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Resumo: A resisténcia bacteriana ocorre por via seletiva exercida pelo uso de
antibiéticos, um fendmeno bioldgico natural, mas a utilizacéo inadequada
desses farmacos tem criado um maior consumo de antibioticos e niveis
elevados de resisténcia. Essa resisténcia se dar de vérias formas e uma delas
€ por bombas de efluxo. Bombas de efluxos séo proteinas de transporte que
faz a retirada de produtos indesejados pela célula para o meio externo. Na
necessidade de novos compostos capazes de apresentar atividades
antimicrobianas e farmacologicas, o eugenol € um composto promissor, assim
também, como, os hidrazinotiazdlicos. Objetivo do trabalho € verificar os efeitos
dos compostos de eugenol e derivados de hidrazinotiazdlicos, sobre os
mecanismos de resisténcia de bomba de efluxo em S. aureus, por meio da
acao direta e indireta, ou seja, inibicdo da NorA (Bomba de efluxo). Para a
realizacdo dos testes se utilizou cepas de S. aureus 1199B, como antibiético foi
usado a norfloxacina CCCP e CPZ. Foi feita a CIM (controle de modulagéo)
dos compostos. Perante o estudo e testes realizados concluimos que as
substancias Hidrazinatiazois potencializaram a atividade da norfloxacina,
inibindo assim a 1199B.
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1. Introducao

A resisténcia bacteriana ocorre por via seletiva exercida pelo uso de
antibidticos, um fendmeno biolégico natural, mas a utilizacdo inadequada desses
farmacos tem criado um maior consumo de antibidticos e niveis elevados de
resisténcia, tanto na comunidade quanto em hospitais e Instituicdes??3,
Entretanto vale salientar que por conta desse problema bactérias resistentes a
multiplas drogas (MDR) s&o responsaveis por altos indices de mortalidade todos
os anos (TACCONELLI et al., 2018)".

Essa resisténcia se dar das seguintes formas: 1 - alteracdo dos sitios de
ligacdo, 2 - diminuicdo da permeabilidade pela membrana, 3 - enzimas que
inativam antibidticos e 4 — bombas de efluxo dependente de energia (BLANCO
et al., 2016; TORTORA., 2012)3,

As bombas de efluxos s&o proteinas de transporte que faz a retirada de
produtos indesejados pela célula para o meio externo, e dentre esses produtos
indesejados ou toxicos estdo os antibidticos. Dentre as bactérias
multiressistentes a cepa de Staphylococcus aureus recebe um destaque pelo
seu perfil de resisténcia aos antibioticos, além de ser um dos principais
patdgenos relacionados a infeccBes hospitalares graves. Esta espécie é de
grande importancia clinica, considerando o grande namero de infeccdes e a sua
resisténcia a diversos medicamentos, entre estes, aminoglicosideos,
macrolideos, fluoroquinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas, entre outros (LEE et
al.,2018; TINTINO etal.,2018)°.

Baseado na necessidade de novos compostos capazes de apresentar
atividades antimicrobianas e farmacoldgicas, o eugenol e derivados € um
composto gromissor, assim também, como, os hidrazinotiazélicos (XAVIER, F.
J.S.etal)

2. Objetivo

Verificar os efeitos dos compostos de eugenol e derivados do
hidrazinotiazélicos, sobre os mecanismos de resisténcia bomba de efluxo em
Staphylococcus aureus, por meio da acao direta e indireta, ou seja, inibicdo da
expressao génica da respecctiva proteina: NorA (Bomba de efluxo).

3. Metodologia
3.1 Microorganismos

Para arealizacdo dos testes foram utilizados cepas bacterianas de S. aureus
1199B doadas pelo Professor Gibbons da Universidade de Londres, Inglaterra.
as cepas foram cultivadas em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI), no
periodo de 24 horas antes, e incubadas a uma temperatura de 37 °C. As cepas
bacterianas de S. aureus 1199B possuem os genes de resisténcia a NOrA,
respectivamente, que sao responsaveis pelas bombas de efluxo para os
antibidticos ciprofloxacina e norfloxacina.
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3.2 Preparacao de solucgdes

Os compostos eugenol e derivados de hidrazinotiazolicos foram sedidos pela
professora Dra. Danielle Ferreira do Instituto de Quimica — UNIFAL-MG. Os
antibidticos, norfloxacina e ciprofloxacina, oxacilina, ampicilina, ampicilina +
sulbactam e as substancias CCCP, clorpromazina e brometo de etidio foram
obtidos através do fabricante Sigma Aldrich. Em relacdo ao preparo destas
substancias, cada uma foi pesada 10 mg e diluida em 1 mL de solvente
dimetilsufoxido (DMSO), com excecao do brometo de etidio que foi diluido em 1
mL de &gua destilada estéril. Apds essa diluicdo foram diluidas separadamente
em 8,765 mL de agua destilada estéril, resultando em uma concentragao inicial
de 1.024 pg / mL para cada substancia.

