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Resumo:

A resisténcia bacteriana é uma problematica global e de suma importancia,
devido a resisténcia das cepas bacterianas frente ao uso indiscriminado dos
antibioticos. Dessa forma, a utilizacdo de produtos naturais associados a
antibidticos tem surgido como uma alternativa promissora. Pode-se frisar os
monoterpenos que ja apresentam atividade antibacteriana em alguns estudos e
precisam ser mais bem estudados. Um monoterpeno promissor é o Isopulegol,
encontrado em varios 6leos essenciais, possuindo varias bioatividades. Objetiva-
se avaliar a atividade antibacteriana e inibidora de bombas de efluxo do
Isopulegol frente a Staphylococcus aureus. Foram 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. Também foram utilizadas
cepas S. aureus 1199B e K2068 que sédo portadoras das bombas de efluxo. O
Isopulegol apresentou atividade direta relevante contra a cepa S. aureus K2068
e agiu como possivel inibidor das bombas de efluxo NorA e MepA expressas
pelas cepas S. aureus 1199B e K2068, respectivamente.
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1. Introducéao

A resisténcia bacteriana representa um desafio crescente, uma
vez que o desenvolvimento de antibiéticos foi considerado um dos maiores
avancos na area, porém os beneficios dessas drogas estdo agora seriamente
ameacados pela resisténcia (LAXMINARAYAN et al.,, 2016). A resisténcia a
antibioticos, especialmente no caso do Staphylococcus aureus, representa um
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desafio crescente para a saude publica, tornando as opc¢bes de tratamento
limitadas e menos eficazes (TSOUKLIDIS et al., 2020; SILVA; NOGUEIRA, 2021,
MOTA et al., 2022). A resisténcia bacteriana j4 € uma realidade hodierna e nos
altimos anos houve a resisténcia de cepas muito perigosas como a de S. aureus
que ja conta com mecanismos de resisténcia como 0S genes que expressam
bombas de efluxo dos farmacos, detergentes e substancias toxicas, gerando,
entdo, a necessidade de buscar alternativas para burlar esses mecanismos de
resisténcia, uma dessas alternativas se mostrou funcional, que foi a associacéo
dos antibidticos aos produtos naturais. Segundo TINTINO (2018), para reduzir
este problema, apoiado em varios estudos que relatam o uso de produtos
naturais e seus Oleos essenciais como substancias antimicrobianas. Estas
substancias derivam do metabolismo secundario das plantas, como por
exemplo, os flavonoides, terpenos, sesquiterpenos, taninos e alcaloides. De
acordo com ALCANTARA et al. (2010), o Isopulegol € um monoterpeno que pode
ser encontrado em Vvarios 6leos essenciais, em diversas espécies, sendo
responsavel por diversas bioatividades. A resisténcia aos antimicrobianos
representa uma ameaca crescente a salde publica mundial e requer acdes de
todos os setores do governo, sociedade e principalmente da pesquisa. O
sucesso de uma grande cirurgia ou quimioterapia, como também a prevencao e
o tratamento de um conjunto cada vez maior de doencgas seriam comprometidos
na auséncia de antibioticos eficazes, o que demonstra a necessidade de uma
alternativa a esta resisténcia que € preocupante e crescente, tendo em vista a
passagem desses genes de resisténcia para cepas descendentes, que séo
igualmente resistentes.

2. Objetivo

O objetivo deste estudo € avaliar a atividade antibacteriana e a
capacidade de inibicdo de bombas de efluxo em cepas de Staphylococcus
aureus mediante a aplicagdo do monoterpeno isopulegol.

3. Metodologia

Foram utilizados os antibiéticos norfloxacina (para bomba NorA) e
ciprofloxacina (para bomba MepA), o inibidor padrdo CCCP, o Isopulegol e o
brometo de etidio, obtidos da SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. Um total de
10 mg dos antibiéticos e do Isopulegol seréo inicialmente diluidos em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSQO) e depois em 8.765 uL de agua destilada estéril,
atingindo a concentracao de 1024 pg/mL. O brometo de etidio (10 mg) foi diluido
apenas em agua destilada estéril até atingir concentragao de 1024 ug/mL, e o
CCCP (10 mg) foi diluido em uma solugcéo de agua destilada estéril e metanol
(1:1) até atingir a mesma concentracéo dos outros produtos. Foram 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 Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular —
LMBM/URCA. Todas as cepas foram inicialmente mantidas em agar sangue para
comprovar o tipo de cepa (Laboratorios Difco Ltda., Brazil), depois transferidas
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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 (antibiotico
substrato)
1199B NorA (Norfloxacina)

1199 (Selvagem)

K2068 MepA (Ciprofloxacina)

