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2-em-1-one (C. MAETOX) FRENTE A CEPA DE Staphylococcus aureus
multirresistente.
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Resumo: A resisténcia bacteriana tornou-se uma preocupacado de saude
publica mundial, uma vez que infec¢cbes causadas por espécies como
Staphylococcus aureus ndo respondem mais a tratamentos convencionais,
exigindo por parte da ciéncia a investigacado de novas estratégias terapéuticas.
Objetivou-se com esse trabalho investigar o potencial antibacteriano de uma
chalcona sobre cepas de S. aureus multirresistentes. Os ensaios microbioldgicos
foram realizados utilizando o método de microdiluicdo em caldo com a cepa
K2068 de S. aureus portadora da bomba de efluxo MepA. Os resultados
demonstram que a chalcona ndo apresenta atividade antibacteriana direta,
expressando uma Concentracéo Inibitoria Minima — CIM de 21024 pg/mL. Porém,
excelentes resultados foram obtidos nos ensaios de associacdo da chalcona
com o antibiotico Ciprofloxacino e com o Brometo de Etidio (BrEt), sugerindo que
a chalcona apresenta efeito potencializador de antibiético e possivel efeito
inibidor de bomba de efluxo. Estudos complementares podem ser realizados

para afirmar a inibicdo de MepA por chalcona.
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Chalconas sdo moléculas multifuncionais pertencentes a classe dos
flavonoides, caracterizadas por uma estrutura quimica que consiste em um
esqueleto de dois anéis arométicos (A e B) ligados por uma cadeia de trés
carbonos, que contém uma ligacéo dupla (C=C) (Kumar; Pandey, 2013).

A resisténcia aos antibidticos se desenvolve como uma natural
consequéncia da habilidade da populacdo bacteriana de se adaptar.
Staphylococcus aureus multirresistente, ou MRSA, é uma cepa de bactéria que
desenvolveu resisténcia a vérios antibidticos, isso torna o tratamento de
infeccbes mais desafiador, pois muitos medicamentos comuns podem nao ser
eficazes, esse problema se torna ainda maior quando o desenvolvimento de
novos farmacos ndo acompanha a velocidade em que cepas bacterianas
multirresistentes (Li; Webster, 2018).

O desenvolvimento do mecanismo de bomba de efluxo, faz com que se
torne urgente a investigacdo de moléculas capazes de reverter a resisténcia de
Staphylococcus aureus através da inibicio desse mecanismo ou pela
potencializacao antibidtica (Silva et al., 2023).

As chalconas emergem como alternativas promissoras no combate a
infecgcbes bacterianas, uma vez que ja foi relatado o seu potencial antibacteriano,
especialmente contra cepas de S. aureus portadoras de bombas de efluxo (Da
Silva et al., 2023).

2. Objetivo

Avaliar a atividade antibacteriana da chalcona C. MAETOX sobre a cepa
K2068 de S. aureus, analisando sua capacidade modificadora de antibiético e
inibidor de bomba de efluxo.

3. Metodologia
3.1Ensaios microbioldgicos.
3.1.1 Cepa, substancias e meios de cultura.

A cepa utilizada foi a K2068 de S. aureus portadora de MepA. Os meios
de cultura foram BHI- Agar e BHI — Caldos preparados de acordo com as
instrucdes do fabricante. O antibiético ciprofloxacino e a chalcona (E)-1-(3-
aminophenyl)-3-(4ethoxyphenyl)prop-2-em-1-one (C. MAETOX) foram diluidos
em dimetilsulfoxido (DMSQO) e agua estéril. A clorpromazina e o EtBr foram
dissolvidos em agua destilada estéril. Todas as substancias foram diluidas para
uma concentragao padrao de 1024 ug mL.

3.2.1 Ensaios de concentracdo inibitoria minima (CIM).
A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo proposto
por Javadpour et al. (1996). A cepa foi inoculada 24 horas antes dos testes. O
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in6culo bacteriano foi ajustado para 0,5 na escala de McFarland. O Eppendorf®
foi preenchido com a solucéo final em diluicdes seriadas de 512 pg/mL a 0,5
pg/mL. O controle negativo foi considerado os pocos que continham apenas
meio de cultura e inéculo. Apos 24 horas, foi adicionado 20 uL de resazurina (10-
oxido de 7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona), para a leitura. A CIM foi definida como
a menor concentragdo na qual o crescimento bacteriano foi observado (Andrews,
2001) Os testes foram realizados em triplicata.

