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Resumo: A resisténcia bacteriana € um desafio significativo para a saude publica,
em sua grande maioria devido ao uso indiscriminado de antibidticos, o que
favorece a selecao de cepas bacterianas mais resistentes por meio de mutacoes
aleatdrias. Entre esses mecanismos mais eficazes de resisténcia esta a bomba
de efluxo, que facilita a extrusdo de substancia intracelulares para o meio
extracelular, incluindo os antibiéticos. As bombas de efluxo reduzem a
concentracdo intracelular de antimicrobianos, diminuindo a sua eficiéncia. Este
estudo avaliou o efeito do sesquiterpeno Valenceno na inibicdo de bombas de
efluxo em Staphylococcus aureus 1199 e a avaliacado da fluorescéncia utilizando
0 brometo de etidio como marcador, caso o EtBr acumule nas células
bacterianas indica que a inibicdo da bomba de efluxo. Os resultados obtidos
sugerem que o Valenceno pode atuar como modulador eficaz de resisténcia
bacteriana, inibindo as atividades das bombas de efluxo e aumentando a eficacia
de agentes antimicrobianos.
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1. Introducéo
Staphylococcus aureus € um patdgeno bacteriano amplamente conhecido

por causar uma variedade de infec¢cOes, sendo usualmente encontrado na
microbiota da pele e mucosas em humanos. Ao entrar em contato com a corrente
sanguinea, pode ocasionar infecces mais graves. Esse microrganismo é
responsavel por inumeras infeccdes, desde as consideradas leves, como
infecdes cutaneas, infec¢cdes mais severas, como infec¢des no trato respiratorio
e cardiovascular, podendo causar pneumonia, septicemia e endocardite.
Progressivamente, a S. aureus tem demonstrado apresentar mecanismos de
resisténcia. (CHEUNG, G.; BAE, J.; OTTO, M. 2021; HOWDEN, 2023)

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana tem sido impulsionado devido
ao uso inadequado de antibioticos, resultando na selecdo se microrganismos
altamente resistentes e capazes de se adaptar por meio de mutac¢des genéticas
favoraveis frente a esses farmacos (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2021). Dessa
forma, a resisténcia antimicrobiana acontece quando as bactérias se tornam
insensiveis a determinados antibioticos, o que pode ser mensurado pela
concentracédo inibitéria minima (CIM), que define a menor concentracdo capaz
de inibir o crescimento bacteriano. A reducéo da eficicia dos antibidticos esta
frequentemente relacionada a acédo das bombas de efluxo, que sdo proteinas
gue promovem a extrusdo de substancias, como antibibticos, detergentes e
metais toxicos, para o meio extracelular (THAKUR, V.; UNIYAL, A.; TIWARI, V.,
2021; ALMATAR, M. et al.2020).

A associacdo de substancias aos antibidticos para o controle da
resisténcia bacteriana € eficaz na inibicdo da proteina da bomba de efluxo.
substancias de origem natural encontradas a principio em metabolitos
secundarios das plantas podem apresentar propriedades antibacterianas e
auxiliando assim, os antibidticos, entre esses compostos estdo os flavonoides,
taninos terpenos, sesquiterpeno como por exemplo que séo utilizadas na inibicao
dessas bombas de efluxo (TINTINO, 2018).

O Valenceno, um sesquiterpeno presente em frutas de aroma citrico, como
a laranja, toranja e a tangerina (SONG, Y. et al., 2024), é um composto
aromatico, com comprovadas atividades biologicas, incluindo propriedades
antibacterianas, antifungicas e antioxidantes (OLIVEIRA-TINTINO, 2023).

2. Objetivo
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Avaliar a atividade inibitoria da bomba de efluxo NorA em Stpahylococcus aureus
1199 pelo sesquiperteno valenceno por meio da emisséo de fluorescéncia.

3. Metodologia

Foi utilizado a cepa bacteriana de S. aureus 1199 (tipo selvagem que
expressa a proteina NorA). Essa cepa foi cedida pelo Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri, sendo
mantidas em estoque em meio de cultura Heart Infusion Agar (HIA, Difco) a 4 °C.
Antes dos experimentos, essas cepas foram cultivadas em HIA e incubadas a 37
°C por 24 horas. Foram utilizados o Valenceno, o brometo de etidio (EtBr), o
inibidor padrdo de bomba de efluxo Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-
hydrazone (CCCP) e o Phosphate Buffered Saline (PBS), todos obtidos da
Sigma-Aldrich (Co., St. Louis, E.U.A)).