3.3 Avaliacdo da CIM —Concentracdo inibitéria minima dos compostos

Foi avaliado a Concentracdo Inibitéria Minima dos compostos de eugenol e
derivados de hidrazinotiazolicos, como também dos antibioticos e brometo de
etidio. 24h anterior ao teste as bactérias foram repicadas para o meio de cultura
HIA e incubadas a 37 °C. Os ensaios da CIM foram realizados em série 1:1
através da técnica de microdiluicdo em caldo utilizando placas esterilizadas com
96 pocos (NCCLS, 2003). O meio de distribuicao foi preparado em eppendorfs
utilizando 100 pL do in6culo em 900 yL do meio de cultura liquido BHI a 10%.
ApGs esse periodo, foi realizada a analise a partir da metodologia de
microdiluicdo em placas de 96 pocos, seguindo a metodologia de COUTINHO et
al. (2008).

3.4 Avaliacao do potencial de inibicdo de bomba por emissdo de Brometo
de etilico.

Para a realizacdo dos testes as bactérias foram cultivadas em meio de cultura
BHI a 37 °C durante 24h. ApoOs esse periodo, foi transferida uma pequena
guantidade da cultura para eppendorfs contendo solucdo salina estéril. Em
seguida, estes eppendorfs foram centrifugados a 3000 rpm durante 3 min para a
formacdo do pellet. Os eppendorfs foram preenchidos com as seguintes
solug¢des: 1- microrganismo, brometo de etidio, substancia em concentragao sub
inibitéria (CIM/8) e solucédo salina; 2- inéculo bacteriano, brometo de etidio e
solucéo salina; 3- substancia CIM/8 e cepas bacterianas.

3.5Anédlise Estatica

A emissdo de fluoréncia em tempo real € transformada em log que por
seguinte é transformado em numero para ser quantificados e analisado, como
também, os dados da CIM, seguido pelo pés-teste de Bonferroni usando o
software GraphPad Prism versdo 7.00. Sendo tabulados Microsoft Excel e
analisados por ANOVA.
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4. Resultados 11998
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Podemos concluir os resultados dos testes realizados com a 1199B perante a
substancia LF12(Hidrazinatiazois) usando o medicamento norfloxacina
juntamente CCCP e da clorpomazina (inibidores de bomba) perante o uso da
bomba de efluxo norA. A substancia Hidrazinatiazol (LF12) potencializou a
atividade da norfloxacina atuando diretamente na bomba de efluxo impedindo
gue a norfloxacina fosse expulsa pela bactéria através da bomba de efluxo,
causando a morte bacteriana e diminuindo a concentracdo da MIC assim como
0 CCCP e CPZ, sendo que a substancia do Hidrazinatiazol teve uma maior
eficiéncia que a CPZ. Quando avaliado a substancia com brometo de etilico se
obteve uma mesma resposta, mostrando que a substancia bloqueia a bomba
de efluxo.
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Ja a substancia Hidrazinatiazol LF13 segue o mesmo padréo, ele potencializou
a norfloxacina isso se comprova devido ao controle desse medicamento da qual
para 1199B deu alto a MIC e associando a substancia deve a reducéo da MIC,
ou seja 0 antibidtico potencializou através da inibicdo da bomba de efluxo,
verificando assim também para o CCCP e CPZ, contudo o efeito da substancia
Hidrazinatiazol foi melhor que a prépria CPZ. Ja com o brometo de etilico se
observa o0 mesmo padrdo, tendo uma associacdo da substancia a bomba de
efluxo fazendo com que a concentracdo de brometo diminua a MIC, tendo uma
eficiéncia melhor que a CPZ isso perante a 1199B.
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4. Concluséo

Perante o0 estudo e testes realizados concluimos que as substancias —
Hidrazinatiazois (LF12 e LF13) potencializaram a atividade da norfloxacina,
inibindo assim a 1199B da qual seria a bomba de efluxo norA. Podemos também
concluir que o CCCP e CPZ mostraram eficiéncia, Contudo ambas as
substancias Hidrazinatiazois tiveram melhor eficiéncia que a propria CPZ.
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