A partir das colbnias bacterianas cultivadas e crescidas, ap6s o periodo
determinado, foram preparados o0s respectivos indculos, suspendendo as
bactérias em tubos de ensaio contendo 5 ml de solucéo salina estéril (0,9%
NacCl). Os tubos contendo as suspensdes foram levados ao agitador vortex e
tiveram sua turbidez comparada a escala de McFarland, que corresponde a 1,5
x 108 UFC (Unidades Formadoras de Col6nias). Para avaliacdo da atividade
antibacteriana direta foi determinada a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) da
Nootkatona, através da técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando placas
estéreis com 96 pocos (NCCLS, 2003). Foi 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 foi transferido para placa de
microdiluigdo. A préxima etapa sucedeu-se com a microdiluicdo das substancias
(Isopulegol e CCCP), com concentragao de 1024 ug/mL, sendo 100 pL nesse
meio até penultima cavidade. Como a ultima cavidade trata-se do controle de
crescimento, nao foi adicionada. As concentracdes finais das amostras no meio
de cultura foram de 512 a 8 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata e as
placas incubadas a 35 * 2 °C, durante 24h. Apds esse periodo, as placas foram
reveladas com corante especifico, a resazurina. Po¢cos com coloracao azul ap6s
adicdo de resazurina indicou auséncia de crescimento, enquanto coloracao
vermelha indicou crescimento bacteriano (SALVAT et al, 2001). Para a
realizacédo desse teste, em cada tubo eppendorf foi utilizado caldo BHI a 10%,
150 pl do in6culo de cada cepa e um volume de cada composto (Isopulegol e
CCCP) correspondente a concentracdo sub-inibitoria (CIM/8). Os controles de
modulacao foram preparados utilizando-se apenas 1350 ul do meio BHI 10% e
150 pl do in6culo. O conteudo dos tubos, distribuido em placas de microdiluicdo
de 96 pocos, 100 ul em cada poco, em sentido numeérico. A microdiluicdo foi
realizada, separadamente, com 100 pl do antibiético 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 pg/ml. Os testes foram realizados em
triplicata e as placas incubadas em estufa por 24h a 37 °C, apos esse periodo
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sera realizada a leitura com a resazurina (COUTINHO et al., 2008). A reduc¢éo
do CIM do brometo de etidio ou de antibiotico especifico, em cepas portadoras
de bomba de efluxo, € um indicativo de inibicdo de bomba de efluxo. A analise
estatistica dos resultados dos testes foi realizada utilizando-se o programa
estatistico GraphPad Prism 5.0. As médias geométricas foram 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

O Isopulegol apresentou atividade bacteriana direta frente a cepa S.
aureus K2068 com CIM de 645 pg/mL, porém ndo apresentou atividade direta
consideravel frente a cepa S. aureus 1199B com CIM de 1024 pg/mL.

Tabela 2. Concentracgédo inibitéria minima do Isopulegol, contra cepas de
S. aureus 1199B e K2068.

S. aureus 1199B S. aureus K2068

Isopulegol 1024 pg/ml 645 pg/ml*

Frente a cepa S. aureus 1199B, os controles positivos, CCCP e CPZ
(Clorpromazina), reduziram a CIM do antibiético e do brometo de etidio,
indicando reprodutibilidade do experimento. Diante da cepa S. aureus 1199B, o
Isopulegol apresentou uma reducdo da CIM do Norfloxacino em 37% em
comparacao ao controle negativo do norfloxacino, na associagdo com o brometo
de etidio, o Isopulegol foi capaz de reduzir a CIM em 50% em relacdo ao controle
negativo do brometo. Esses resultados indicam que o Isopulegol age como
possivel inibidor da bomba de efluxo NorA. Frente a cepa S. aureus K2068, os
controles positivos, CCCP e CPZ, reduziram a CIM do antibiético e do brometo
de etidio, indicando reprodutibilidade do experimento. Diante da cepa S. aureus
K2068, o Isopulegol apresentou uma reducao da CIM do Ciprofloxacino em 68%
em comparacdo ao controle negativo do Ciprofloxacino, na associacdo com o
brometo de etidio, o Isopulegol foi capaz de reduzir a CIM em 50% em relacéo
ao controle negativo do brometo. Esses resultados indicam que o Isopulegol age
como possivel inibidor da bomba de efluxo MepA.

5. Concluséo

A pesquisa demonstrou que o Isopulegol apresentou atividade direta
relevante contra a cepa S. aureus K2068. Nado obstante, também age como
possivel inibidor das bombas de efluxo NorA e MepA expressas pelas cepas S.
aureus 1199B e K2068, respectivamente. Posto isto, mais estudos séo
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necessarios para melhores esclarecimentos acerca do potencial antibacteriano
do Monoterpeno Isopulegol.
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