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RESUMO

A bactéria Staphylococcus aureus € um micro-organismo que é comumente citado
comosendo um importante patdgeno de infecgdes hospitalares. Os mecanismos de resisténcias
presentes em S. aureus sdo Vvarios, dentre estes estdo aqueles reduzem as concentragdes de
antibiotico dentro da bactéria, como as bombas de efluxos. Diversos compostos naturais sejam
extratos, 6leos ou compostos isolados, ja se mostraram capazes de inibir o efluxo bacteriano. O
acido tanico um dos compostos utilizados no presente estudo é um composto natural de plantas,
que apresenta diversas atividades bioldgicas comprovadas. As vitaminas lipossoliveis sdo
substancias naturais, também conhecidos por apresentar diversas atividades bioldgicas e efeitos
benéficos para a saude humana. Tendo vista o potencial bioldgico desses compostos, 0 presente
trabalho teve como objetivo estudar o efeito inibidor sobre o funcionamento de bomba de efluxo
dessas substancias naturais em cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes. As cepas
utilizadas de S. aureus usadas foram: RN4220 portadora do plasmidio pUL5054 que apresenta
0 gene responsavel por codificar a proteina de efluxo MsrA que age sobre macrolidios; 1S-58
dotada do plasmideo PT181 portador do gene da proteina de efluxo de tetraciclinas TetK;
1199B cepa resistente a fluroquinolonas hidrofilicas via proteina de efluxo NorA e a cepa
selvagem 1199 referente a mesma. Foi realizado o ensaio de concentragéo inibitéria minima de
todas as substancias de origem natural sintéticas, utilizando o método de microdiluicdo em
caldo. Para verificar o efeito de reducdo do CIM do brometo de etideo e do antibiotico, foi
utilizado indculos obtidos de placas incubadas em estufa bacterioldgica por 24h a 37°C com o
repique do estoque. Apos esse periodo foi utilizado in6culos em solucédo salina de acordo com
Mcfarland 0,5 que corresponde a 10°UFC. Os resultados dos testes foram feitos em triplicatas
e como média geométrica. Na analise estatistica foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do
pos teste hoc Tukey usando GraphPad Prism 5.0. Com relacéo a atividade inibitoria minima o
acido tanico, o0 mesmo ndo apresentou resultado clinicamente relevante com valor >1024
Hg/mL. Entretanto, de acordo com os resultados do presente estudo, o acido tanico foi capaz de
reduzir diferentes sistemas de efluxo, igual ou melhor que inibidores conhecidos de bomba de
efluxo. Resultado observado pela acdo tanto sobre o brometo de etideo como sobre os
antibidticos. Entre as vitaminas lipossolUveis analisadas, a menadiona além de mostrar
atividade clinicamente relevante frente as cepas testadas, esta também apresentou capacidade
de reduzir o efuxo com mais eficiéncia que as demais vitaminas, sendo principalmente frente

as cepas RN4220 e 1199B. Acredita-se que 0 composto acido tanico, possa ter seu efeito sobre



as bombas de efluxo através da ligacdo em sitios de interacdo dessa proteina, caracterizando
uma acdo direta ou também pode ter atuado indiretamente pela retencdo de ferro necessario
para atividade da bomba efluxo. Com relacéo a vitaminas K, é possivel que a inibi¢ao do efluxo
observado com essa vitamina lipossolUvel, seja responsavel pela desestabilizacdo de
membrana, e como consequéncia desse efeito alterar a funcionalidade da bomba de efluxo, ja

gue a mesma é uma proteina de membrana.

Palavras-chave: Bomba de efluxo. Expressdo génica. Vitaminas lipossoluveis. Produtos

naturais. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

The bacterium Staphylococcus aureus is a microorganism that is commonly cited as an
important pathogen of hospital infections. The mechanisms of resistance present in S. aureus
are several, among these are those that reduce the concentrations of antibiotic within the
bacterium, such as efflux pumps. Several natural compounds are extracts, oils or compounds
isolated, have already been shown to inhibit bacterial efflux. Tannic acid one of the compounds
used in the present study is a natural plant compound, which has several proven biological
activities. The fat-soluble vitamins are natural substances, also known to present various
biological activities and beneficial effects to human health. Considering the biological potential
of these compounds, the present work had as objective to study the inhibitory effect on the
efflux pump functioning of these natural substances in strains of multiresistant Staphylococcus
aureus. The used strains of S. aureus used were: RN4220 carrying the plasmid pUL5054 which
shows the gene responsible for encoding the MsrA efflux protein acting on macrolides; 1S-58
endowed with plasmid PT181 carrying the TetK tetracycline efflux protein gene; 1199B strain
resistant to hydrophilic fluroquinolones via NorA efflux protein and the wild-type strain 1199
referring thereto. The minimum inhibitory concentration test of all naturally occurring synthetic
substances was carried out using the broth microdilution method. To verify the effect of
reducing the MIC of the ethidium bromide and the antibiotic, inoculums obtained from plates
incubated in a bacteriological oven for 24 hours at 37°C with the stock peaking were used. After
this period inoculums were used in saline solution according to Mcfarland 0.5 corresponding
to 10°UFC. The results of the tests were done in triplicates and as geometric mean. In the
statistical analysis, one-way ANOVA was used, followed by the Tukey hoc post test using
GraphPad Prism 5.0. Regarding the minimum inhibitory activity, tannic acid did not present a
clinically relevant result with a value >1024 pg / mL. However, according to the results of the
present study, tannic acid was able to reduce different efflux systems, equal to or better than
known efflux pump inhibitors. Result observed by the action on both the ethidium bromide and
on the antibiotics. Among the lipid-soluble vitamins analyzed, menadione, in addition to
showing clinically relevant activity against the strains tested, was also able to reduce the efuxo
more efficiently than the other vitamins, being mainly against the strains RN4220 and 1199B.
It is believed that the tannic acid compound may have its effect on the efflux pumps by binding
at sites of interaction of that protein, characterizing a direct action or may also have acted

indirectly by the retention of iron required for pump efflux activity. With respect to vitamins



K, it is possible that the inhibition of efflux observed with this lipid soluble vitamin is
responsible for membrane destabilization and as a consequence of this effect it will alter the

functionality of the efflux pump, since it is a membrane protein.

Keywords: Efflux pump. Gene expression. Fat soluble vitamins. Natural products. Bacterial

resistan.
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1 INTRODUCAO

A bactéria Staphylococcus aureus € um micro-organismo comensal que € comumente
citado como um importante patdgeno de infec¢bes hospitalares. Como hospedeiro natural
humano, é encontrada nas fossas nasais ou na pele de neonatos, criangas e adultos. A partir
desses sitios, esta bactéria pode alcancar as outras regides da pele e das mucosas. Entretanto,
caso as barreiras naturais estejam comprometidas por trauma ou cirurgia, 0 S. aureus pode se
alojar no tecido e provocar uma lesdo local, caracterizando o processo infeccioso (ROBERT &
CHAMBERS, 2005; VELAZQUEZ-MEZA et al., 2005).

O S. aureus é frequentemente isolado de feridas cirargicas infectadas, que podem
representar focos para desenvolvimento de infeccdes sistémicas. Esta bactéria também traz
riscos para pacientes que fazem dialise, queimados, diabéticos e HIV-positivos, podendo causar
diversos processos infecciosos, que variam desde infec¢des cuténeas cronicas (relativamente
benignas) até infeccBes sistémicas (potencialmente fatais). As infecgdes cutaneas incluem
foliculite simples e impetigo, assim como furtinculos e carbunculos, que afetam o tecido
subcutaneo e produzem também efeitos sisttmicos (BALABAN et al., 1998; CAVALCANTI
et al., 2005).

Com relagdo a resisténcia, S. aureus tem a habilidade de adquirir resisténcia a
praticamente todos os antibioticos, tornando-o um motivo de preocupacao na saude publica
(GIBBONS, 2004). A resisténcia do S. aureus aos antibioticos tem sido desenvolvida por
mutacgdes em seus genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma
espécie (ou até de outras espécies). Geralmente a resisténcia bacteriana ocorre por mutacéo,
que resulta em uma alteracdo no sitio de acdo do antibi6tico. Também néo se pode deixar de
mencionar que a resisténcia pode ocorrer por aquisicdo de genes frequentemente envolvidos na
expressdo de proteinas que levam a inativagdo ou a destruicdo da droga, sendo estes
transmitidos por plasmideos e elementos movéis de transposicdo (BERNARD et al., 2004;
LIMA et al., 2005).

E importante mencionar que S. aureus apresenta a capacidade de liberar sinais quimicos
No meio em que se encontra; estes sinais sdo reconhecidos por outras células bacterianas,
resultando em um fendémeno denominado de quorum sensing (KHAN et al., 2015). Este
mecanismo é caracterizado pela transferéncia de informacdes intra- ou interespecificas, fazendo

com que as bactérias sincronizem seu comportamento e sobrevivam em condi¢des adversas.
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Em S. aureus o quorum sensing auxilia na manutencdo de biofilmes, apresentando influéncia
direta na resisténcia bacteriana (YARWOOD et al., 2004).

Os mecanismos de resisténcias presentes em S. aureus sdo varios, incluindo: reducao
das concentracBes de antibioticos dentro da bactéria, sendo que isso ocorre tanto pela fraca
penetragdo como também pelo efluxo promovido por proteinas transmembrana, evitando sua
chegada ao alvo; modificacdo no alvo do antibidtico por mutacdo genética ou modificacao pos-
transducional do alvo; e protecdo do alvo do antibidtico por inativacdo do antibidtico por
hidrélise ou modificagBes que o tornam ndo funcional (BLAIR et al., 2015).

Os mecanismos de efluxo atuam sobre diversas drogas utilizadas no tratamento contra
S. aureus. O mecanismo de efluxo é mediado por proteinas transmembrana, que apresentam
componentes voltados para os ambientes intra- e extracelular, sendo essas proteinas chamadas
de bombas de efluxo (PIDDOCK et al., 2006). As bombas de efluxos atuam retirando
substancias nocivas do interior da bactéria (e.g. metais pesados, antibidticos, etc.). Algumas
bombas de efluxo séo especificas para determinados antibiéticos ou classe de antibidticos. As
bombas de efluxo apresentam dois sistemas de transporte, sistema de co-transporte e o sistema
ATPase (BHARDWAIJ & MOHANTY, 2012). O sistema de co-transporte do tipo anti-porte é
mediado por ions como sédio ou hidrogénio, que devem ser transportados para o interior da
bactéria, em troca da retirada de antibiéticos do ambiente intracelular. Ja o sistema ATPase é
dependente da hidrolise de ATP, que promove a quebra de ATP e utiliza a energia para
promover a retirada do antibiotico (POOLE, 2007).

As bombas de efluxo fornecem meios para a colonizagao, invaséo e sobrevivéncia das
bactérias em ambientes hostis, sendo também um importante meio de resisténcia bacteriana em
biofilmes. Além disso, as bombas de efluxo podem ter efeito patogénico para o hospedeiro
humano (PIDDOCK et al., 2006; BINA et al., 2009). As bombas de efluxo sdo agrupadas em
cinco familias, que se caracterizam pelas subunidades presentes em sua estrutura. Algumas
familias sdo divididas em subfamilias, a saber: Superfamilia grande facilitadora (Major
facilitator superfamily - MFS); Superfamilia ligada a ATP cassete (ATP-binding cassette
[ABC] superfamily); Pequena familia de resisténcia a multiplos medicamentos (Small
multidrug resistance [SMR] family); Superfamilia de divisdo celular de nodulagdo de
resisténcia,  (Resistance-nodulation-cell division [RND] superfamily); Superfamilia de
extrusdo de multidrogas e de compostos téxicos (Multidrug and toxic compound extrusion
[MATE] family) (PIDDOCK et al., 2006).
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Os genes de bombas de efluxo podem estar presentes tanto integrados ao genétipo
bacteriano, quanto em plasmideos ou em elementos de transposi¢cdo. Quando presente no
plasmideo, o gene pode ser perdido, caso 0 micro-organismo esteja em um ambiente que ndo
necessite da acdo da bomba de efluxo para sua sobrevivéncia. Além disso, a presencga dos genes
de bomba de efluxo em plasmideos fornece um meio transferivel de resisténcia, entre a mesma
espécie ou entre espécies diferentes (BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). Alguns
genes de bombas de efluxo requerem indugdo ou mutacdes nos genes reguladores para a sua
expressdo, enquanto outros sdo expressos constitutivamente (FYFE; SUTCLIFFE;
GROSSMAN, 2013; BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). A expressao
constitutiva leva a um efluxo basal que contribui para a resisténcia intrinseca. Apesar dessa
Gltima conferir baixo nivel de resisténcia, quando somados aos outros mecanismos, a mesma
contribui para multirresisténcia bacteriana. Acredita-se também que bombas de efluxo com
expressao constitutiva e ndo constitutiva podem estar presentes no mesmo micro-organismo,
tendo efeito aditivo para a resisténcia (LOMOVSKAYA et al., 2001).

Para controlar a resisténcia bacteriana por meio de bombas de efluxo se tem adotado a
associacdo de antibidticos com substancias capazes de inibir estas bombas. Existem diversas
substancias de origem natural e sintética que j& foram identificadas como inibidores de bombas
de efluxo. Substancias de origem natural com essa propriedade geralmente sdo oriundas do
metabolismo secundario das plantas, tais como terpenos, flavonoides, taninos e alcaloides.
Entretanto, a eficiéncia do uso dessas substancias, como inibidoras de bomba de efluxo, se
torma limitada principalmente devido a toxicidade (STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007;
PRASCH & BUCAR, 2015).

Existem alguns quesitos que sdo considerados ao se produzir um inibidor de bomba de
efluxo: devem ser livres de atividade em células eucarioticas; a sintese de inibidores a partir de
produtos naturais ndo deve levar muito tempo; devem ser proteoliticamente estaveis; devem
melhorar o indice terapéutico do antibiotico; devem ser desprovidos de atividade antibacteriana
e ndo devem ser toxicos para seres humano, para que ndo exista a possibilidade de ocorrer
resisténcia sobre a mesma (BAMBEKE; PAGES; LEE, 2006).

Os diversos meios pelos quais as substancias podem agir para inibir bombas de efluxo
sdo: como desacopladores de energia; inibicdo da ligacdo direta com a bomba de efluxo
(peptidomiméticos, quinolonas); indugdo de modifica¢bes quimicas nos substratos de bombas
efluxo; quelantes de ferro e anadlogos de antibidticos. Algumas hip6teses apontam ainda que

algumas substancias podem inibir a expressdo génica da bomba de efluxo, através da interagédo



23

com as vias necessarias para a sua sintese (PAGES & AMARAL, 2009). Partindo desse
pressuposto, no transcorrer desse estudo foi verificado o efeito que substancias sintéticas de
origem natural, com caracteristicas quimicas diferentes, teve sobre as diferentes bombas de
efluxo em Staphylococcus aureus, tal andlise foi feita por meio da analise in vitro.

