada e insensata, tem aumentado notavelmente em todo o mundo,
tornando-se um problema de saude publica (PRATES et al.,, 2020). Essa
resisténcia jA é uma realidade global e que nos ultimos vinte anos, houve
resisténcia de cepas muito perigosas como: Staphylococcus aureus (S.
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aureus), Klebsiella pneumoniae, e Pseudomonas aeruginosa (ALARCO, 2014;
PIEROZAN et al., 2009). No caso da bactéria Escherichia coli, sua espécie
possui reservatorios que contém genes de resisténcia aos antimicrobianos
(KORB et al., 2013). Os procariotos do tipo Staphylococcus aureus, possuem
mecanismos de defesas que conseguem atuar contra alguns farmacos (LIMA
et al., 2015). Para controlar a resisténcia bacteriana por meio de bombas de
efluxo se tem utilizado a associacdo de antibiéticos com substancias capazes
de inibir estas bombas. Existem diversas substancias de origem natural e
sintética que ja foram identificadas como inibidores de bombas de efluxo.
(STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007; PRASCH & BUCAR, 2015).

Para mitigar essa problemética, existem varios estudos que relatam o
uso de produtos naturais e seus Oleos essenciais como substancias
antimicrobianas. Estas substancias sdo derivadas do metabolismo secundario
das plantas, por exemplo, os flavonoides, terpenos, sesquiterpenos, taninos e
alcaloides (TINTINO, 2018). Durante as Ultimas décadas, varios compostos
derivados de planta juntos de seu principio ativo foram analisados,
apresentando atividade fitoquimica e antibacteriana significativa (SHARMA;
GUPTA; PATHANIA, 2019). Salienta-se a importancia dos Oleos essenciais
dentre esses produtos, uma vez que sua utilizagdo se torna um potencializador
na confeccdo de muitos farmacos, como, por exemplo, antibidticos. Ja que os
mesmos apresentam compostos quimicos que sdo capazes de combater com
alguns patégenos (CARVALHO et al., 2014). Dentre 0s compostos existentes
nas plantas com potencial de estudo, pode-se citar o isopulegol (SOLER,;
DELLACASSA; MOYNA, 1986). Essa substancia € um monoterpeno pode ser
encontrado em varios O6leos essenciais de diversas espécies, sendo
responsavel por diversas atividades biologicas (ALCANTARA et al., 2010).

A resisténcia dos micro-organismos ameaca a prevencgao e o tratamento de
um conjunto cada vez maior de doencas. Essa resisténcia a antibioticos €
preocupante e progressiva tendo em vista que o0 micrébio uma vez exposto ao
antibidtico, para o0s que resistiram, geralmente apresentam alguma
caracteristica genética incumbida por sua sobrevivéncia de forma que sua
descendéncia é de igual modo resistente.

2. Objetivo

Pretende-se com o presente trabalho, avaliar a atividade antibacteriana
e inibicdo de bombas de efluxo em Staphylococcus aureus do monoterpeno
isopulegol.
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3. Metodologia

Serdo utilizados os antibiéticos norfloxacina (para bomba NorA) e
ciprofloxacina (para bomba MepA), o inibidor padrdao Carbonyl Cyanide m-
ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP), o isopulegol e o brometo de etidio, obtidos
da SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. Um total de 10 mg dos antibidticos e
do isopulegol seréo inicialmente diluidos em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e
depois em 8.765 pL de agua destilada estéril, atingindo a concentracéo de
1024 pg/mL. O brometo de etidio (10 mg) serd diluido apenas em &gua
destilada estéril até atingir concentragdo de 1024 ug/mL, e o CCCP (10 mg)
sera diluido em uma solucdo de agua destilada estéril e metanol (1:1) até
atingir a mesma concentracdo dos outros produtos. Serdo utilizadas as cepas
de S. aureus portadoras de bomba de efluxo demonstradas na Tabela 1. As
cepas foram gentilmente cedidas pelo Prof. S. Gibbons (University of London) e
serdo armazenadas no Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular —
LMBM/URCA. Todas as cepas serdo inicialmente mantidas em agar sangue
para comprovar o tipo de cepa (Laboratorios Difco Ltda., Brazil), depois
transferidas para o estoque. Sendo mantidas em dois estoques: um em Heart
Infusion Agar (HIA, Difco) a 4° C outro mantido em glicerol em freezer -80 °C.

