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Resumo: A resisténcia bacteriana é considerada uma grave problematica de
salude publica, devido ao uso indiscriminado de antibiéticos, fazendo com que
ocorra mutacdes de forma aleatdria que acaba por selecionar as bactérias mais
resistentes. A bomba de efluxo é considerado um dos mecanismos de resisténcia
bastante eficaz, que participa do transporte e extrusao desse substrato do meio
intracelular para o meio extracelular, dentre eles os antibioticos. Diante disso,
avaliou-se o sesquirterpeno, Valenceno na atividade de inibicdo de bombas de
efluxo em Staphylococcus aureus 1199 e K2068. Foi utilizado o método de
microdiluicao utilizados os antibiéticos norfloxaxina (para bomba de efluxo NorA)
e ciprofloxacina (para bomba de efluxo MepA), o inibidor padrdo de bomba, o
Valenceno e o brometo de etidio. O Valenceno demonstrou acéo antibacteriana
direta com uma CIM (Concentracdo Inibitéria minima) de 512 pg/mL para S.
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aureus 1199 e 322.5 pg/mL para S. aureus K2068. Dessa forma, conclui-se que
mais estudos sdo necessarios para verificar os mecanismos envolvidos na
potencializacdo de antibidticos e inibicdo de bombas de efluxo.

Palavras-chave: Bombas de efluxo. Sesquiterpeno. Staphylococcus aureus.

1. Introducéao

A Staphylococcus aureus, € um microrganismo patogénico, sendo
comumente encontrada em ambientes hospitalares e também na microbiota
humana, essa bactéria Gram-positiva € causadora de diversos tipos de doencas
infecciosas simples como o impetigo, furinculos e em casos mais graves
endocardite, osteomielite e septicemias (GUO et al., 2020). Gradualmente, a S.
aureus demonstrou apresentar um mecanismo de resisténcia.

Com o avanco desses mecanismos de resisténcia, as bactérias

multirresistentes se, mostraram ineficazes para tratamentos feito por antibioticos,
a falta de informacdo e consequentemente o0 uso indiscriminado dos
antibacterianos, resultou selecionando as bactérias altamente resistentes e
adaptadas através de mutacfes genéticas a resposta desses farmacos.
(OLIVEIRA-TINTINO et al., 2021)

A resisténcia antimicrobiana tem sido uma problematica em diversos
fatores, um deles é uma reducéo na penetracao dos antibidticos pela bomba de
efluxo, que é uma proteina capaz de realizar a extrusdo para o meio de
extracelular de substratos como detergentes, antibidticos e tudo que a célula
considera toxico. (ALMATAR et al., 2020).

O sesquiterpeno, Valenceno, € encontrado em plantas citricas em baixas
concentracbes (ZHANG et al.,, 2022). Esse sesquirtepeno € um composto
aromatico que ao alcancar altos niveis de insaturacdo podendo apresentaram
atividades biol6gicas positivas como antioxidante, antibacteriano, antifungico
(OLIVEIRA-TINTINO, 2023).

2. Objetivo
Pretende-se avaliar a atividade antibacteriana e inibicdo de bombas de

efluxo NorA e MepA em Staphylococcus aureus pelo sesquiterpeno Valenceno.

3. Metodologia
Foram utilizados os antibiéticos norfloxacina (contra a cepa S. aureus

1199) e ciprofloxacina (contra a cepa S. aureus K2068), o inibidor padrdo de
bomba Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP), o Valenceno e o
brometo de etidio (BrEt). Os antibidticos foram diluidos em dimetilsulféxido
(DMSO) e agua destilada estéril, até atingir a concentragédo de 1024ug/mL. O
brometo de etidio foi diluido apenas em agua destilada estéril atingindo a
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concentracédo de 1024 yg/mL. O CCCP foi diluido em uma solugdo de agua
destilada estéril e metanol (em propor¢éo 1:1) atingindo a mesma concentracéo
dos outros produtos.