Portanto o objetivo deste estudo foi a valiar o efeito de substancias sintéticas de origem
natural sobre bombas de efluxo bacterianas com caracteristicas especificas. Além de determinar
a atividade antibacterina, do acido tanico e das vitaminas lipossoluveis (D, E, K) e compostos
esteroidais (Ergosterol e Colesterol), sobre cepas Staphylococcus aureus portadoras de
diferentes bombas de efluxo; Assim como: Avaliar o efeito de inibicdo bombas de efluxo do
acido tanico por reducdo do efluxo de antibidticos e de brometo de etideo, através do método
de reducdo da concentracdo inibitoria minima; Verificar o efeito das vitaminas lipossolUveis
(D, E, K) e substancias esteroidais (Ergosterol e Colesterol) sobre a redugdo de efluxo de
antibidticos e de brometo de etideo, através do método redugdo da concentragdo inibitoria
minima e Comparar o efeito de inibicdo da bomba de efluxo por &acido tanico, vitaminas
lipossoluveis (D, E, K) e substancias esteroidais (Ergosterol e Colesterol), com inibidores

padrdes de bomba de efluxo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BACTERIAS

As bactérias sdo micro-organismos com células procarioticas, que sdo consideradas
células relativamente simples, quando comparadas com as eucarioticas, e apresentam grande
diversidade de espécies. Possuem morfologia diversificada apresentado as seguintes
caracteristicas: esférica ou ovalada, bastonetes curtos, e curvada com tamanhos que variam, em
média, de 1pm a 2um por 1pm a 4um (SARTORI, 2010; CAMARGO, 2010). E importante
também ressaltar que existem diversas espécies bacterianas que se caracterizam por apresentar
variacdo de morfologia, composi¢do quimica da parede celular, necessidades nutricionais,
atividades bioquimicas e fonte de energia utilizada (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

As bactérias apresentam em suas células estruturas consideradas essenciais para as
mesmas, presentes em todas as espécies, tais como ribossomos do tipo 70S. Entretanto, existem
estruturas celulares que sdo encontradas apenas em determinadas espécies, tais como granulos
de fosforo (RAMACHANDRAN et al., 2014). Uma estrutura essencial € a membrana
citoplasmatica, situada proxima a parede celular, que serve como barreira seletiva para muitas
substancias. E composta principalmente por fosfolipidios, proteinas  (porina),
gliceroglicolipideos e outros tipos de lipidios. Suas principais funcbes sdo: barreira de
permeabilidade seletiva; producédo de energia por transporte de elétrons; fosforilacdo oxidativa;
auxiliar na duplicacdo do DNA, auxiliar na biossintese de componentes; e secre¢do de enzimas.
(STRAHL & ERRINGTON, 2017; WESTFALL & LEVIN, 2017; WHITFIELD & TRENT,
2014).

As células bacterianas sdo envolvidas por uma parede celular, com estrutura complexa
e semi-rigida, sendo responsavel pela definicao da forma da célula bacteriana. A parede celular
é composta por um complexo de carboidratos e proteinas chamado de peptideoglicano. A
presenca dessas moléculas na parede celular confere a manutencdo da forma bacteriana e evita
a ruptura da célula, além de desempenhar importante papel no processo de divisdo celular.
Clinicamente, a parede celular € importante, tendo em vista que contribui para a patogenicidade
em algumas espécies bacteriana, além de também ser o local de a¢do de alguns antibidticos
(WHITFIELD & TRENT, 2014; TORTORA; CASE; FUNKE, 2016)

A parede celular das bactérias serve como critério de classificacao, dividindo-as em dois

grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Esta classificacdo tem como base a
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composigdo quimica e organizacdo da estrutura da parede. Em bactérias Gram-positivas, a
parede celular é composta por muitas camadas de peptideoglicana, que impedem a passagem
de compostos hidrofobicos devido a presenca de agucares e aminoacidos, formando uma
estrutura espessa e rigida. Possui ainda na sua constituicdo &cidos teicoicos, que consistem
principalmente em um alcool (glicerol ou ribitol) e fosfato (RAMACHANDRAN et al., 2014;
TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

Com relacdo as bactérias Gram-negativas, a composicdo e estrutura da parede celular
consistem de uma ou poucas camadas de peptideoglicana, uma membrana externa e um espago
chamado perisplasma. Devido a quantidade reduzida de peptideoglicana, as bactérias Gram-
negativas sdo mais susceptiveis ao rompimento mecanico. A membrana externa dessas
bactérias é formada por lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipidios que desempenham
varias funcdes especializadas, atuando como barreira para certos antibidticos (penicilina),
enzimas digestivas (lisozima), detergentes, metais pesados, sais biliares e certos corantes
(COSTA et al., 2015; TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). A membrana externa das bactérias
desenvolveu canais especiais, chamados de porinas, que permitem a difusdo passiva de
compostos hidrofilicos como acgucares, aminoacidos e certos ions (COSTA et al., 2015;
TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

Figura 1 — Diferengas morfoldgicas das bactérias: a) Gram-negativas e b) Gram-positiva.
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Disponivel em: <http://essaseoutras.xpg.uol.com.br/bacterias-gram-positiva-e-negativa-resumo-esguema-
organelas-funcoes/>.
Acesso em: 07 de julho de 2016.
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2.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, juntamente como 0s géneros
Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. O género Staphylococcus possui 33 espécies,
sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. Os membros deste
género comumente fazem parte da microbiota da pele humana normal e de outros locais
anatdbmicos. Neste género, destaca-se pela importancia a espécie Staphylococcus aureus,
encontrada principalmente em ambiente nosocomial, estando frequentemente relacionada com
diversas infecgOes em seres humanos. O S. aureus foi descrito pela primeira vez em 1880, em
pus de abscessos cirargicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, sendo atualmente um
dos micro-organismos mais comuns nas infeccBes piogénicas em todo o mundo
(CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIRQOS, 2005; KONEMAN et al., 2001).

A bactéria Staphylococcus aureus tem forma esférica e € pertencente ao grupo dos cocos
Gram-positivos, sendo frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas
saudaveis. A dimensdo dos seus cocos varia de 0,5 a 1,5 um de didmetro, sdo imdveis, ndo-
esporulados e geralmente ndo-encapsulados. Essa bactéria pode se apresentar em varias formas,
que véo desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agregados irregularmente (com aspecto
semelhante a um cacho de uvas), devido a sua replicagdo celular, que ocorre em trés planos
perpendiculares (CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 2005; KONEMAN et al., 2001;
TRABULSI & ALTHERTHUM, 2001).

Em relacdo ao seu aspecto de crescimento, as cepas crescem em meios como o caldo ou
agar simples, pH = 7, a temperatura 6tima de 37°C. As col6nias formadas em placa, apds 18-
24 horas de incubacdo, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A coloracdo dessas
colbnias varia desde o acinzentado até o amarelo-ouro, em que a pigmentagdo aumenta com o
tempo de incubacdo prolongado, ndo chegando a ser formada nos casos de crescimento em
condicBes anaerdbicas, ou na cultura em caldo. Em placas contendo o meio de agar sangue,
observa-se a formacdo de um halo em torno das coldnias existentes. Outro meio importante
para a identificacdo do S. aureus é o Agar manitol-sal, seletivo para a espécie, que consegue
fermentar o manitol, produzindo acido latico (CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS,
2005; KONEMAN et al., 2001; TRABULSI & ALTHERTHUM, 2001).

As doencas provocadas pelo S. aureus podem ser decorrentes da invasdo direta dos
tecidos, de bacteremia primaria ou decorrentes das toxinas por ele produzidas (BRAUNWALD

etal., 2002; SANTOS et al., 2007). Essas infec¢des podem se localizar em um ou em multiplos
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sitios, e, de acordo com a localizag&o e outras caracteristicas, recebem diferentes designagoes,
tais como: foliculite (infeccdo do foliculo piloso); sico (bichodo-pé); carbinculo; antraz;
furdnculos localizados na regido cervical posterior; hordeolo (tercol); hidradenite (inflamacéo
das glandulas sudoriparas); e impetigo. Além das piogénicas, o S. aureus pode causar outras
infeccbes mesmo durante um processo infeccioso ou ndo (BRAUNWALD et al., 2002;
SANTOS et al., 2007). Esses diferentes mecanismos e patologias fazem com que o S. aureus
possua varias caracteristicas que, por vezes, nao sdo encontradas em todas as cepas desse Gram-
positivo, surgindo, entretanto, a medida que nele sdo identificadas novas e diferentes
propriedades patogénicas (LUTZ et al., 2003; SANTOS et al., 2007).

Durante a invasdo do organismo, 0 S. aureus adere-se primeiramente a pele ou a mucosa
e em seguida, rompe as barreiras do epitélio, comprometendo estruturas de ligacOes
intercelulares, como desmossomos e demais juncdes de aderéncia (IWATSUKI et al., 2006).
Apobs a invasdo do epitélio, o S. aureus utiliza diversas estratégias para permitir a sua
sobrevivéncia e proliferacdo no organismo hospedeiro. Essas estratégias estdo relacionadas com
a opsonizacao do complemento, a neutralizacdo sua fagocitose e a inibi¢ao das respostas imunes
humorais e celular (SANTOS et al., 2007).

A capacidade de colonizagdo e a patogenicidade do S. aureus sdo, portanto, uma
consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais tém papel relevante na adesdo celular, na
captacdo de nutrientes e na sua evasdo da resposta imunologica do hospedeiro. Esses fatores de
viruléncia podem ser classificados, basicamente, em trés categorias: a) fatores relacionados com
a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, como a producdo de moléculas
de fibrinogénio, fibronectina, colageno ou da enzima coagulase; b) fatores relacionados com a
evasdo da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas estafilocécicas (SEs A-E, G-J, K,
L, M, O e P), a toxina da sindrome do choque toxico, a proteina A, lipases e polissacarideos
capsulares; e c) fatores relacionados com a invasao na célula do hospedeiro e a penetracdo nos
tecidos ou adesdo de superficies de cateteres e proteases, 0s quais incluem as proteinas (toxinas)
o, B, 8, y e & — hemolisinas (VELAZQUEZ-MEZA et al., 2005).

O S. aureus contém ainda, na estrutura de sua parede celular, polissacarideos e proteinas
antigénicas, bem como outras moléculas importantes, que podem induzir uma resposta
imunoldgica no hospedeiro. Entre essas moléculas podemos citar o acido tecoico, o
glicanopeptidio, a proteina A, além da presenca de cdpsula e de adesinas (LUTZ et al., 2003;

OLIVEIRA et al., 2001). Além desses, acredita-se que as bombas de efluxos também sdo
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responsaveis por efeitos patogénicos ocasionados por S. aureus (BHARDWAJ & MOHANTY,
2012).

Figura 2 — Imagem de microscopia e em meio cultura agar sangue de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus

Disponivel em: <http://www.samaritanid.com/staphylococcus_aureus.html>.
Acesso em; 17 de agosto de 2016.

2.3 RESISTENCIA BACTERIANA

Os antibidticos tém apoiado a medicina moderna de tal maneira, que seu uso tem
reduzido a mortalidade infantil e aumentado a expectativa de vida, sendo crucial para as
cirurgias invasivas e tratamentos de infeccdes bacterianas. No entanto, o nimero de infecgdes
causadas por bactérias multirresistentes a antibidticos tem aumentado mundialmente,
resultando em um grande espectro de infecgdes intrataveis. Um estudo recente do World
Economic Forum Global Risks mostra a resisténcia aos antibioticos como uma das maiores
ameacas para a saude humana (WALKER & FOWLER, 2011; WEF, 2014).

Estima-se que na Europa 25.000 pessoas morrem a cada ano como resultado de
infeccOes de bactérias multirresistentes, resultando em um custo anual aproximado de 1,5
bilhdes de euros. Nos Estados Unidos mais de 2 milhdes de pessoas sdo infectadas por bactérias
resistentes a antibioticos, com 23.000 mortes como resultado direto. No Brasil, dados
epidemiologicos sobre casos de infecgOes por bactérias resistentes sdo mal documentados, ndo
se tendo a certeza do numero certo de casos e mortes consequentes, embora se acredite que

sejam milhares de mortes por ano. Além do aumento da resisténcia aos agentes existentes,
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observa-se uma falta de novos antibiéticos em desenvolvimento (WHO, 2014; HAMPTON et
al., 2013).

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibioticos, mas também
podem adquirir resisténcia a outros antibidticos através de mutagdes em genes cromossémicos
e da transferéncia horizontal de genes. A resisténcia intrinseca de uma espécie bacteriana é
definida como sendo a capacidade de resistir a acdo deste antibiético, como resultado inerente
das caracteristicas estruturais ou funcionais do antibidtico. O exemplo mais simples de
resisténcia intrinseca em uma espécie individual tem como resultado a auséncia de um alvo
susceptivel de um antibiotico especifico (BLAIR et al., 2015).

Estudos recentes levaram a identificacdo de muitos genes que sdo responsaveis pela
resisténcia intrinseca as diferentes classes de antibidticos, incluindo [-lactamicos,
fluoroguinolonas e aminoglicosideos. Esta identificacdo s6 foi possivel pela utilizacdo de
técnicas como high-throughput screening of high-density genome j& aplicada em bactérias
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (BLAKE &
O’NEILL, 2013; LIU et al., 2010).

Compreender a base da genetica da resisténcia bacteriana e, consequentemente, o
espectro de atividade de um antibi6tico, pode orientar o desenvolvimento de novas
combinacBes de agentes antibacterianos, assim como também pode melhorar ou expandir a
atividade de agentes contra espécies-alvo. Varios estudos tém identificado efeito sinérgico in
vitro entre as combinagfes ndo convencionais de antibioticos que podem ser utilizados para o
tratamento de agentes patogénicos particularmente problematicos, tais como Acinetobacter
baumannii e Neisseria gonorrhoeae (BARBEE et al., 2014; PRINCIPE et al., 2013). Combinar
informacdes de estudos de sinergia com screens genéticos buscando identificar interacfes entre
vias bioquimicas podem estender o arsenal de antibidticos disponiveis e permitir a utilizacédo
das drogas existentes contra espécies antes resistentes aos mesmos (BLAIR et al., 2015).