3.2.3 Avaliagcéo da inibicdo da bomba de efluxo modificando a CIM do
antibiotico e do Brometo de Etidio (BrEt)

Foi realizado um estudo comparativo entre os efeitos de um inibidor
padrao, avaliando a capacidade de reduzir a MIC da ciprofloxacina e do EtBr. O
inibidor padréo de bomba de efluxo CPZ foi usado para validar a expressao da
bomba MepA pela cepa K2068. Concentragéo subinibitoria (MIC/8) do inibidor e
dos compostos avaliados foram usados. Nos ensaios, cada indculo bacteriano
foi suspenso em solucéo salina, juntamente com o inibidor CPZ e a chalcona e
completado com BHI. Nas placas de microdiluicdo, 100 pL de antibiético ou BrEt
foram adicionados em diluicOes seriadas.

A concentracdo da chalcona e do inibidor permaneceu constante durante
todo o experimento, enquanto os substratos foram diluidos em série com e sem
0 produto de teste para a determinacdo da MIC. Apdés 24 h, adicionou-se
resazurina para a leitura e a CIM dos controles foi determinada usando apenas
placas de antibidtico e Brometo de Etidio, e os testes foram realizados em
triplicata.

3.3Analise estatistica

Os dados centrais e desvios padrbes foram obtidos de acordo com a
metodologia de Freitas et al. (2021). Os testes ANOVA de uma via com teste
Post Hoc de Tukey foi realizado para dados com distribuicdo normal, e avaliacédo
de significancia estatistica através do teste de Kruskal-Walis, seguido por um
teste de multiplas comparacdes de Dunn, para dados com distribuicdo anormal.
Os dados foram analisados com o programa estatistico GraphPad Prisma 6.01,
considerando p < 0,05 como significativo e p > 0,05 néo significativo.

4 Resultados

A chalcona demonstrou-se inativa para atividade antibacteriana direta,
expressando uma CIM de 21024 ug/mL (Houghton et al., 2007) As CIMs da
ciprofloxacino, clorpromazina (CPZ) e BrEt foram respectivamente: 17,96 ug/mL,
90,51 ug/mL e 80,63 pg/mL.
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Em relacdo aos resultados da associagcédo da chalcona com o antibi6tico,
foi observado uma reducédo da MIC do ciprofloxacino de 17,96 ug/mL para 4,49
Mg/mL, indicando que C. MAETOX potencializa a eficacia do antibiético, figura 1.

Figura 1 — Avaliagdo da atividade modificadora de antibiotico da Chalcona C.
MAETOX

Staphylococcus aureus K2068
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Os dados obtidos do possivel efeito inibitorio da chalcona sobre a bomba
de efluxo MepA, mostrou uma reducdo da MIC do BrEt em 10 vezes (80,63
Mg/mL para 8, 98 ug/mL). A expressao da bomba de efluxo foi confirmada pela
reducdo da CIM do CPZ (80,63 pg/mL para 50,80 pg/mL). Os dados
apresentados sugerem uma possivel inibicdo do sistema de efluxo presente na
cepa, uma vez que os ensaios de CIM com o EtBr € um método eficaz para
identificar cepas que apresentam bombas de efluxo e fornecem uma previsao
necessaria em um curto periodo (Patel et al. 2010).

Figura 2 — Avaliacdo da capacidade de modificacdo da CIM do BbrEt por
associacao com C. MAETOX
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5 Concluséo.

A Chalcona ndo apresentou atividade antibacteriana direta sobre a cepa
K2068 de S. aureus, porém potencializou a ciprofloxacina, além de atuar na
possivel inibicdo de MepA, o que foi evidenciado pelos valores de CIM. Torna-
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se necessario a elucidacdo sobre os mecanismos de acao que levam a possivel
inibicdo dessa bomba, mostrando a interacdo do produto testado com o alvo
bacteriano. Essa elucidacdo pode ser realizada através dos ensaios de docking
e dinamica molecular, conjuntura que permeia as perspectivas futuras deste
trabalho.
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