As cepas de S. aureus portadoras de bomba de efluxo demonstradas na
Tabela 1. As cepas estdo armazenadas no Laboratorio de Microbiologia e
Biologia Molecular — LMBM/URCA. Todas as cepas estdo mantidas em agar
sangue para comprovar o tipo de cepa (Laboratorios Difco Ltda., Brazil), depois
transferidas para o estoque. Todas as cepas foram 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 Antibi6tico)
1199 NorA (resistente a Norfloxacina)
K2068 MepA (resistente a Ciprofloxacina)

A partir das colbénias bacterianas cultivadas e crescidas, apés o periodo
determinado, serdo preparados 0s respectivos indculos, colocando-se as
bactérias em tubos de ensaio contendo 5 ml de solucédo salina estéril (0,9%
NacCl). Os tubos contendo as suspensofes terdo a turbidez comparada a escala
de McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 bactérias por mL.

Para avaliacdo da atividade antibacteriana direta foi determinada a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Valenceno, através da técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando placas estéreis com 96 pocos (NCCLS, 2003).
Ser& preparado o meio de distribuicdo em eppendorfs utilizando 100 yL dos
respectivos indculos e 900 yuL do meio de cultura liquido BHI. O conteudo do
eppendorf é transferido para placa de microdiluicdo. A préxima etapa € a
realizacdo da microdiluicdo das substancias (Valenceno e CCCP), com
concentracao de 1024 pg/mL, sendo 100 uL nesse meio até penultima cavidade.
Como a Uultima cavidade trata-se do controle de crescimento, ndo sera
adicionada. As concentracdes finais das amostras no meio de cultura irdo variar
entre 512 a 8 ug/mL. Os testes serdo realizados em triplicata e as placas seréao
incubadas a 35 £ 2 °C, durante 24h. Apés esse periodo, as placas seréao
reveladas com corante resazurina. A coloracdo rosa indicard presenca de
crescimento bacteriano e a coloracéo azul auséncia de crescimento (SALVAT et
al., 2001)
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Na realizacao da avaliacéo de inibicdo de bombas de efluxo NorA e MepA
foram utilizadas as solucbes de Valenceno e CCCP em concentracdo sub-
inibitoria (CIM/8). Seréo realizados os ensaios de forma semelhante ao descrito
no paragrafo anterior, exceto que as substancias em teste serdo distribuidas por
toda a placa e a microdiluicdo realizada, com 100 pl do antibiético especifico e
com o BrEt. Ao final as concentragdes iréo variar entre 512 a 0,5 pg/ml. A leitura
sera realizada como mencionando anteriormente(COUTINHO et al., 2008). A
reducdo do CIM do BrEt ou de antibiético especifico, em cepas portadoras de
bomba de efluxo, € um indicativo de inibicdo de bomba de efluxo.

A analise estatistica dos resultados foi realiza com o programa estatistico
GraphPad Prism 5.0. As médias geométricas foram analisadas por ANOVA de
duas vias seguida por teste post-hoc de Bonferroni, sendo considerados
significativos valores p < 0,05.

4. Resultados
Verificou-se que o Valenceno apresentou acao antibacterina direta com

uma MIC de 512 yg/mL para S. aureus 1199 e 322.5 ug/mL para S. aureus
K2068.

Frente a cepa S. aureus 1199 na associagdo com a norfloxacina
Valenceno reduziu a MIC da norfloxacina em 50 %. Na associacdo com o BrEt
observou-se reducdo da MIC em 50%. Esse resultado indica que possivelmente
a Valenceno esta inibindo a bomba de efluxo NorA.

Frente a cepa S. aureus K2068 na associacdo com a ciprofloxacina
reduziu a CIM em 92.1%. Associacdo com o BrEt observou-se reducédo da MIC
em 87.5%. Esse resultado indica que possivelmente a Valenceno esta inibindo
a bomba de efluxo MepA.

5. Concluséo
Os estudos mostraram que, o Valenceno apresenta acao antibacteriana

direta que possivelmente age inibindo as bombas de efluxo NorA e MepA
expressas pelas cepas S. aureus 1199 e K2068 respectivamente. Frente aos
resultados, mais estudos séo consideraveis para esclarecer o possivel potencial
do Valenceno na acéo antibacteriana.
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