As bactérias podem adquirir ou desenvolver resisténcia aos antibidticos através de
varios mecanismos, que se dividem em trés principais grupos: em primeiro lugar, aqueles que
minimizam as concentracdes intracelulares do antibidtico como um resultado de uma fraca
penetracdo na bactéria ou de efluxo de antibiotico; segundo, aqueles que modificam alvo do
antibidtico por mutacdo genética ou modificacdo pos-translacional do alvo; em terceiro lugar,
aqueles que protegem o alvo da acéo do antibiotico através da inativacdo do antibiotico ocorrida

por hidrdlise realizada por enzimas (BLAIR et al., 2015).
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2.3.1 Reducéo de permeabilidade e efluxo

Comparado com as especies Gram-positivas, as bactérias Gram-negativas Sao
intrinsecamente menos permedveis a muitos antibidticos (KOJIMA & NIKAIDO, 2013;
VARGIU & NIKAIDO, 2013). E conhecido que, para exercer sua acdo, os antibioticos
hidrofilicos atravessam a membrana externa por difusdo, através das proteinas da membrana
externa chamadas de porinas. Um mecanismo de resisténcia que envolve a reducdo da
permeabilidade a antibidticos consiste na diminuicdo de porinas expressas ou substituicdo das
existentes por porinas mais seletivas. Este mecanismo é bem estabelecido para a resisténcia aos
antibioticos em cepas bacterianas Gram-negativas (WOZNIAK & WALDOR, 2010).

As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana ativamente responsaveis pelo
transporte de muitos antibioticos para fora da célula. Portanto, contribuem efetivamente para a
resisténcia intrinseca de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas a muitos medicamentos
que sdo utilizados para tratar infecces bacterianas. Contudo, as bombas de efluxo quando
expressas podem conferir elevados niveis de resisténcia a antibioticos, anteriormente Uteis na
clinica. Algumas bombas de efluxo tém especificidade restrita para o substrato (por exemplo, a
bomba Tetk as tetraciclinas), mas muitas transportam uma grande variedade de substratos
diferentes, sendo conhecidas como bombas de efluxo de resisténcia a multiplas drogas (multiple
drug resistance - MDR) (BLAIR et al., 2015).

As bactérias possuem varios genes que codificam bombas de efluxo de MDR em seus
cromossomos; estes genes podem estar presentes exclusivamente em plasmideos, 0s quais
podem ser transferidos entre as bactérias da mesma espécie ou entre espécies diferentes. A
expressao das bombas de efluxo é controlada por fatores ambientais. De fato, o aumento da
expressdo de bombas de efluxo pode ocorrer como resultado da inducdo em resposta a sinais
ambientais como a presenca de antibioticos e em condi¢Ges em que € necessaria a sua funcao
(DOLEJSKA et al., 2013).

2.3.2 Alteragdes por mutacao nos alvos dos antibidticos

A maioria dos antibioticos se liga especificamente aos seus alvos com elevada afinidade,
evitando o perfeito funcionamento da célula bacteriana. Entretanto, alteracdes na estrutura do
alvo afetam a afinidade e, consequentemente, impedem a ligacdo eficiente do antibidtico ao

mesmo, ocasionado a resisténcia bacteriana a droga especifica. Durante o curso da infeccdo, ha
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frequentemente uma grande populacdo de patégenos; a ocorréncia de uma Unica mutagdo
pontual no gene que codifica o alvo de um antibidtico pode ocasionar a resisténcia a droga, e
entdo esta estirpe mutante pode se proliferar. Os genes que codificam os alvos de alguns
antibidticos podem existir em mdaltiplas copias, que também podem levar ao efeito de
resisténcia da mesma maneira citada anteriormente. Além da alteracdo no alvo por mutacéo, o
fendmeno de transformacao bacteriana pode ser responsavel pela modificacdo do alvo, atraves
da expressdo de novos genes inseridos que substituem os genes selvagens codificadores de
alvos de antibidticos. Outro exemplo de uma modificacdo alvo é aquisicdo de um gene
homologo ao gene do alvo original, tal como ocorre em S. aureus resistente a meticilina
(Methicillin resistant Staphylococcus aureus - MRSA), que é conferida pela aquisicdo do
elemento de cassete cromossdmico MEC (SCCmec). (UNEMO et al., 2012; SHORE et al.,
2011).

2.3.3 Modificacgao dos antibidticos

A modificagdo dos antibioticos € um dos meios mais eficazes de resisténcia aos
antibidticos, ocorrendo atraves de enzimas produzidas pela célula bacteriana que destroem o
antibidtico. Considera-se este como um mecanismo clinicamente relevante de resisténcia a
varios antibioticos importantes. A inativacdo do alvo realizada por enzimas foi um dos
primeiros mecanismos de resisténcia identificado. Existem milhares de enzimas que podem
degradar ou modificar antibioticos de diferentes classes; como exemplo, pode-se mencionar as
que atuam sobre os antibidticos das seguintes classes: B-lactamicos, aminoglicosides e
macrolideos. Ha também subclasses de enzimas que podem degradar diferentes antibidticos
pertencentes a mesma classe. Como exemplo, podem ser citados os antibidticos B-lactamicos,
tais como penicilinas, cefalosporinas e carbepénimicos, monobactdmicos que séo hidrolisados
por uma gama diversa de enzimas B-lactamases (KUMAR et al., 2014; BLAIR et al., 2015).

A modificacdo dos antibioticos também pode ocorrer via transferéncias de grupos
quimicos. Esses grupos se ligam aos antibioticos evitando sua acdo sobre o alvo bacteriano.
Varios grupos quimicos diferentes podem ser transferidos, incluindo acil, fosfato, e nucleotidil
grupos ribitoyl. As enzimas que sdo responsaveis por essa acdo formam uma grande e
diversificada familia de enzimas resisténcia antibidtica. Os antibioticos aminoglicosideos sdo
particularmente susceptiveis para esse tipo de modificacdo, uma vez que tendem a ser grandes

moléculas com muitos grupos hidroxilo e amida expostos. Enzimas modificadoras de
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aminoglicosideos conferem elevados niveis de resisténcia aos antibidticos. Existem trés
principais classes de enzimas modificadoras aminoglicosideos: acetiltransferases,
fosfotransferases e nucleotidiltransferases. Essas classes sdo evolutivamente diversificadas e
variam segundo a parte da molécula de aminoglicosidos que podem modificar (NORRIS &
SERPERSU, 2013; ROMANOWSKA; REUTER; TRYLSKA, 2013).

Figura 3 — Mecanismos de resisténcia bacteriana.
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Acesso em: 22 de outubro de 2016.

2.4 SISTEMAS DE EFLUXO DE DROGAS BACTERIANAS

2.4.1 Superfamilia grande facilitadora (Major facilitator superfamily - MFS)

A superfamilia “major facilitator” (MFS) é grande, antiga, pois é conhecida ha mais
tempo, e também bastante diversificada, compreende mais de 300 proteinas que, por sua vez,
encontram-se reunidas em subfamilias. Membros dessa familia apresentam o sistema de catalise
uniporte soluto/cation (H" ou Na*), simporte (soluto/H") ou antiporte (soluto/soluto). Sdo
envolvidos no transporte de acUcares, ions e drogas. Estes transportadores funcionam com um
unico componente, como por exemplo, a bomba de efluxo NorA presente em Staphylococcus
aureus (YOSHIDA et al., 1990). Entretanto, em algumas bactérias Gram-negativas, MFS
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funcionam com a fusdo de componentes de membrana externa com o de membrana interna,
como por exemplo, a bomba de efluxo EmrAB-TolC de E. coli (LOMOVSKAYA & LEWIS,
1992).

As proteinas de membrana pertencentes a superfamilia MFS comumente apresentam de
12 a 13 segmentos transmembranicos. Existem trés subfamilias dentro desse grupo, todas sdo
drug/H+ antiporter (DHA). Na DHAL, por exemplo, existe a bomba Bmr de Bacillus subtili;
na HA2 existe a QacA de S. aureu e na DHA3 ocorre a MefA de Streptococcus pyogenes. A
DH1 e DH2 sdo presentes tanto em eucariotos como em procariotos, e sao responsaveis pelo
efluxo de uma ampla variedade distinta de drogas. Membros distintos da subfamilia DH1
exportam acucares, poliaminas, descopladores, monoaminas, acetilcolina, paraquate e
metilglioxal. J& os membros da subfamilia DHA2 sdo mais restritos e transportadores de
substratos como sais biliares. Membros da subfamilia DHA3 sdo encontrados apenas em
procariotos, e sdo conhecidos pelo efluxo de antibi6ticos, incluindo macrolidios e tetraciclinas.
Bombas de efluxo de tetraciclinas sdo as melhores caracterizadas membros de MFS. Essas
bombas sdo encontradas tanto em bactérias Gram-negativas como em Gram-positivas
(KUMAR & SCHWEIZER, 2005).

2.4.2 Superfamilia ligada a ATP cassete (ATP-binding cassette ABC superfamily)

Os transportadores da classe “ATP-binding cassette superfamily” (ABC), sdo
complexos multi-proteicos (formando um canal de transporte pela membrana citoplasmatica) e
proteinas citoplasmaticas com atividade de ATPases. Membros desta superfamilia usa a energia
derivada da hidrolise de ATP para transportar uma variedade de substancias, como
aminoacidos, agucares, ions, drogas, polissacarideos e proteinas. As permeases ABC
geralmente contém 6 dominios transmembrana, cada uma associada em pares com dominios
homodimeros ou heterodimeros. Duas subunidades de ATPase associadas com permeases na
face citoplasmatica e no interior da membrana, formam um transportador funcional. Bombas
de efluxo de drogas pertencentes a superfamilia ABC sdo raras em bactérias, a bomba de efluxo
LmrA de Lactococcus lactis € o melhor exemplo. A atual lista de exportadores pertencentes a
superfamilia ABC inclui 21 sistemas de efluxo em células de procariotos (HIGGINS et al, 1992;
FATH & KOLTER, 1993; KUMAR & SCHWEIZER, 2005).

Esta familia também apresenta subfamilas que sdo designadas de A a G com base na

sequéncia e homologia estrutural, e sdo responsaveis pelo movimento dependente de ATP de
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varios xenobioticos (Incluindo drogas), lipidios e produtos metabd6licos em todo o plasma e nas
membranas intracelulares. Membros da subfamilia ABC sdo predominantes em células do
sistema nervoso central, bem como do sistema hematopoiético, e sdo conhecidos por transportar
lipideos, particularmente lipideos que trafegam entre compartimentos celulares. J& os membros
da ABCB sdo responsaveis pelo transporte intracelular de peptideos, incluindo células
eucaridticas, tendo um papel essencial no transporte de MHC (Complexo principal de
histocompatibilidade) (ALBRECHT & VITURRO, 2007). O ABCC é conhecido como proteina
de resisténcia a multiplas drogas, contendo o maior nimero de transportadores de drogas, como
também é um regulador de conducdo (ABCC7). O transportador ABCD ¢ ligado a doencas
neurodegenerativas. Membros da subfamilia ABCE e ABCF parecem ndo ter dominios que
atravessam a membrana, estando envolvidos na traducdo do RNAm (CHEN et al., 2006).

Dentre as superfamilias, apenas os membros da superfamilia ABC sdo conhecidos por
funcionar como um canal e tem um essencial papel no efluxo do ion cloreto. Uma caracteristica
marcante dessa familia € a capacidade de ser responsavel pela resisténcia de células
cancerigenas, ao tratamento quimioterapico. 1sso ocorre através do efluxo dessas drogas
(FLETCHER et al., 2010).

2.4.3 Pequena familia de resisténcia a multiplos medicamentos (Small multidrug resistance
(SMR) family-SMR)

A superfamilia SMR consiste de transportadores de aproximadamente 110 residuos de
aminodcidos, contém quatro dominios transmembranas e sdo energizados por forca préton
motivo. Devido ao seu pequeno tamanho, pensava-se inicialmente, que as proteinas SMR
funcionavam como trimeros. Entretanto, estudos mostram que essas proteinas sdo tetrameros
(PAULSEN et al., 1996; MA & CHANG, 2004; KUMAR & SCHWEIZER, 2005). Algumas
bombas dessa familia foram bem caracterizadas, incluindo bomba Smr de S. aureus e a bomba
EmrE de E. coli, que realizam o efluxo tanto de cations como de drogas (PAULSEN et al.,
1996; MA & CHANG, 2004; KUMAR & SCHWEIZER, 2005).

Existem mais de 250 sequéncias de proteinas da superfamilia SMR depositadas no
Genbank do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Uma vez que, muitas
sequéncias homdlogas de SMR foram identificadas em cromossomos, plasmideos, e integrons,
sugere-se que 0s membros desta familia de transportadores tém diversidade estrutural e

funcional muito além do que se pensava. Uma anterior caracterizacdo filogenética da
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superfamilia de proteinas SMR revelou duas subclasses: Small multidrug pumps (SMR) e o
supressor de proteinas mutacdo GroEL (SUG). O sequenciamento do genoma permitiu a
identificacdo de um novo grupo de proteinas da subfamilia SMR: Paired SMR proteins
(PSMR). Membros do grupo PSMR s&o distintos tanto do SMP e SUG, uma vez que,
diferentemente dos demais membros dessa subfamilia, estes funcionam dentro da membrana
como pares de heterodimeros de proteinas SMR (BAY; ROMMENS; TURNER, 2008).

2.4.4 Superfamilia de Divisao celular de nodulacéo de Resisténcia (Resistance nodulation
cell division (RND) superfamily)

Bombas de efluxo dessa subfamilia eram originalmente encontradas apenas em
eubactérias. Entretanto, hoje ja foram encontradas também em eucariotos e arqueobactérias. As
RND transportadores de drogas séo tipicamente codificadas por genes de cromossomos, mas
recentemente também foram relatadas em plasmideos. Todos os membros dessa superfamila ja
foram caracterizados pela presenca do efluxo via substrato/H*, desempenhando um importante
papel na resisténcia intrinseca e adquirida de bactérias Gram-negativas, para uma variedade de
antimicrobianos (KUMAR & SCHWEIZER, 2005; TSENG et al., 1999).

Todas as bombas de efluxo RND funcionam pela formacéo de complexos consistindo
de 12 dominios transmembranas ligados a uma membrana interna e outro a membrana externa,
formando subunidades. Sem presenca de qualquer um desses complexos a bomba nao funciona.
Uma caracteristica da topologia da superfamilia RND é a presenca de dois grandes lagos no
periplasma entre o primeiro e o segundo dominio transmembrana e entre o sétimo e oitavo. A
regido N-terminal é homologa a regido C-terminal. Acredita-se que tais proteinas podem ter
surgido a partir da duplicacédo intragénica em tandem, mesmo que ocorra antes da divergéncia
dos membros da superfamilia. Entretanto, ha um exemplo de RND homol6go de
Mycobacterium jannaschii que tem apenas seis dominios transmembranas e que ndo apresenta
duplicacéo interna. E possivel que esta proteina funcione como homodimero ou heterodimero,
ou por associacdo com outras proteinas. Os membros mais estudados desse grupo de bomba
sdo os dos sistemas AcrAB-TolC de E coli e MexAB-OprM de P. aeruginosa. Estes sdo
conhecidos por atuarem no efluxo de antibidticos, metais pesados, corantes, detergentes,
solventes e muitos outros substratos (HANSEN et al., 2004; MA et al., 1993).