O Valenceno foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) e agua destilada
estéril, atingindo a concentragédo de 1024 ug/mL. O brometo de etidio foi diluido
apenas em agua destilada estéril atingindo a concentragdo de 1024 ug/mL. O
CCCP foi diluido em uma solucdo de agua destilada estéril e metanol (em
proporcéo 1:1) atingindo a mesma concentragdo das substancias anteriores. O
PBS foi dissolvido uma céapsula em cada 200 mL de agua destilada estéril.

Na avaliacdo da inibicdo da bomba de efluxo NorA, utilizou-se o ensaio de
fluorimetria. Para realizacédo deste experimento, foi utilizada a cepa de S. aureus
1199, semeada em meio BHI Agar e mantido em 37 °C em estufa bacteriol6gica
por 24 horas antes do ensaio. A preparacao do inéculo foi realizado em PBS até
obter inéculo correspondente a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Foi
testado o sesquiterpeno Valenceno nas concentracdes de 128 ug/mL e 64 ug/mL.
Para o ensaio foram preparados os grupos: branco contendo apenas o PBS com
EtBr (2 pg/mL); controle negativo contendo indculo bacteriano com EtBr (2
Mg/mL); controle positivo foi preparado com CCCP (128 ug/mL e 64 ug/mL) +
EtBr + inoculo.

Para verificacdo da inibicdo da bomba de efluxo pelo Valenceno foi
preparada a solucéo teste que consistiu em Valenceno (128 ug/mL e 64 ug/mL)
+ EtBr + indculo bacteriano. ApoOs preparacdo das substancias e do inéculo, foi
adicionado 100 pL do inéculo na placa black (SPL Culture Plate 96 wells) de 96
pocos, em seguida adicionou-se 100 uL da Valenceno, CCCP ou PBS. A placa
foi incubada por 1,5 hora em estufa bacteriolégica a 37 °C. Em seguida foi
adicionado 100 pL de EtBr em cada poco e as placas foram incubadas por 1
hora. A leitura foi realizada com leitor de microplaca de fluorescéncia Cytation 1,
BioTek® (Winooski, VT, USA) e Software Gen5™ 3.11. Aplicando-se uma
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excitacdo de 530 nm e emissdo comprimento de onda 590 nm (Oliveira-Tintino
et al., 2023).

A analise estatistica aplicada foi One-way ANOVA, seguido do teste post
hoc de Bonferroni. Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. Foram considerados significantes os
valores de p < 0,05.

4. Resultados

Na avaliacdo da emissdo de fluorescéncia na cepa s aureus 1199, foi
observado que nas concentragdes de 128 ug/mL e 64 ug/mL, um aumento na
intensidade de fluorescéncia em comparacdo com o controle negativo
(bactéria+EtBr). Também pode-se observar que no controle positivo
(CCCP+EtBr) causou um aumento significativo da fluorescéncia. Demonstrando
gue houve a inibicdo da bomba de efluxo.

Figura 1 — Avaliacdo do Valenceno na inibicdo da bomba de efluxo NorA por
fluorescéncia
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5. Conclusao

A fluorimetria foi fundamental para quantificar a retencgéo intracelular de EtBr,
gue é diretamente afetado pela atividade das bombas de efluxo bacterianas. Os
resultados indicam que o sesquiterpeno Valenceno possui um efeito inibitério
sobre as bombas de efluxo Staphylococcus aureus 1199, aumentando a
retencdo de EtBr nas células bacterianas. A inibicao significativa observada nas
diferentes concentracdes testadas sugere que o Valenceno tem potencial para
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ser usado com um modulador de resisténcia bacteriana, auxiliando na eficacia
de agentes antimicrobianos ao limitar a expulsdo de drogas pelas bactérias.
Portanto, o Valenceno mostra potencial como um modulador de resisténcia
bacteriana, mas estudos adicionais sdo necessarios para explorar suas
aplicacoes terapéuticas e otimizar sua eficacia.
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