Tabela 1. Cepas de S. aureus portadoras de bomba de efluxo utilizadas

Linhagem Proteina (Classe ou Antibiético)

1199B NorA (Norfloxacina)
1199 (Selvagem)

K2068 MepA (Ciprofloxacina)

A partir das col6nias bacterianas cultivadas e crescidas, apds o periodo
determinado, serdo preparados 0s respectivos inéculos, colocando-se as
bactérias em tubos de ensaio contendo 5 ml de solucédo salina estéril (0,9%
NaCl). Os tubos contendo as suspensdes serdo levados ao agitador vortex e
terdo a turbidez comparada a escala de McFarland, que corresponde a 105
UFC (Unidades Formadoras de Col6nias).

Os ensaios da CIM serdo realizados em série 1:1 através da técnica de
microdiluicdo em caldo utilizando placas esterilizadas com 96 pocos (NCCLS,
2003). Sera preparado o meio de distribuicdo em eppendorfs utilizando 100 uL
dos respectivos indculos e 900 uL do meio de cultura liquido BHI. O conteudo
do eppendorf sera transferido para placa de microdiluicdo. A préxima etapa
sera a realizacdo da microdiluicdo das substancias (isopulegol e CCCP), com
concentracdo de 1024 pg/mL, sendo 100 pL nesse meio até penultima
cavidade. Como a ultima cavidade trata-se do controle de crescimento, ndo
sera adicionada. As concentragfes finais das amostras no meio de cultura
serdo de 512 a 8 pg/mL. Os testes serdo realizados em triplicata e as placas
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serdo incubadas a 35 + 2 °C, durante 24h. Apds esse periodo, as placas serdo
reveladas com corante especifico, a resazurina. Considera-se positivo para 0s
pPOCOS que nao apresentaram crescimento microbiano, ou seja, permaneceram
com a coloracdo azul e negativa 0os que obtiveram coloragdo vermelha
(SALVAT et al, 2001).

Para a realizacdo desse teste, em cada tubo eppendorf sera utilizado
caldo BHI a 10%, 150 pl do in6culo de cada cepa e um volume de cada
composto (isopulegol e CCCP) correspondente a concentragdo sub-inibitoria
(CIM/8). Os controles de modulacdo serdo preparados utilizando-se apenas
1350 pl do meio BHI 10% e 150 pul do in6culo. Os contetdos dos tubos serdo
distribuidos em placas de microdiluicdo de 96 pocos, 100 ul em cada poc¢o, em
sentido numérico. A microdiluicdo seréa realizada, separadamente, com 100 pl
do antibidtico correspondente a bomba de efluxo especifica e com o brometo
de etidio, até o penultimo poco, de modo que a concentracdo varia de 1024 a
0,5 ng/ml. Os testes serdo realizados em triplicata e as placas incubadas em
estufa por 24h a 37 °C, apo0s esse periodo sera realizada a leitura com a
resazurina (COUTINHO et al., 2008). A reducdo do CIM do brometo de etidio
ou de antibidtico especifico, em cepas portadoras de bomba de efluxo, € um
indicativo de inibicdo de bomba de efluxo. A analise estatistica dos resultados
dos testes sera realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism
5.0. As médias geométricas serdo analisadas por ANOVA de duas vias seguida
por teste post-hoc de Bonferroni (onde p < 0,05 e p < 0,0001 serdo
considerados significativos e p > 0,05 ndo demonstrando significancia).

4. Resultados
Com relacéo aos resultados, o projeto esta em desenvolvimento, espera-

se obter valores promissores e estatisticamente significantes em relacdo a
substancia Isopulegol frente as bombas de efluxo NorA e MepA presentes em
S. aureus.

5. Concluséo
Por conseguinte, conclui-se que as atividades bioldgicas ja comprovadas

sdao um indicativo do efeito bioativo positivo do Isopulegol na atividade
antibacteriana.
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