As bombas desse tipo exportam drogas diretamente para 0 meio externo e ndo apenas

para 0 periplasma. Esta € uma enorme vantagem para células bacterianas porque, uma vez
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exportados para 0 espago externo, as moléculas de droga devem atravessar a barreira de
membrana externa para serem reinseridas nas células (NIKAIDO & TAKATSUKA, 2009).

2.4.5 Superfamilia de extrusdo de multidroga e de compostos toxicos (Multidrug and toxic

compound extrusion (MATE) family)

A superfamilia de transportadores MATE é a mais recentemente descrita e, por isso, a
menos bem caracterizada; esta situacdo, no entanto, vem mudando rapidamente, uma vez que
esta familia tem um papel importante na resisténcia aos antibioticos em organismos patogénicos
clinicamente relevantes. Anteriormente pensava-se que 0s membros desse grupo eram membros
da superfamilia MSF. Entretanto hoje as proteinas pertencentes a superfamilia MATE séo
reconhecidas separadamente, como uma familia de transportadores, isso por que apesar da
homologia da topologia de suas estruturas transmembranas, com caracteristica similar, elas ndo
apresentaram sequéncias homologas com as proteinas MFS (KUMAR & SCHWEIZER, 2005).

Exemplo de proteinas pertencentes a esta classe incluem NorM de Vibrio
parahaemolyticus e homdlogos de YdhE de E. coli. Essas proteinas tém aproximadamente 450
residuos de aminodcidos, contendo 12 dominios transmembrana. Proteinas pertencentes a esta
familia usam o gradiente Na* como fonte de efluxo de cétion, corante e fluroquinolonas
(MORITA et al., 1998; KUMAR & SCHWEIZER, 2005). O transportardor MATE também é
encontrado em plantas, sendo responsavel pelo transporte no citoplasma e vacuolo. Nas plantas
eles transportam xenobidticos, e sdo responsaveis pela acumulacéo de metabdlitos secundarios,
incluindo alcaloides, flavonoides, ferro, aluminio e desentoxicantes (TAKANASHI; SHITAN;
YAZAKI, 2014).
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Figura 4 — Sistemas de efluxos eucariotos e procariotos.
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2.5 FUNCOES FISIOLOGICAS DAS BOMBAS DE EFLUXO

As bombas de efluxos séo proteinas transmembranas com fungBes notdrias para
fisiologia de células eucariotas e procariotas. Quando se refere as bactérias, as bombas de efluxo
atuam principalmente promovendo a sobrevivéncia das bactérias em ambientes hostis, atuando
na retirada de diversas substancias danosas que penetram nas células nesses ambientes. Desse
modo, diferentes estudos indicam que as bombas de efluxo em bactérias sdo capazes de retirar
antibioticos, antissépticos (CHUANCHUEN et al., 2001; SANCHEZ; MORENO;
MARTINEZ, 2005), metais pesados (SILVER & PHUNG, 1996), solventes (RAMOS et al.,
2002) e detergentes (ZGURSKAYA & NIKAIDO, 2000), entre outras moléculas toxicas, do
interior celular. Portanto, quando se considera seu papel fisiologico nas bactérias, € possivel
concluir que as bombas atuam principalmente funcionando como elementos de desintoxicagao.

As funcdes fisiologicas das bombas de efluxos vao muito além das mencionadas
anteriormente. Tal fato pode ser baseado no principio da existéncia de bombas de efluxo que
sdo expressas de maneira constitutiva, e ndo apenas ativadas quando necessario para retirar
substancias nocivas a célula. Além disso, com um olhar mais atento sobre o ndmero e
especificidade de substrato das bombas deefluxo de resisténcias a multiplas drogas, percebe-se
que elas ndo estdo envolvidas apenas na desintoxicacdo (GERMENDIA; FAJARDO;
ALVAREZ-ORTEGA, 2009).

E importante mencionar que as bombas de efluxo sdo necesséarias para manter a

homeostase celular. Pode-se mencionar, por exemplo, o caso da bomba de efluxo Mdfa, na qual
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a delecdo do gene mdfA ndo afeta apenas susceptibilidade a antibidticos, uma vez que a
expressao em niveis fisiologicos de MdfA funciona como um antiporte Na+(K+)/H+, mantendo
o pH intracelular em condi¢6es alcalinas e, por conseguinte, a homeostase celular (LEWINSON
& BIBI, 2001). Algumas bombas de efluxo também apresentam um papel direto na resposta
bacteriana ao quorum-sensing (CHAN et al., 2007). Além disso, as bombas de efluxo de
bactérias fitopatdgenas possuem papel importante nos passos iniciais da colonizacdo do
hospedeiro, bem como na sobrevivéncia das bactérias no tecido vegetal (ESPINOSA-URGEL,;
SALIDO; RAMOQOS, 2000).

Nas células eucaridticas, as bombas de efluxo exercem importante papel na resisténcia
a determinados quimioterapicos; quando se trata de células cancerigenas, elas atuam de modo
semelhante ao das bactérias, retirando as drogas do interior da célula (KERR; JONES;
GEORGE, 2010).

2.6 BOMBAS DE EFLUXO ESPECIFICAS

2.6.1 Bombas de efluxo NorA

A bomba de efluxo NorA, presente em S. aureus, é sintetizada pela expressdo do gene
norA, localizado no fragmento Smal D do cromossomo de S. aureus (NG; TRUCKSIS;
HOOPER, 1994), é um membro da grande superfamilia facilitadora (MFS). E conhecida por
desempenhar um papel importante no desenvolvimento de resisténcia a quinolona, por reduzir
a sua concentragdo no interior do patdgeno alvo. Isto leva a uma diminuigdo da eficacia da
droga e a uma maior chance para o surgimento de alto nivel de resisténcia. Também ja foi
relatado seu efeito sobre o clorafenicol (PIDDOCK et al., 2006; POOLE, 2007).

A NorA é uma bomba de efluxo bem caracterizada pela presenca de 12 segmentos
transmembranas (NEYFAKH; BORSCH; KAATZ, 1993; NG; TRUCKSIS; HOOPER, 1994)
e esta relacionada com a Bmr, uma bomba de efluxo de Bacillus subtilis (AHMED et al., 1994;
NEYFAKH et al., 1992; ZHELEZNOVA et al., 1999). Tém 388 aminoacidos e uma massa
molecular de 42.385 KDa. A NorA protege a célula bacteriana contra compostos lipofilos e
monocationicos como brometo de etidio, cetrimida, cloreto de benzalcénio, brometo
tetrafenilfosfénio, e acriflavina, assim como também contra quinolonas hidrofilicas (HSIEH et
al., 1998; KAATZ & SEO, 1995). A fungdo fisiologica da NorA como transportador de

multiplas drogas ja foi demonstrada com vesiculas de membrana citoplasmatica constituida de
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proteolipossomos. A regulacao da expressdo génica da NorA ainda ndo é bem conhecida (YU;
GRINIUS; HOOPER, 2002). Esse tipo de bomba ja foi identificado em cepas de em S. aureus:
SA-1199B, SA-1199-3, SA-K1904, SA-K2361 e SA-K3092 (SCHINDLER; JACINTO;
KAATZ, 2013).

Existem varias outras bombas de efluxo que sdo homdlogas da NorA, tais como NorB
e NorC, que foram descobertas em S. aureus, e todas sdo negativamente reguladas pela MgrA
(TRUONG-BOLDUC; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2006; LUONG et al., 2006). A expressao
de NorA foi observada por conta de uma mutagdo no promotor do gene norA que resultou na
incapacidade do regulador da proteina se ligar ao promotor (NG; TRUCKSIS; HOOPER,
1994). O segundo componente com papel de regular a expressdo NorA € o ArISR; sua
eliminacdo em S. aureus resultou na expressdo constitutiva de NorA (FOURNIER; ARAS;
HOOPER, 2000). Ja NorB é regulado negativamente por MgrA, e sobre NorG atua regulando
positivamente (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 2007), embora a eliminagéo do gene norG
ndo altere a resisténcia as fluoroquinolonas de S. aureus (TRUONG-BOLDUC & HOOPER,
2007).

2.6.2 Bomba de efluxo Tetk

A bomba de efluxo Tet(K) é a principal responsavel pela resisténcia as tetraciclinas.
Essa bomba é codificada pelo gene plasmideal pt181, que surgiu principalmente a partir de
evento de aquisicdo genética pela célula bacteriana. Esta proteina confere protecdo ao
ribossomo, ao evitar a agdo da tetraciclina sobre o mesmo (CHOPRA et al., 2001). Apesar de
existirem outros mecanismos de resisténcia a tetraciclina, o principal consiste da aquisicdo
desse sistema de efluxo. A exportacao da tetraciclina reduz a sua concentracao e protege, assim,
o0 ribossomo da acdo desta substancia. Esse € um mecanismo antiporte acoplado a forca de
préton motivo, envolvendo a troca préton e tetreciclina. Essa bomba de efuxo € pertencente a
familia do maior facilitador (major facilitator superfamily - MFS). A bomba de efluxo tet(k)
tem uma estrutura composta por 13 a-hélices, abrangendo regides de fora da membrana e na
membrana, ajudando na ancoragem da proteina. Esta tem o mesmo ndmero de alfa-hélices C-
terminal e N-terminal, tanto voltado para o interior, quando para o exterior da célula (GUAY;
KHAN; ROTHSTEIN, 1993). Embora a maioria de sistema de efluxo de tetraciclina seja por
meio desta, ja foi encontrado em Corynebacterium striatum um sistema de efluxo que usa ATP
em vez de gradiente de proton (CHOPRA et al., 2001).
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Pelo menos 27 genes diferentes de resisténcia a tetraciclina (tet) ja foram caracterizados,
sendo que 17 deles codificam proteina de MFS. Muitos genes tet estdo associados com
plasmideos moveis, transposons, transposons conjugativos e integrons. Estes permitiram que
0s genes tet possam se deslocar de espécie para espécie numa vasta gama de géneros por
conjugacéo. Os genes tet (A), tet (E), Tet (L), tet (J), Tet (Y), tet (30) e tet (31) sdo encontrados
somente em bactérias Gram-negativas. O gene Tet(B) foi encontrado em uma vasta gama de
bactérias Gram-negativas. Além disso, outros genes tet, ja foram identificados em 20 géneros
de bactérias Gram-negativas diferentes. A ocorréncia de diferentes classes de genes tet, € mais
comum em bactérias Gram-negativas do que para Gram-positivas, 0 motivo para tal fato ainda
ndo € conhecido. Como exemplo de bactérias Gram-positivas portadora desse gene pode citar
a S. aureus. De modo que o gene tet(k) é presente na bactéria S. aureus, mais precisamente nas
cepas 1S-58 e XU212 (CHOPRA et al., 2012; GIBBONS & UDO, 2000).

2.6.3 Bomba de efluxo MrsA

O gene msrA contido no plasmidio pUL5054, codifica a bomba de efluxo MsrA com
resisténcia de 14 a 15 membros de macrolideos, principalmente eritromicina, esse plasmideo é
geralmente integrado ao DNA cromossomo (GIBBONS; OLUWATUY; KAATZ, 2003). Esta
bomba de efluxo é codificada pelo gene MsrA, e a proteina sintetizada a parti desta apresenta
488 aminoacidos com dois motivos de ligacdo a ATP, a mesma é pertence a superfamilia dos
transportadores ABC, que é encontrado tanto em eucarioto como em procarioto. Contém dois
dominios hidrofébicos, cada um com 6 a 8 segmentos transmembranicos. Os dominios podem
ser fundidos dentro como polipeptidio multifuncional, que apresenta variedades de
combinagOes associados ou separados. Entretanto ele pode também, funcionar com somente
um dominio. Essa bomba de efluxo é presente principalmente S aureus, e foi primeiramente
identificada na cepa RN4220 (ROSS et al., 1996).

2.7 REGULADORES GLOBAIS DE EXPRESSAO GENICA DE EFLUXO EM S. AUREUS

O sistema de regulagdo de bombas de efluxo € um complexo sistema, e envolve mais de
um regulador. As espécies apresentam diversos componentes especificos envolvidos. Em S
aureus, assim como para as demais bactérias, € possivel encontrar componentes para cada

bomba. Em geral, os reguladores de genes confirmados como transportador de droga bacteriana
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pertencem a quatro familias de proteinas reguladoras (GRKOVIC; BROWN; SKURRAY,
2002). Sdo as familias AraC, MarR, MerR, e TetR, que estdo presentes em diferentes espécies.
E imporante mencionar que esta classificagio, mostra pouca correlacdo com a classificacio das
familias de bomba de farmaco, cuja expressdo estes reguladores controlam. No entanto, a
atribuicao destes reguladores é baseada unicamente, em semelhancas detectadas dentro dos seus
dominios de ligacdo ao DNA, que tipicamente constituem apenas um terco de cada polipeptidio
(PABO & SAUER, 1992).

Semelhante a maioria dos repressores e ativadores de genes bacterianos, os reguladores
de genes de transporte de drogas identificados até agora possuem a-helice-volta-helice e
motivos de ligacdo ao DNA. Os repressores e ativadores de genes bacterianos sdo incorporados
em dominios de ligacdo ao DNA, que forma diferentes estruturas envolvidas, os quais contém
feixe de trés hélices e motivos de hélice. Estes servem para criar uma estrutura tridimensional
estavel, que enterra as cadeias laterais hidrofobicas de aminoécidos no interior da regido de
inicio de leitura do DNA. Os repressores e ativadores orientam o "reconhecimento” da hélice
por meio do motivo estrutural a-helice-volta-helice, assim que se encaixam no sulco maior do
DNA-B (GAJIWALA & BURLEY, 2000; HUFFMAN & BRENNAN, 2002).

E importante salientar, que quatro reguladores locais destas proteinas de bomba de
efluxo, ndo estdo envolvidos na formacdo de dominios com o DNA. Entretanto essas sdo
capazes de ligar ao substrato de suas bombas. E atuam como sinal para aumentar a sintese de
proteinas relevantes de transporte, em resposta a presenca de compostos toxicos. Esta
descoberta teve ramificacdes importantes para 0 campo de interacdes proteina-droga, uma vez
que, em contraste com proteinas de transporte ligado a membrana, que sdo notoriamente dificil
de purificar e estudar in vitro, os reguladores citosolicos soluveis de resisténcia a medicamentos
tém proporcionado os estudos de reconhecimento de drogas e de ligacdo (GRKOVIC;
BROWN; SKURRAY, 2002).

