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Resumo: Devido ao uso exagerado de antibiéticos novas cepas bacterianas
adquiriram resisténcia a diversas classes de antibiéticos. Em Staphylococcus
aureus um dos principais mecanismos de resisténcia sdo as ou Bombas de
Efluxo, responséaveis por expulsar antibiéticos do seu interior citoplasmatico,
sendo necessarias novas estratégias para o controle da multirresisténcia de
patdgenos infecciosos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do Eugenol
na cepa RN4220 de S. aureus portadora da bomba de efluxo MsrA. Foram
realizados ensaios de determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do
composto através do método de microdiluicdo em caldo, e verificacao da inibi¢céao
da bomba de efluxo, analisando a capacidade do Eugenol de reduzir a CIM da
Eritromicina e do Brometo de Etidio (EtBr). O Eugenol apresentou atividade
antibacteriana direta contra a cepa testada, entretanto, quando associado com o
antibiético Eritromicina houve um efeito antagbnico. O mesmo efeito foi
observado na associacdo do Eugenol com o Brometo de Etidio, resultando no
aumento da CIM do mesmo, indicando que o composto nao foi eficaz na reverséao
do mecanismo de efluxo ativo.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Bomba de efluxo. Compostos
naturais.

1. Introducéo

O uso desenfreado de antibioticos contribui de forma significativa para a selecéo
de bactérias multirresistentes, tornando-se um grande problema de saude
publica ( OLIVEIRA et al., 2015). Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-
positiva que esta presente na microbiota da pele e mucosa nasal, no entanto, é
uma das principais responsaveis por causar infeccdes hospitalares, além de
apresentar mecanismos de resisténcia a diversas classes de antibioticos
(JENUL; HORSWILL, 2018). A resisténcia bacteriana se da por meio de alguns
mecanismos, sendo 0 mecanismo de bombas de efluxo, um dos mais descritos
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na literatura, visto que através desses mecanismos, as bactérias conseguem
expulsar antibidticos e outros substratos para fora do citoplasma bacteriano. Isso
ocorre através da presenca de genes que acionam as proteinas de efluxo
acopladas na membrana celular, em alguns outros casos, o plasmideo é
responsavel por ativar as proteinas de efluxo (SCHINDLER; KAATZ, 2016).
Nesse contexto, torna-se urgente a necessidade de novas alternativas para
reduzir a multirresisténcia aos antibioticos (BAKKALI et al., 2008) . Dessa forma,
novas alternativas s@o constantemente estudadas, como a introducdo de
compostos naturais, como 6leos essenciais e terpenos, devido sua capacidade
de modificar mecanismos de resisténcia microbiana como o0s presentes em S.
aureus (SIDDIQUE et al., 2019) . O Eugenol é um terpeno, descrito na literatura
por possuir potencial anti-inflamatério, antifingico, antioxidante, eficaz contra
células cancerigenas, entre outros efeitos (FANGJUN; ZHIJIA, 2018; PURKAIT
et al., 2020). Relatorios anteriores ja evidenciaram o efeito antibacteriano do
Eugenol contra cepas de S. aureus, além de outras cepas Gram-positivas e
Gram negativas, sendo assim, um composto promissor a ser estudado como
uma estratégia para o controle da multirresisténcia, devido sua capacidade de
degradar a membrana celular de patdégenos infecciosos (DAS et al., 2016;
PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010).

2. Objetivo
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do composto Eugenol contra a cepa
RN4220 de Staphylococcus aureus portadora da bomba de efluxo MsrA.

3. Metodologia

Cepas Bacterianas e Meios de Culturas

A cepa de S. aureus utilizada foi: RN4220 que expressa a proteina de efluxo
MsrA gue expele antibioticos e outras drogas, como corantes intercalantes de
DNA. Para realizacédo dos testes microbiologicos foram utilizados os meios de
cultura: Heart Infusion Agar (HIA, Difco) preparado de acordo com o fabricante
e Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia Manufacturers Inc.) preparado na
concentracdo de 10 %.

Substancias

Todas as substancias foram adquiridas pela Sigma Aldrich Brasil e Aché
Laboratérios Farmacéuticos. O antibidtico Eritromicina, bem como o Eugenol,
foram diluidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) e em agua estéril. A proporcdo de
DMSO utilizada foi inferior a 5 %. A Clorpromazina (CPZ) e o Brometo de Etidio
foram dissolvidos em agua destilada estéril, enquanto o Cianeto de Carbonila m-
Clorofenil-Hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v). Todas as
substancias foram diluidas a concentracéo padrédo de 1024 ug/mL.

Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi determinada para o composto isolado Eugenol de acordo com o
método de microdiluicdo em caldo proposto por (CLSI, 2015) com adaptacoes.
Os in6culos foram preparados 24 horas ap0s a semeadura das cepas.
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Posteriormente os microtubos foram preenchidos com 1440 pL de BHI e 160 pL
do indculo. As placas foram entdo preenchidas com 100 pL da solucéo final. A
microdiluicdo foi realizada com 100 pL em diluicbes seriadas até a Ultima
cavidade (1:1), a pendltima fileira da placa foi utilizada como controle de
crescimento e a Ultima com controle de esterilidade. As concentracbes dos
compostos variaram de 512 pg/mL até 0,25 pg/mL. Apos 24 h de incubacéo, as
leituras foram realizadas pela adicdo de Resazurina (7-hydroxy-10-
oxidophenoxazin-10-ium-3-one). Os testes foram realizados em triplicata.

Avaliagdo da Inibicdo da Bomba de Efluxo por Modificagdo da CIM do
Antibidtico Eritromicina e do Brometo de Etidio

Para observar se o Eugenol atua como potencial inibidor da bomba de efluxo
MsrA, um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrdo da bomba
de efluxo foi utilizado, avaliando a capacidade de ambos na diminui¢do da CIM
do Brometo de Etidio e do antibiotico Eritromicina. Os EPIs padrées CCCP e o
CPZ, foram utilizados para comprovar a expressao da bomba MsrA pela cepa
testada. A inibicdo da bomba de efluxo foi testada usando uma concentragéo
sub-inibitoria (CIM/8) dos EPIs e do Eugenol. Nos testes, 160 uL de cada inéculo
bacteriano suspenso em solucdo salina, correspondente a 0.5 da escala de
McFarland, foram adicionados juntamente com EPIs e Eugenol (CIM/8) e
completados com BHI. Estes foram entdo transferidos para placas de
microdiluicdo de 96 pocos, a qual foram adicionados 100 pL do antibidtico ou do
EtBr em dilui¢des seriadas (1:1) que variaram de 512 a 0.25 pg/mL. A penultima
fileira da placa foi utilizada como controle de crescimento e a Ultima com controle
de esterilidade. Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e o
crescimento bacteriano foi avaliado pelo uso da Resazurina (7-hydroxy-10-
oxidophenoxazin-10-ium-3-one). A CIM foi definida como a menor concentracéo
em que houve inibicdo do crescimento bacteriano, tanto com Eritromicina como
com Brometo de Etidio. A CIM dos controles foi avaliada utilizando o apenas
antibiético Eritromicina e o Brometo de Etidio (CLSI, 2015).

Anélise Estatistica

Os resultados dos testes foram expressos como a média geométrica. A analise
de hipoétese estatistica foi aplicada usando Two-Way ANOVA, seguido do teste
post hoc de Bonferroni, usando o software GraphPad Prism 7.0.

4. Resultados

Através dos ensaios de determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
foram obtidos resultados de CIM de 512 pug/mL para Eritromicina e de 512 pg/mL
para o Eugenol, o que evidencia uma atividade antibacteriana direta do Eugenol
contra a cepa RN4220 de S. aureus. Os resultados, demonstraram efeito
antagobnico resultante da associacdo do Eugenol com o antibiético Eritromicina,
sendo observado um aumentando da CIM do antibiético de 512 pug/mL para 1024
ug/mL. Entretanto, os estudo de Palaniappan; Holley, (2010) demonstraram que
o Eugenol apresentou interacdes sinérgicas com outros antibiéticos como,
Penicilina e Ampicilina contra S. aureus, potencializando a acdo dos mesmos.
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Ensaios microbioldgicos realizados por (YADAV et al., 2015) determinaram que
o0 Eugenol também é eficaz na diminuicdo do crescimento de biofilmes de S.
aureus MsrA, tendo sua inibicdo completa dependente de altas concentracdes
do composto. O Brometo de Etidio é um substrato usado em testes
microbiologicos com o intuito de buscar novos Inibidores de Bombas de efluxo
(VIVEIROS et al., 2008). Os resultados do presente estudo, mostraram que a
associacgao entre o Eugenol e o Brometo de Etidio, resultou em efeito antagonico,
com aumento da CIM do Brometo de Etidio de 32 pg/mL para 58,1 pg/mL,
evidenciando que o Eugenol n&o foi capaz na inibir o mecanismo de Bomba de
efluxo MsrA. Figura 1.
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Figura 1: Atividade associada do Eugenol com Eritromicina, e Eugenol com o Brometo de Etidio.
CPMZ e CCCP representam os inibidores padrdo Clorpromazina e Carbonyl Cyanidem-
Chlorophenylhydrazone respetivamente. Os valores representam a média geométrica + E.P.M.
(erro padrdo da média). Utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido do post hoc de Bonferroni:
*k < 0.0001

5. Concluséo

O Eugenol apresenta atividade antibacteriana direta contra as cepas de S.
aureus RN4220 portadora da bomba de efluxo MsrA. Porém, sua associacao
com o antibiético e com o Brometo de Etidio demostra um efeito antagénico, ndo
sendo eficaz contra mecanismo de Bomba de Efluxo expresso pela cepa
estudada.
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