Para os reguladores de proteinas TetR, QacR, e BmrR, detalhes de cristalografia de raio
x associados com dados de bioquimicos e estudos de mutagdes, tem sido altamente valiosos no
fornecimento de informacdes sobre os aspectos moleculares envolvendo a ligacdo com a droga,
e as etapas subquentes que resultam na inducédo da expressdo do gene alvo (HINRICHS et al.,
1994; SCHUMACHER, 2001; ZHELEZNOVA & BRENNAN, 2001).

O regulador MgrA, anteriormente nomeado NorR ou Rat, foi o primeiro identificado
por ligar a expressdo da regido promotora de norA (FOURNIER; ARAS; HOOPER, 2000).

MgrA é altamente homologo a familia de proteinas MarR e em menor extensdo a familia SarA,
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ambos reguladores possuem um motivo hélice-volta- hélice envolvido na ligacdo ao DNA
(LUONG; NEWELL; LEE, 2003; INGAVALE; VAN; CHEUNG, 2003). MgrA é um
regulador pleotropico que usa o mecanismo de sensivel a oxidacdo (CHEN et al., 2005) na
regulacéo por autdlise; de genes de viruléncia; genes de resisténcia (bomba de efluxo) e outros
genes envolvidos no metabolismo de S. aureus (INGAVALE et al., 2005; LUONG et al., 2006).
Este regulador também foi responsavel por modular a expressdo de outros reguladores, tais
como SarA, que afeta a expressdo de determinantes de viruléncia (CHEUNG et al., 2008) e
alternativamente o fator sigma SigB, essencial para a resposta de estresse quimico em S. aureus
(GERTZ et al., 2000; BISCHOFF; DUNMAN; KORMANEC, 2004). Esses resultados sugerem
que alguns efeitos de modulacdo atribuido a MgrA podem ser alcangados de maneira indireta
(LUONG et al., 2006).

O regulador MgrA atua sobre trés bombas de efluxo de S. aureus NorA, NorB e NorC,
assim como também atua sobre a bomba de efluxo Tet38 e bomba de efluxo AbcA (TRUONG
etal., 2005; TRUONG-BOLDUC etal., 2003; TRUONG-BOLDUC et al., 2005). Em diferentes
estudos tem relatado, os efeitos do regulador MgrA sobre a expressdo dos genes norA e norB
(KAATZ; THYAGARAJAN; SEO, 2005). Uma anélise aprofundada desse sistema genético
evidencia que MgrA pode ser fosforilado pos-transcricionalmente pela serina/treonina PknB
(TRUONG-BOLDUC; DING; HOOPER, 2008), e que pode ser fosforilada por MgrA-P e
desfosforilada por RsbU, alterando a habilidade de MgrA ligar aos promotores norA e NorB.
Um modelo para a modulacdo de MgrA norA/B foi proposto apos demonstrar que apenas MgrA
foi capaz de ligar ao promotor de norA enquanto que ao promotor de norB apenas o MgrA-P
foi eficaz. De acordo com este modelo, MgrA atua como um repressor de norA, e a fosforilagéo
de MgrA-P € realizada no promotor de norA, permitindo a transcricdo de norA. O MgrA-P, por
sua vez, liga-se ao promotor norB, atuando como um repressor de norB (TRUONG-BOLDUC
& HOOPER, 2010). A relagdo entre MgrA e MgrA-P e, portanto, tem o seu efeito sobre a
expressao de bomba de efluxo é dependente de PknB e RsbU, que por sua vez sdo modulados
pelo fator SigB alternativo, envolvendo a reposta de estresse em S. aureus.

Foi proposto que NorC pode ser alternativamente regulado pelo MgrA e atua de maneira
combinada com NorB. No entanto, MgrA néo reconhece sitios que foram encontrados na regiao
promotora de norC, sugerindo que MgrA pode ter um efeito indireto sobre a expresséo de norC
e que outros fatores podem desempenhar um papel na producdo dessa bomba de efluxo
(TRUONG-BOLDUC; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2006).
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O regulador de transcricdo NorG, também se mostrou capaz de se ligar ao promotor de
norA (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 2007). Foi mostrado que NorG foi capaz de ligar
especificamente ao promotor dos genes de bomba de efluxo norA, norB, norC, abcA bem como
0 para o seu proprio promotor. A ligacdo de NorG aos promotores tet38 ou mgrA também ja
foi detectada (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 2007). Entretanto, o regulador também MgrA
pode se ligar ao promotor norG, assim afetando a expressdo (TRUONG-BOLDUC &
HOOPER, 2007). Apesar da ligacao de NorG a regido dos promotores norA, norB, norC e abcA
leva a super expressar o norG e este foi acompanhado apenas por um ligeiro aumento da
expressdo de norB, sugerindo que NorG é um ativador de norB (TRUONG-BOLDUC &
HOOPER, 2007). Uma analise do perfil transcricional de NorG confirma seu papel como um
ativador de NorB e revela que NorG afeta negativamente a expressdo de ambos norC e abcA.
Também foi mostrado que NorG afeta negativamente a transcricdo de reguladores globais
mgrA, arlS e sarZ (TRUONG-BOLDUC et al., 2011).

2.7.1 Regulacao especifica da bomba de efluxo NorA

A mutacdo no gene flagB, uma mutacdo de substitui¢do Unica de um T por um G anterior
a regido 5’do gene da Nor, tem mostrado aumentar a meia vida do RNA mensageiro do NorA
de 4 a 8 vezes, resultando na super expressdo de NorA. Tem sido proposto que o aumento da
estabilidade do RNAm é consequéncia de alteragdes de sua estrutura secundaria, que podem
afeta no local de clivagem de RNAase |11 envolvida na degradacgéo deste transcrito. Uma Unica
mudanca de A para T na regido promotora de norA, parece também resultar na super expressao
de NorA e subsequente resisténcia a fluroquinolona (KAATZ; SEO; FOSTER, 1999). Outras
mutacOes que produzem resisténcia, mas que estdo fora de regiGes promotoras de codificacdo
NorA ainda ndo foram caracterizadass (FOURNIER et al., 2001).

Embora a regulacdo da expresséo NorA seja pouco compreendida, tem sido
demonstrado que uma proteina de 18-kDa tem a capacidade ligar a sequéncias anteriores a
regido -35 do promotor da norA (FOURNIER; ARAS; HOOPER, 2000). A ligacdo dessa
proteina de 18-kDa é modificado por ArlS, que parece funcionar como sensor transmembrana
do sistema de dois componentes regulatérios ArlIR-ArlS (FOURNIER et al., 2001). O primeiro
componente desse sistema é tipicamente um sensor transmembrana que sofre autofosforilacéo
apos a ligacdo de uma molécula de sinal presente no ambiente externo. O fosfato € transferido

para um segundo componente, um regulador citoplasmatico que pode reverter a fosforilacdo
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em um residuo de aspartato conservado. A atividade de resposta desse regulador € alterada, de
modo que ele pode atuar como um estimulador ou repressor do gene alvo (PARKINSON et al.,
1993).

Embora a ruptura do gene do sensor ArlS transmembrana resulta na super expressao de
NorA, e também altera a fase de regulacdo do crescimento desse transportador, ndo € conhecido
se 0 regulador ArlS fosforila a proteina de 18-kDa diretamente ou indiretamente, ou
alternativamente atua indiretamente, por exemplo, via ArIR alterando a transcricdo do gene
envolvido na producéo do ligante da proteina 18-kDa. O ultimo cenério que pode ser relatado,
consiste na observacdo que S. aureus secreta um composto para 0 meio externo que tem
capacidade de baixar a expressao de norA na fase de crescimento logaritmo. Embora ArIR-ArlS
também tenha um papel determinante na regulacdo de determinantes de virulénciaem S. aureus,
a expressdo de norA ndo parece esta ligado a determinantes de viruléncia. Sugerindo que ArlR-
ArlS modula a expressdo de NorA em reposta a outras fungdes fisiologicas (FOURNIER et al.,
2001; FOURNIER; ARAS; HOOPER, 2000).

2.8 INIBIDORES DE EFLUXO

A delecdo de bombas de efluxo de bactérias tem mostrado aumentar a suscetibilidade
de muitas bactérias a antibioticos. Por exemplo, a delecdo do gene que codifica MexB em P.
aeruginosa leva a uma diminuicdo do CIM de uma ampla variedade de drogas como
aminoglicosideos, clorafenicol etc. Nesses mutantes de P. aeruginosa tem sido usando
screening de inibidores de bomba de efluxo (IBE). Ha4 amplos dados que mostram que bombas
de efluxo séo envolvidas na determinacdo do fenotipo de resisténcia de um patégeno e, portanto,
representam uma grande ameaca para o efetivo tratamento de muitas bactérias Gram-positivas,
Gram-negativos e patdgenos oportunistas. 1sso leva a necessidade do desenvolvimento de
inibidores dessas bombas que iriam contornar o problema de resisténcia causada por esses
transportadores, levando a regimes de tratamento bem-sucedidos. Os inibidores até entdo
conhecidos apresentam vantagens e desvantagens (VAN; PAGES; LEE, 2006; ZECHINI &
VERSACE, 2009).
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2.8.1 Requisitos para um inibidor ideal

Um inibidor de bomba de efluxo deve ser livre de qualquer atividade farmacoldgica em
células eucariotas. A sintese de inibidores de bombas de efluxo oriundos de produtos naturais,
ndo deve ser demorada, cara e dificil, uma vez que esses fatores tornam esses produtos
comercialmente inviaveis. Como exemplo problemas com isolamento, purificacédo, solubilidade
e toxicidade. Os inibidores devem ser proteoliticamente estaveis para garantir os niveis séricos
e de acumulacdo celular para o potencial controle de infecgdes intracelular. Também devem
aumentar o indice terapéutico e perfil farmacocinético para garantir o maximo de especificidade
e eficacia. Devem ser desprovidos de atividade antibacteriana, porque essas podem levar ao
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia contra os inibidores de bombas de efluxo. E
como caracteristica principal eles ndo devem ser toxicos para humanos, uma vez podem ser
utilizados em altas concentracdes em determinadas situagcdes (VAN; PAGES; LEE, 2006;
PIDDOCK et al., 2006; BHARDWAJ & MOHANTY, 2012).

2.8.2 Estrategias para inibi¢cdo de bomba de efluxo

Ha muitas estratégias para a inibicdo da bomba de efluxos. Com destaque para: 1) A
criacdo de novos farmacos ou alteracdo de farmacos ja existentes, para que nao sejam
reconhecidos pelas bombas de efluxo e retirados da célula alvo (CHOPRA et al., 2002). 2)
Interferéncia com a montagem e funcionamento de bombas de efluxo. Isto € especialmente
valido para o efluxo de proteinas de bomba como RND encontradas em bactérias Gram-
negativas. Nesse caso, para inibir esse tipo de bombas de efluxo, ha um bloqueio do canal da
membrana externa (YOSHIHARA & INOKO, 2011). 3) Um mecanismo bem conhecido
envolve o bloqueio da energia requerida pelas bombas de efluxo para atuarem. Esses sdo 0s
desacopladores de energia, e atuam como um mecanismo geral para dissipar o gradiente da
energia, utilizada pelas bombas de efluxo. 4) A interferéncia com as etapas de regulagédo da
expressao de genes de bombas de efluxo, também é outro alvo de atuacdo. Como quando ocorre
a alteracdo da permeabilidade da membrana, que é regulada pelos mesmos mecanismos que
incluem complexos regulatérios, ligados tanto a expressdo de porinas quanto a expressao de
bomba de efluxo. Como exemplo o regulador Mar A de E. aerogenes, que controla a
permeabilidade de membrana e regula a expressédo de porinas e bombas como AcrAB-TolC.

Mutaces nesse regulador pode causar resisténcia a muitos antibidticos. A interferéncia com as
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etapas de regulacdo pode ser utilizada para diminuir a expressdao de bombas efluxo, assim
restaurando a atividade antibiotica (BORNET et al., 2003).

A Ultima estratégia envolve a formacéao de inibidores competitivos e ndo competitivos
que podem inibir a bomba. Esses inibidores sdo benéficos clinicamente de muitas maneiras, de
modo que eles ndo s6 contornam o problema da resisténcia bacteriana aos antibidticos através
da inibicdo de bombas efluxo, mas também revertem a resisténcia adquirida associada com a
super-expressao de bombas de efluxo e suprime o aparecimento de mutac@es que conduzem a
resisténcia (BORNET et al., 2003; OETHINGER & LEVY, 2002).

2.8.3 Tipos de inibidores

1) Desacopladores de energia: a maioria das bombas utiliza forgca motriz de prétons
como fonte de energia, e qualquer composto que atue como dissipador dessa forga pode atuar
como inibidor de bomba de efluxo. Entre esses exemplos incluem Carbonyl Cyanide m-
ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP) (FIGURA 5), valinomicina e dinitrofenol (DNP). Portanto
esses compostos ndo atuam diretamente na bomba de efluxo, mas causa a sua inibicéo. Eles
atuam por modificacdo do potencial eletroquimico transmembrana. Esses compostos ndo
devem ser utilizados clinicamente ou patenteado devido a sua toxicidade nos tecidos
(MALLEA, 2002; PAGES; MASI; BARBE, 2005).

2) Inibicéo da ligacéo direta das bombas de efluxos: Drogas utilizadas desse grupo sdo
utilizadas para outros fins terapéuticos que nao séo infeccdes. Como reserpina e verapamil se
mostraram capazes de interagir com a bomba Bmr de Bacillus subtilis e PgP de mamiferos. A
reserpina também ja se mostrou capaz de inibir NorA de S. aureus, e verapamil também ja
inibiu bombas abc como Lmra de bactérias. Todos estes IBE desse grupo sofrem com o
problema da neurotoxicidade nas concentracdes utilizadas para o combate as infeccdes
bacterianas (BRENWALD; GILL; WISE, 1997; LI & NIKAIDO, 2004).

Uma subclasse dentro desse segundo grupo de inibidores sdo os caracterizados como
peptidomimeticos: compostos amidos dipeptideos INF271 e MC-207,110 (Phenylalanine
Arginyl p-Naphthylamide/PABN) (FIGURA 6) se enquadram nesta categoria. Assim como a
reserpina, o PABN ndo pode ser utilizado com antibidticos para o tratamento a infecGes
bacterianas, devido a sua toxicidade. Foram feitos diversos screening de diversos compostos
com estruturas dessa parecida ao do PABN, e foi verificado efeito de reducéo da concentracao

inibitéria minima (CIM) do brometo e de ciprofloxacino com bombas NorA em concentracfes
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menores que as utilizadas para a reserpina (MARKHAM & NEYFAKH, 1996; MARKHAM et
al., 1999). O peptideomimético MC-207,110 foi identificado como um inibidor de bomba Mex.
A estrutura cristalizada de bomba AcrB de E. coli foi analisado na presenca desse inibidor, e
verificado que ha uma ligacdo entre a droga e o inibidor de bomba. Este composto também se
mostrou capaz de reduzir a resisténcia de Pseudomonas aeruginosa a levofloxacin, através da
reducdo do seu CIM. O MC-207 é um inibidor competitivo de bomba de efluxo e atua por
ligacdo num local mais perto do local de ligacdo do substrato aos antibiéticos. O PABN parece
ser um promissor inibidor para uma ampla variedade de bactéria, bem como um eficaz inibidor
de bomba de efluxo. O PABN apresenta alta toxicidade o que inviabiliza seu uso clinico.
Derivados de PABN foram produzidos por substituicdes de aminoacidos ou uso de D-
aminoacido, visando a reducdo de toxicidade. Assim foi produzido o MC-04 a partir do MC-
207, como menor toxicidade e maior estabilidade (LOMOVSKAYA et al., 2001; COBAN;
EKINCI; DURUPINAR, 2004).

Figura 5 — Estrutura quimica do cianeto de carbonilo m-cloro-fenil-hidrazona.
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Disponivel em: <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carbonyl_cyanide_m-chlorophenyl_hydrazone.png>.
Acesso em: 24 de setembro de 2017.

3) Modifica¢des quimica do substrato: ofloxacina foi modificado por conjugacéo com
o nucleo de bisaryl. Este composto foi capaz de inibir NorA e Mep A de S aureus (GERMAN;
KAATZ; KERNS, 2008).

4) Queladores de ferro: Varios compostos queladores de ferro mostram-se capaz de
inibir a atividade da bomba. Como exemplo pode ser citado a nocardamine que se mostrou
capaz de inibir as bombas TetB e TetK de S. aureus (ROTHSTEIN et al., 1993).

5) Inibidores de efluxo de células eucarioticas: os melhores representantes dessa classe
de moléculas sdo os derivados de acido piperidino-carboxilico, que foram usados e patenteados

como inibidores de p-glicoproteina MRP-1 de mamiferos e utilizados como adjuvantes no
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tratamento de cancer. A vantagem dessas moléculas contra bactérias, € que ja foi bem
estabelecido sua farmacocinética e seu perfil de toxicidade, facilitando seu uso associado com
antibioticos. Os membros desse grupo como: fendis e epicatequina-galato que reverteram a
resisténcia a tetraciclina em S. aureus TetB e TetK. Eles também aumentaram a atividade da
norfloxacina contra cepas que expressao NorA. O GG918, GG918, biricodar (VX-710) e
timcodar (VX-853) potencializaram a atividade de fluroquinolonas contra E. coli e bactérias

Gram-positivas como S. aureus, S. pneumoniae (ARMISTEAD et al., 1994).

Figura 6 — Estrutura do Phenylalanine Arginyl f-Naphthylamide.

e
I ]
GTNH i
0

0

HCI

Disponivel em: <https://www.buyersguidechem.com>.
Acesso em: 24 de setembro de 2017.

6) Analogos de antibidticos: Os compostos desta categoria ajudam a contornar o efeito
das bombas de efluxo, assim aumentando a suscetibilidade para muitas classes de antibidticos.
Anélogos de tetraciclinas, quinolonas e aminoglicosideos foram estudados e patenteados. Ja
foram também identificados analogos de tetraciclina que aumentaram a susceptibilidade de
tetraciclinas contra S. aureus, tais compostos ja foram testados contra varios agentes
patogénicos e varios antibioticos. Uma vez que estes compostos sdo estruturalmente
semelhantes aos antibidticos, eles sofrem a desvantagem de ter atividade antimicrobiana uma
vez que, os torna possivel de selecdo por outros mecanismos de resisténcia contra a0 mesmo
antibiotico. Os analogos de aminoglicosidos foram utilizados como inibidores de bombas de
efluxo contra a bactéria Haemophilus influenzae. Estes compostos se mostraram capazes de
aumentar a susceptibilidade de estirpes resistentes a gentamicina e a tetraciclinas. Os analogos
de fluoroquinolona tém se mostrado eficaz em aumentar a poténcia de antibidticos desta classe
em bactérias Gram-positivas, bem como em bactérias Gram-negativas que expressam algumas

bombas efluxo. Alguns destes analogos foram capazes de restaurar a atividade de macrélidos
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em estreptococos que expressam bombas MEF (MYERS et al.,, 2010; NELSON &
ALEKSHUN, 2004).

7) Oligonucleotideos antimensageiros e anticorpos: Essa abordagem é baseada na
utilizacdo de oligonucleotideos antimensageiros para inibir a expressdo de bomba de efluxo
alvo. A bomba de efluxo AcrAB foi inibida usando esta abordagem em E. coli. Um recente
estudo tem descrito 0 uso do antimensageiro de oligonucleétido fosforotioato que encapsulado
em lipossoma, restaurou a atividade de fluoroquinolonas em E. coli. A estratégia para o uso de
anticorpos ou de suas partes ja foi patenteado, mostrando a inibigdo da bomba MexAB-OprM
em P. aeruginosa (YOSHIHARA & INOKO, 2011; OETHINGER & LEVY, 2011).

2.9 SUBSTANCIAS DE ORIGEM NATURAL

2.9.1 Acido tanico

O 4cido tanico € um composto oriundo do metabolismo secundario vegetal, e
pertencente ao grupo dos compostos fendlicos, por apresentar um anel fenol em sua estrutura,
0 mesmo ¢é relativamente hidrofébico (FIGURA 7). E derivado da via do acido chiquimico.
Dentre os metab6litos secundarios, o &cido tanico é pertencente ao grupo dos taninos (SIMOES
et al., 2010). O &cido tanico é um tanino hidrolisavel que tem diversas aplicagdes industriais,
farmacoldgicas e também é utilizado como aditivo de alimentos. E também usado como um
agente de clarificacdo para as industrias de fabricacdo de cerveja e vinho e como um agente
aromatizante em produtos assados, sobremesas lacteas congeladas, doces e produtos a base de
carne (KHAN et al., 1998).

Além desse seu uso como alimento, o &cido tanico apresenta propriedades medicinais.
E usado como um aditivo em medicamentos, incluindo aqueles usados para o tratamento de
queimaduras, diarreia e antidotos quimicos em envenenamento e como um adstringente local
(CHUNG et al., 1998). Foi visto que, quando aplicado topicamente, injetadas ou adicionado a
dieta ou na &gua potavel, o cido tanico diminui o risco de tumor na pele e outros 6rgédos
(MAJED et al., 2015). E também relatado é um potente poder antioxidante e também possui a
capacidade de inibir atividade viral, além de ser: antimutagénica; anticarcinogénico e
antimicrobiana (AKIYAMA et al., 2001; CHUNG et al., 1998; KAUR et al., 1998).

Como um composto antioxidante, o &cido tanico mostrou-se capaz de prevenir a

peroxidacgdo lipidica e clivagem de DNA por radicais derivados de oxigénio (BOUKI et al.,
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2013). Com relacdo a atividade antiviral, foi mostrado seu efeito contra HIV e o virus da gripe
(MIZUMO et al., 1992). Assim como, a sua resposta antitumoral em ratos foi através da
inibicdo da ortidina carboxilase, cuja atividade € responsavel pela promocao de tumor na pele
(GALI; PERCHELLET; PERCHELLET, 1991). Ja em relacdo a sua atividade antimicrobiana
0 acido tanico foi capaz de inibir o crescimento de Aeromonas hydrophila e A. sobria,
Escherichia coli (CHUNG et al., 1995), Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus (CHUNG et al., 1995), Helicobacter pylori (FUNATOGAWA et al.,
2004), Cytophaga columnaris (ZHAO et al., 1997).

O é&cido tanico, como foi citado anteriormente € membro do grupo dos taninos, os quais
podem agir como antibacterianos pelas seguintes vias: 1) Pela propriedade adstringente, que
pode induzir a complexacdo com enzimas ou substratos. Muitas enzimas microbianas em
filtrados de cultura brutos ou em formas purificadas, quando inibidas sdo misturadas com
taninos. 1) a toxicidade de um tanino contra bactérias pode estar relacionada, com a sua a¢do
nas membranas dos microrganismos. 1) complexacdo de ions metélicos por taninos podem ser
responsaveis pela toxicidade de tanino em bactérias (AKIYAMA et al., 2001).

Entretanto, apesar de seu uso medicinal e alimenticio citados anteriormente, o acido
tanico é toxico para animais se injetado na corrente sanguinea ou consumido em grandes
quantidades (KHAN; AHMAD; HADI, 2000). E, além disso, foi visto que na dieta de ratos foi
responsavel pela reducdo da vitamina A no figado (SUSCHETET et al., 1975). Foi também
mostrado, que em determinadas concentracdes o0 acido tanico € hepatotdxico (CHUNG et al.,
1998). Portanto, para diminuir sua toxicidade em humanos, e ainda tendo em vista que o acido
tanico é adicionado em alimentos, foi estabelecida uma dose de seguranga para 0 consumo, que
varia de 10ug a 400ug, esta também varia de acordo com o tipo de alimento em que ele é
adicionado (CHUNG et al., 1998).
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Figura 7 — Estrutura quimica do 4cido tanico.
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Fonte: Sigma Aldrich (2018).

2.9.2 Vitaminas lipossolaveis

O termo vitamina (vita: vida; amina: grupo de composto nitrogenado) é usado para
substancias de origem organica, presentes em muitos alimentos em pouca quantidade, que séo
necessarias para equilibrar as funcgdes vitais de diversos seres vivos. Elas sdo distintas das
proteinas, dos glicidios e lipidios e sdo possuem extrema importancia para o funcionamento do
organismo humano, tendo por funcgéo participar de diversas reagdes metabolicas controladas
por enzimas e coenzimas, na forma de co-fatores (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO,
2007).

A falta de vitaminas ou defeitos na absorcédo e utilizacdo impropria na dieta humana
resulta, quase que na maioria das vezes em deficiéncias no crescimento e desenvolvimento e
outras perturbacdes organicas, sendo sua auséncia patologicamente caracteristica. Esta auséncia
também é denominada de avitaminose, que pode ser conjunto especifico de reacdes adversas
(MARCUS & COULSTON, 2003; SIERRA et al., 2007). Essas avitaminoses podem ocorre se
as vitaminas ndo forem consumidas com uma determinada frequéncia. 1sso porque uma grande
parte dos organismos animais, ndo é capaz de sintetiza-las por via anabdlica, por esse motivo,
as vitaminas necessitam ser incluidas na alimentacdo. Em geral, as vitaminas sdo necessarias
em pequenas quantidades e a necessidade de consumo varia, em fungéo da idade, sexo, estado

fisioldgico, metabolico e atividade fisica do individuo. A necessidade é aumentada nos
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processos de crescimento, gestacdo, lactacdo, condi¢des de esforgos intensos e na ocorréncia
de determinadas doencas (PAIXAO, STAMFORD, 2004; KLACK & CARVALHO, 2006).

As vitaminas sdo divididas em hidrossoltveis e lipossollUveis. Estas ultimas conferem
valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de energia metabdlica, sendo divididas
em quatro grupos de vitamina, A, D, E e K. Essas se destacam por suas atividades bioldgicas e
0 suprimento destes micronutrientes sdo indispensaveis ao crescimento, desenvolvimento e
outras fungdes bioldgicas do organismo (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). As
vitaminas lipossoltveis (FIGURA 8) sdo compostas por unidades de isoprendides, sendo o
isopentenil pirofosfato seu precursor ativo, como também precursor de um grande espectro de
biomoléculas como colesterol, possuindo mecanismos de polimerizacdo similar em todas as
vias biossinteticas (LEHNINGER, 2006).

Figura 8 — Visdo geral da biossintese dos isoprenoides.
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2.9.3 Vitamina K

A vitamina K é conhecida pela sua funcdo de elevada importancia para o organismo
humano, que € ser um fator anti-hemorragico. Ela foi descoberta em 1929 por Henrik Dam.
Possui um nome genérico que é dado diversos compostos altamente relacionados entre si que
atuam como co-fatores da enzima y-glutamilcarboxilase. Esta denominacdo conhecida de
vitamina K provém da primeira letra da palavra dinamarquesa koagulation (MOURAO et al.,
2005; KLACK & CARVALHO, 2006).

Esta vitamina tem ampla distribuicdo nos alimentos, sendo presente no grupo de
vegetais folhosos verde onde se concentra em maior concentracdo, como, por exemplo,
espinafre, brocolis e alguns tipos de alface. As fontes secundarias de vitamina K séo disponiveis
em alta concentracdo em 6leos e gorduras: 6leos de soja, canola, algodao, oliva, amendoim e
de milho (FERREIRA et al., 2006). A proporg¢do de vitamina K encontrada nos alimentos é
influenciada por um conjunto de fatores como a fertilizacdo e condi¢des do solo, clima, area
geografica, estado de maturacéo e variacdo sazonal (DAMON et al., 2005).

As formas mais comuns de vitamina K encontradas (FIGURA 9) s&o: - Filoquinona
(vitamina K1) que é a forma predominante, presente nos vegetais, sendo os 6leos vegetais e as
hortalicas suas fontes mais significativas. - Menaquinona (vitamina K2), sintetizada por
bactérias no trato intestinal de humanos e animais, presente em produtos animais e alimentos
fermentados. - Menadiona (vitamina K3) que € um composto sintético a ser convertido em K2
no intestino (KLACK & CARVALHO, 2006; DORES; PAIVA; CAMPANA, 2001).

Figura 9 — Estrutura molecular plana biologicamente ativas da vitamina K: 1- Filoquinona, 2- Menadiona, 3-
Menaquinona.

o) CH CH CH CH 2 ?

Il ) ! e A _CHy
< : CH_| “ o I|

v “CHy \J\n/

0 0

7 0 CHy CHy CHy CHs
' e “NCH,
N “CH;
o)

Fonte: Andrade (2013).

Uma caracteristica do anel da vitamina K é sofrer um ciclo de oxidacao e reducéo, com

0 objetivo de produzir a protrombina ativa. Esta proteina é encontrada no plasma sanguineo,
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sendo importante para a formagdo do codgulo sanguineo. Ela atua na quebra de determinadas
ligacdes peptidicas do fibrinogénio, para transforméa-lo em fibrina, uma proteina fibrosa que é
responsavel pela estrutura e forma do coagulo sanguineo (LEHNINGER, 2006). Pode-se
afirmar que o ciclo de vitamina K, é considerado uma via de recuperacdo da vitamina, presente
em quantidades nanomolares no figado e em outros tecidos (OLSON, 1999; DORES; PAIVA;
CAMPANA, 2001).

As funcdes da vitamina K sdo: participar do mecanismo da coagulacdo sanguinea, sendo
essencial para a sintese da protrombina; participa da sintese de proteinas presentes no plasma e
rins e a carboxilagcdo da vitamina K esta envolvida na homeostase, metabolismo 6sseo e
crescimento celular (DORES; PAIVA; CAMPANA, 2001). Além disso, a vitamina K2 possui
efeitos inibitorios do crescimento de varias células cancerigenas, e reducéo do risco dos eventos
mutagénicos na fase de crescimento celular rapida em fetos e recém-nascidos (KLACK &
CARVALHO, 2006).

A sintese de proteinas da coagulacdo dependentes de vitamina K ocorre no figado, por
isso ele é considerado o maior 6rgao de estoque das vitaminas K. No entanto, 0 0sso cortical
possui uma quantidade de vitamina K semelhante ao figado, levando o mesmo a funcionar como
um fornecedor de filoquinona. No plasma do sangue, o espectro das vitaminas K circulantes €
bem menor do que os encontrados nos estoques hepaticos (DORES; PAIVA; CAMPANA,
2001; KLACK & CARVALHO, 2006).

2.9.4 Vitamina D

A vitamina D é um horménio esteroidal, que interage com o0ssos, glandulas
paratireoides, rins e intestinos, cuja fungéo principal consiste na regulacdo da homeostase do
calcio, formacdo e reabsorcdo dssea (BARRETT & BARRETT, 2003; CARVALHO &
BARGE, 2011). Por causa do papel da vitamina D no metabolismo do célcio, a mesma tem sido
amplamente utilizada na prevencéo e tratamento da osteoporose e osteomalécia. Portanto, pode-
se afirmar que esta € uma vitamina lipossoluvel indispensavel a varios processos fisioldgicos.
Ela pode ocorre através de duas formas: a vitamina D3 (FIGURA 7), também chamada de
colecalciferol, produzida por meio de uma reacdo fotoquimica, catalisada pela radiacéo
utravioleta (UV) da luz solar sobre o 7-deidrocolesterol presente na pele. A vitamina D3 tem
como caracteristica ndo ser biologicamente ativa, mas enzimas do figado e dos rins convertem-

na em 1,25-diidroxicolecalciferol, hormonio que regula a absor¢céo do célcio no intestino e o
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seu nivel nos rins e 0sso0s, através da expressao génica (LEHNINGER, 2006; BARRAL et al.,
2007). A vitamina D2, o ergocalciferol (FIGURA 10), é comercializada como um produto
sintético obtido a partir da radiacdo da luz ultravioleta sobre o ergosterol de leveduras. Ela
possui semelhancas estruturais com vitamina D3, porém apresenta algumas altera¢6es na cadeia
lateral, mas ambas tém os mesmos efeitos bioldgicos (LEHNINGER, 2006; DANTAS;
DUARTE; MARQUES, 2009).

Figura 10 — Estrutura molecular plana do 1 — Colecalciferol ou vitamina D3, 2 - Ergocalciferol ou vitamina D2.
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Fonte: Andrade (2013).

A formacéo endogena nos tecidos cutaneos apds a exposicao a radiacdo ultravioleta B é
a principal fonte de produgéo da vitamina D (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009;
MARQUES et al., 2010). Portanto, a maioria dos humanos depende de uma adequada exposi¢éo
ao sol para satisfazer suas necessidades diarias. Entretanto o processo de sintese da vitamina D
é influenciado por diversos fatores, principalmente os que diminuem a sua producdo. Dentre
este, pode-se citar 0 caso das pessoas que vivem em latitudes mais ao norte, em locais de maior
poluicéo, de pele morena, que desenvolva atividades em locais fechados, que usam roupas que
cobrem quase toda a superficie corporal ou usam protetor solar, visto que a exposi¢do a radiacéo
solar esta limitada. Também tem que se levar em consideracdo o fato que, a sintese desta
vitamina estd diminuida no inverno e durante a noite (WAGNER & GREER, 2008;
CARVALHO & BARGE, 2011). Entretanto, h& outra fonte alternativa e menos eficaz de se
obter vitamina D, através da dieta, com consumo de produtos com suplementacdo. Através da
alimentacéo é possivel adquirir a partir de fontes vegetais, o ergocalciferol (ou vitamina D2) e,
a partir de fontes animais, colecalciferol (ou vitamina D3). Sdo especialmente ricos em vitamina
D os peixes gordos, 6leo de peixe e gema de ovo (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009).
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Figura 11 — Producéo e Metabolismo da vitamina D.
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Fonte: Lehninger (2006).

Outra funcdo de relevancia para a vitamina D (FIGURA 11) é a homeostase do calcio,
além disso, diversos estudos relatam que a forma ativa da vitamina D apresenta atividade
bioldgica. Os efeitos mais complexos, em rela¢do ao organismo sdo 0s que contribuem para a
prevencdo, tratamento e aumento da imunidade contra algumas doencas, principalmente as
autoimunes (MARQUES et al., 2010). Uma das atividades bioldgicas da vitamina D que vem
se destacando é a intensificacdo da atividade antimicrobiana, mediada por peptideos endégenos
(catelicidina e defensina), em mondcitos, neutrofilos e outras linhagens celulares. Como
exemplo, pode-se verificar que a vitamina D inibiu o crescimento de Mycobacterium
tuberculosis por macrofagos humanos através da indugdo do sistema imune inato, levando a
producéo de catelicidina (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009; MARQUES et al., 2010;
MARTINEAU; TIMMS; BOTHAMLEY, 2011; MUSZKAT et al., 2010).

2.9.5 Vitamina E

A vitamina E € a principal vitamina encontrada no plasma e na particula de lipoproteina
de baixa densidade. Em fontes naturais ela é encontrada em alimentos de origem vegetal,
principalmente nos vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas. Esta foi isolada pela
primeira vez em 1936, a partir do 6leo essencial de gérmen de trigo, tendo como caracteristica
ser uma substancia insoltvel em &gua. Sua sintese foi realizada posteriormente, em 1938, pelo
quimico suico Paul Karrer (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). Hoje, sabe-se que
ela € encontrada na natureza em oito isoformas, todas séo lipossoluveis, as quais sdo divididas
em dois grupos: tocoferol e tocotriendis (BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007).
Sendo os grupos tocoferois (alfa, beta, gama e delta-tocoferol) e tocotriendis (alfa, beta, gama
e delta-tocotrienois) (FIGURA 11) apresentam uma longa cadeia lateral isoprendide saturada e

insaturada, respectivamente, com anel aromatico substituido, que determina o tipo de isoforma
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(LEHNINGER, 2006). O processo de metabolizacdo dessas substancias é diferenciado, embora
0 método de absorc¢do intestinal seja igual. A diferenciacdo de ambas as formas ocorre no figado
(GUINAZI, 2004; BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007).

Figura 12 — Estrutura molecular plana das isoformas dos grupos 1- Tocoferol e 2- Tocotriendis.
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Fonte: Andrade (2013).

A mais abundante isoforma biologicamente ativa da vitamina E e mais potente
antioxidante deste micronutriente é o alfa-tocoferol (FIGURA 13), como também esta é a
isoforma mais explorada, sendo a Unica que atende as exigéncias nutricionais para humanos
(MARQUEZ et al., 2002; CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; DIMENSTEIN et al.,
2011). Por serem hidrofébicos, os tocoferdis interagem com a membrana celular, depésitos
lipidicos e lipoproteinas do sangue (LEHNINGER, 2006).

Existe um interesse cada vez mais intenso pela vitamina E devido as suas atividades
bioldgicas, especialmente, pelas fungdes que esta desempenha no organismo como antioxidante
bioldgico, sendo capaz de retardar o envelhecimento e proteger o organismo de doencas
cronicas nao transmissiveis, como Parkinson, Alzheimeir, quadros infecciosos e reumaticos,
cancer e enfermidades cardiovasculares. Ela também protege os tecidos adiposos do ataque de
radicais livres, sendo capaz de inibir o crescimento das células malignas e atua na modulacao
da sinalizacdo celular e na transcricio de genes (BATISTA et al., 2007; MARQUEZ et al.,
2002; CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007; BERG, 2010). Com o anel aromético
presente na estrutura da vitamina E associa-se com as formas reativas dos radicais de oxigénio
e outros radicais livres destruindo-os, isto tem como resultado a protecdo de lipideos da
membrana e 0s acidos graxos insaturados e contra a oxidacao, evitando assim danos oxidativos
que geram a fragilidade celular (LEHNINGER, 2006).
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Figura 13 — Estrutura molecular plana do o — tocoferol (Vitamina E).

Fonte: Andrade (2013).

2.9.6 Colesterol

O colesterol € uma substancia natural, indispensavel ao organismo humano, e todas as
células sdo capazes de produzi-lo a partir de um simples precursor, portanto, ndo é necessaria
sua ingestdo pela dieta. Tem caracteristica quimica complexa do tipo lipidio-esterdide. Nos
animais ela encontra-se em todos os tecidos, mas especialmente concentrado no figado, nos
rins, nas glandulas suprarrenais e no cérebro (BRANDAO et al., 2005; LEHNINGER, 2006).
A estrutura molecular do colesterol (FIGURA 14) é composta por 27 4&tomos de carbonos que
sdo fornecidos a partir de um Unico precursor o acetato, e unidades de isoprendides que é
intermediario na via de biossintese do colesterol. Nos mamiferos a sintese de colesterol esta
sobre controle hormonal, sendo reguladas pelos horménios glucagon e insulina e pode ser
inibida pela concentracdo de colesterol intracelular. O colesterol é transportado no plasma
sanguineo como lipoproteinas (LEHNINGER, 2006).

Figura 14 — Estrutura molecular plana do Colesterol.
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Fonte: Andrade (2013).

Pode-se afirmar que o colesterol é composto vital para o organismo, porque 0 mesmo
participa de inimeros processos bioldgicos, com destaque para a sintese de membranas, de

alguns orgaos (glandula adrenal e gbnadas), nos tecidos nervosos, desempenha papel isolante,
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semelhante ao da capa de fios elétricos, além de ser utilizado como precursor para produgdo
dos horménios esteroides e da vitamina D (BRANDAO et al., 2005; LEANCA et al., 2010).
Além disso, € importante relatar, que a fluidez da membrana se relaciona a presenca de cadeias
insaturadas dos fosfolipidios e do colesterol presentes, e danos desta camada lipidica produzem
efeitos draméticos, tendem a diminuir e/ou aumentar a fluidez da membrana (MAFRA;
ABDALLA; COZZOLINO, 1999; HAKOMORI, 2004).

2.9.7 Ergosterol

Além do colesterol, outro esterdide presente nas células animais é o ergosterol. Este é
esteroide sintetizado pelos os vegetais, fungos e parasitas, sendo relacionado com o colesterol,
o ergosterol. Este utiliza a mesma via biossintetica, até o passo do esqualeno. Nessa etapa as
vias se modificam ligeiramente e outros esteroides sdo produzidos, nos vegetais, o estigmasterol
e nos fungos o ergosterol (LEHNINGER, 2006).

O ergosterol (FIGURA 15) ¢ uma molécula lipidica de fungos, derivado do colesterol.
Este é especifico e responsavel por varias caracteristicas fisicas importantes para viabilidade
celular, tais como estrutura, permeabilidade e alteracdo da fluidez das membranas, e tem um
papel importante na respiracdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa (BOSSCHE; ENGELEN;
ROCHETTE, 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; ARGENTA, 2008; URBINA, 2009).

Danos causados pela inibi¢do da sintese do ergosterol podem resultar em alteragfes na
permeabilidade da membrana plasmaética e inibicdo da proliferacdo de todas as fases do ciclo
de vida (SANTOS & CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et
al., 2006; URBINA, 2009). Contudo sua auséncia também afeta o citocromo C oxidase nas
mitocdndrias e aumenta a sintese de quitina, principal componente da parede celular dos fungos,
resultando em uma destruicdo irregular da mesma (MORETT]I, 2003; ARGENTA, 2008). A
atividade de varias vias metabdlicas é alterada conforme os niveis de ergosterol sdo modificados
(ARGENTA, 2008).



Figura 15 — Estrutura molecular plana do Ergosterol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ORIGEM E PREPARO DO MATERIAL NATURAL

O é&cido tanico, vitaminas lipossoluveis D (colicalciferol), E (alfa-tocoferol) e K
(menadiona), ergosterol, colestol, todas foram obtidas através da SIGMA Chemical Co.,St.
Louis, E.U.A. Para 0s ensaios microbiolégicos, todas as substancias foram inicialmente
solubilizadas em Dimetilsufoxido (DMSO) e depois diluidas em dgua, com excec¢éo da vitamina
K (menadiona) esta foi diluida apenas em DMSO e sendo posteriormente realizado um controle
de DMSO para esta substancia. A concentragdo de DMSO contido nas amostras ndo é
considerada toxica para as células, abaixo de 10%. Os inibidores de bomba de efluxo utilizados
foram: Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone, Phenylalanine Arginyl -
Naphthylamide e Clopromazina, aquiridas através da SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A,

solubilizados em 4gua.

3.1.2 Meios de culturas

Os meios de culturas utilizados foram os seguintes: Heart Infusion Agar (HIA, Difco

laboratorises Ltda.), Brain Heart Infusion (BHI, difco Laboratories Ltda.), e Glicerol.

3.1.3 Micro-organismos

As cepas de S. aureus usadas foram: RN4220 portadora do plasmido pUL5054, que
transporta o gene que codifica referente a proteina MsrA de efluxo de macrolidio; IS-58, dotada
do plasmideo PT181 portadora do gene da proteina de efluxo de tetraciclina TetK; 1199B cepa
resistente a fluroquinolonas hidrofilicas via proteina de efluxo NorA e a cepa selvagem 1199
referente a mesma (TABELA 1). As cepas foram gentilmente cedidas pela Prof. S. Gibbons
(University of London). Todas as cepas formam inicialmente mantidas em &gar sangue para
comprovar o tipo de cepa (Laboratérios Difco Ltda., Brazil), depois foram transferidas para o
estoque. Sendo mantidas em dois estoques: um em Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco) a
4° C e outro mantido em glicerol em freezer -80 °© C. A cepa portadora de plasmideo foi mantida
e meio de cultura sobre condi¢Bes sub-inibitéria de antibiético com o objetivo do gene do

plasmideo ser expresso e nao ser perdido.
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Tabela 1 — Linhagens utilizadas nos ensaios de efluxo.

Linhagem Gene Proteina (Antibidtico
ou classe)
1199B NorA NorA (Norfoxacina)
1199(Selvagem) . -
1S-58 Plasmideo Tet (K)(Tetraciclina)
PT181(Tet(K))
RN4220 Plasmideo MRSA(Eritromicina)

Pul5054(MsrA)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

3.1.4 Origem e preparo dos antibidticos e do brometo de etidio

Os antibioticos utilizados foram especificos para as bombas de cada bactéria:
Eritromicina para a bomba MrsA contido na cepa RN4220; Tetraciclina para a bomba Tet k
contida na cepa I1S-58; e Norfloxacina para a bomba NorA contida na cepa 1199B, com também
esse antibidtico foi utilizado para a cepa selvagem. Todos os antibiéticos foram inicialmente
dissolvidos em DMSO a 10 mg/mL e posteriormente diluidos em agua, diminuindo a
concentracdo para 1024 pg/mL. O brometo de etideo foi diluido em agua em uma concentragao
de 1024 pg/mL. Tantos os antibidticos quanto o brometo de etidio foram obtidas pela da
SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A.

3.1.5 Preparo e padronizacgdo dos indculos

Nos ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram preparados indculos
oriundos a partir dos estoques. Desse estoque foi cultivado novamente em meio sélido Heart
Infusion Agar slants e mantido a 37 °C. A partir desse meio sélido foi feito inéculo utilizando
tubos de ensaio contendo solucdo salina estéril, e esse indculo teve com base a escala Mcfarland
0.5 que corresponde a 10° UFC (Unidades Formadoras de Col6nias). Esse método padrdo de
inoculo foi utilizado tanto nos ensaios de CIM das substancias quanto na verificacao de inibicao

de bomba de efluxo.
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3.2 ENSAIOS DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Foi realizado o ensaio de concentracdo inibitéria minima de todas as substancias de
origem natural. Também foi realizado com o brometo de etideo e com os antibioticos para
confirmar o nivel de resisténcia corroborando com a presenga da bomba. A partir do estoque
em meios sélido HIA foi feito uma repicagem em HIA e mantido em estufa bacteriologica a 37
°C por 24h. Apds esse periodo foi utilizado indculos em solucdo salina de acordo com a escala
de Mcfarland 0,5 que corresponde a 10° UFC (Unidade Formadora de Colonia). Seguindo os
ensaios, foi preparado o meio de distribuicdo em eppendorfs utilizado 100 pL do indculo em
900 pL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente o contetido do eppendorf foi transferido
para placa de microdiluicdo de 96 pocos, em sentido horizontal. Sendo que foi utilizado 100 pL
em cada poco, perfazendo 10 pocos. Apos essa etapa, foi realizada a microdiluicdo das
substancias sendo 100 pL nesse meio até pendltima cavidade (1:1). Na ultima cavidade néo foi
adicionada por ser o controle de crescimento. As concentragdes variaram de 1024 pg/mL a 2
pug/mL. Apds 24h foi realizada a leitura das placas por visualizacdo de mudanca de cor do meio
caracterizado pela adicdo de 20 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). A
leitura desse experimento tem como caracteristica, a mudanca de cor do meio de azul para
vermelho indicando a presenga de crescimento bacteriano e a permanéncia em azul, a auséncia

de crescimento. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Figura 16 — Ensaio de concentragdo inibitoria minima.

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).
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3.3 ENSAIOS DE INIBICAO DE BOMBA DE EFLUXO POR REDUCAO DO CIM DO
BROMETO DE ETIDEO

Para verificar o efeito de reducdo do CIM do brometo de etideo, foi utilizado in6culos
a partir de placas incubadas em estufa bacterioldgica por 24h a 37 °C com o repique do estoque.
Apos esse periodo foi utilizado indculos em solucédo salina de acordo com Mcfarland 0.5 que
corresponde a 10° UFC (Unidades Formadoras de Col6nias). Como etapa inicial, foi preparado
em eppendorfs 0 meio de distribui¢do do teste e do controle. No teste foram colocados 150 pL
do indculo, mais substancia em concentragdo sub-inibitoria (CIM/8) e completado o volume do
eppendorf até o volume de 1,5 mL. Para o controle foi colocado o mesmo volume de inoculo
do teste e completado o volume do eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foram transferidos para
placas de microdiluicdo de 96 pocgos, com distribuicéo vertical, caracterizada pela adicdo de
100 pL do contetdo do eppendorf em cada pogo. Apos essa etapa foi realizada a microdilui¢do
do brometo de etideo, sendo 100 pL nesse meio até pendltima cavidade (1:1). A solucdo de
brometo de etideo utilizada neste ensaio foi a citada anteriormente. Na ultima cavidade néo foi
adicionada por ser o controle de crescimento. As concentracdes variaram de 1024 pg/mL a 0,5
ug/mL. Apds 24h foi realizado a leitura das placas por visualizacdo de mudanca de cor do meio
caracterizado pela adicdo de 20 pL resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-0xido).
Sendo que, a leitura tem como caracteristica a mudanca de cor do meio de azul para vermelho
indicando a presenca de crescimento bacteriano e a permanéncia em azul a auséncia de
crescimento. A reducdo do CIM do brometo de etideo ou de antibidtico especifico, em cepas
portadoras de bomba de efluxo, é um indicativo de inibicdo de bomba de efluxo. Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas. Esse ensaio com brometo de etideo foi realizado

apenas para o acido tanico.

3.4 ENSAIOS DE INIBICAO DE BOMBA DE EFLUXO POR REDUCAO DO CIM DO
ANTIBIOTICO

Para verificar o efeito de reducéo do CIM do antibidtico, foi utilizado indculos a partir
de placas incubadas em estufa bacteriolégica por 24h a 37 °C com o repique do estoque. Apos
esse periodo foi utilizado in6culos em solugéo salina de acordo com a escala de Mcfarland 0.5
que corresponde a 10° UFC. Como etapa inicial foi preparado em eppendorfs o meio de

distribuicéo do teste e do controle. No teste foram colocados 150 pL do in6culo, mais substancia
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em concentragdo sub-inibitoria (CIM/8) e completado o volume do eppendorf até o volume de
1,5 mL. Para o controle foi colocado o mesmo volume de in6culo do teste e completado o
volume do eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foram transferidos para placas de microdiluicdo
de 96 pocos, com distribuicdo vertical, caracterizada pela adi¢do de 100 pL do contetido do
eppendorf em cada poco. Apds essa etapa foi realizada a microdilui¢do do antibiotico, sendo
100 pL nesse meio até penultima cavidade (1:1). Na Gltima cavidade ndo foi adicionada por ser
o controle de crescimento. As concentracdes variaram de 1024 pg/mL a 0,5 pg/mL. A solucéo
do antibidtico utilizada foi a preparada anteriormente, sendo que para cada cepa foi utilizado
um antibidtico especifico para uma bomba de efluxo presente. Apds 24h foi realizado a leitura
das placas por visualizacdo de mudanca de cor do meio caracterizado pela adicdo de 20 pL de
resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). Sendo que, a leitura tem como
caracteristica a mudanca de cor do meio de azul para vermelho indicando a presenca de
crescimento bacteriano e a permanéncia em azul a auséncia de crescimento. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicatas. A reducdo do CIM do brometo de etideo ou de
antibiotico especifico, em cepas portadoras de bomba de efluxo, € um indicativo de inibicéo de

bomba de efluxo.

Figura 17 — Placas com rezasurina para a leitura do ensaio de rgdugéo do CIM pela bomba de efluxo.

gt

F: Elgborada peI‘o autar (0).
3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
Os resultados dos testes foram feitos em triplicate e expressandos em média geométrica.

Na analise estatistica foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do post hoc Tukey ou
Bonferroni usando GraphPad Prism 5.0. Em algumas analises foi utilizado o teste T.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ARTIGO 1: EVALUATION OF THE TANNIC ACID INHIBITORY EFFECT AGAINST
THE NORA EFFLUX PUMP OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS. PUBLICADO
(MICROBIAL PATHOGENESIS). REVISTA Bl BIOTECNOLOGIA (FATOR DE
IMPACTO = 2,0)
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m’ bio(k. resiitance capacity to decrease the MIC of Ethidium bromide ( EtBr) and antibiotics due to the possible inhibitory
il puimps effect of these substances was observed, The MICs of EtBr and antibiotics were significantly reduced in
Seophyfococcs auress the presence of tannic ackd, indicating the inhibitory effect of this agent against the efflux pumps of both
Tanwi acid strains causing a three-fobd reduction of the MIC when compared with the control, These results indicate
NorA the possible usage of tannic acid as an adjuvant in antibéotic therapy against multidrug resistant bacteria
(MDR ).
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L. Introduction emergence of antiblotic-resistant pathogens, induding multidrug

Bacterial infections are becoming more challenging to treat as 4
result of the emergence of multi-drug resistant pathogenic bactenia,
According to worldwide surveillance studies, multi-drug resistance
(MDR] is increasingly prevalent, especially in Gram-positive path-
ogens such as Staphylococcus aurews, Streptococcus pneumoniae and
Enterococcus spp | 1],

The discovery and use of antibiotics bas been one of the major
scientific achievements of the 20th century. During the early pe-
riods of antibiotic usage, bacterial infections were considered
tamed and antiblotics were being used  cure potentially lethal
infections. However, widespread antibiolc use has promoted the
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Laboratdnio de Mcrobwologiz e Biologia Madecular — LMEM, Av. Ced. Antonio Luiz,
1161, Pimenta, Crato - CE, CE%63105.000, Braxil,

E-mall address: dmcoutinbo@genall Lom (HDM. Coutinho)
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resistant strains [ 23] The general mechanisms responsible for
bacterial resistance to antimicrobials nclode (a) alteration of the
targeted drug sites, (b) enzymes that inactivate antibiotics, (¢)
decreased membrane permeability, and (d) active ¢fflux of anti-
microbsals [4L

Active efflux is a mechanism for bacterial resistance to inhibi-
tory substances such as toxic compounds and antibsotics, which is
mediated by integral membrane transporters, known simply as
drug efflux pumps |5]. There are several main categones of active
drug efflux pumps that transport drugs against their concentration
gradients across the membrane Fig. 1.

The first category of pumps, known as primary active trans-
porters, utilize the energy stored in ATP to catalyze the transport of
drugs across the membrane by ATP hydrolysis (6], The second
category of pumps, known as secondary active transporters, are
driven by the energy stored in jon gradients generated by respi-
ration, 1o catalyze the transport of drugs across the membrane |[7.8],
The third category of drug pumps, are known as the
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phasphotransferase system (PTS), which catalyzes the transpor of
drugs with a concomitant phosphorylation of the drug, usually for
cellular entry of the drug substrate 9,10,

The bactenum Stophylococcus aureus is an important pathogenic
bacterium responsible for an ammay of infections ranging from su-
perficial skin infections to serious necrotizing poneumonia, taxic
shock syndrome, hacteremsa, endocarditis, and surgxal wound
mfections | 11]. Additionally, S. aureus is a major cause of hospital-
acquired infections | 12.13], The efflux pumps characterized in this
organism include QacA [ 14.15], Smr| 16} and NorA | 17], all of which
are mwjor lacilitator superfamilies [14-17) QacA and Smr are ex-
amples of plasmid-encoded efflux pumps, while NorA is chromo-
somally encoded. QacA and NorA have been shown to efflux
acriflavine, crystal violet, diamidines, ethidium bromide, and qua-
ternary ammonivm compounds | 18], The NorA protein is predicted
o have 388 amino acids with a molecular mass of 42,385 Da and is
presumed to be localized in the cytoplasmic membrane | 19,171

The NotA efflux pump has been shown to be responsible for the
moderate fluoroquinolone resistance of S. aureus [ 17], due 0 a
weakly expressed norA gene [ 20], This pump s responsible for the
resistance of S. aureus to hydrophilic fluoroguinoiones only and
does not extrude lipophilic substrates [21]

Theselore, this work aimed to evaluate the enhancement of the
notfloxacin antibjotic activity by tannic aod via mhibition of the S.
aureus NorA efflux protein, using the ethidium bromine model to
compare this effect with a S. aureus wild strain Fly, 2

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains
The S. aureus strains used were: SA-11998, which overexpresses

the norA gene encoding the NorA efflux protein, which extrudes
hydrophilic fluoroguinolones and other drugs such as DNA-

f’;; i

g 2 MK of Noefloxacin alome and In association with the standard Inhiditors and
tanmic aod against the strain S, soreus 119958 wild One Way ANOVA, followed by the
e Bonfermnd *'p < ALDOD1 vs Norflexacin; **p < 0,0001 vs Norflaacin + CCTP.

intercalating dyes; and the SA-1199 (wild type] strain. The strains,
kindly provided by Prof. S. Gibbons (University of London), were
maintained on blood agar base (Laboratonos Difco Lid, Brazil)
slants and, prior to use, the cells were grown overnight at 37 °C In
Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco) Fig. 3.
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Hg 3. MIC of ethidiven bromide aone and in association with the standard infubdeors
and tanmic acld agaast the strain S auneis 11998 expressing Lhe efllux system NorA
One Way ANOVA, followed by the test Bonferroni. *“p < Q0001 vs Ethidium bromide:
Mo < QDO ve Etidium bromide + COCP,
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2.2, Drugs - SA- 11998
The phenylalanyl arginyl-f-naphthylamide (PABN). chlorprom- -é 200+

azine (CPZ), carboryl cyanide m-chiorophenylhydrazone {CCCP), 3
tannic acid andd ethidium bromide were obtaine! from Sigma < 150 -
Aldrich Co. Ltd. The antibiotic and tannic acid were dissolved in = ad/bd/cd
dimethyl sulfoxide [DMSO) and after in sterile water (concentration E
of 1024 pg/mL), Norfloxacin was the antibiotic used. PAPN, CPZ and : 100
ethidium bromide solutions were dissolved in distilled, sterile a 44/b4
walter, stored at =20 “C and kept protected from light (concentra- g
tion of 1024 pg/mL). The CCCP was dissolved in methanol/water 50+
(121, wjv) and stored at =20 “C (concentration of 1024 pg/mL) g ad/bdled/dd
Table 1, g o

v

&}

2.3, Antibacterial activity test by minimum inhibitory
concentration (MIC)

The MIC of the efflux pump mhibitors, ethidium beomide and
tannic acid, were determined in a microdilution assay utilizing
100 pb of each suspended bacterial inoculum in saline solution,
corresponding (o 0.5 of the McFarfand scale, followed by addition of
900 pb of brain heart infusion (BHI) in eppendorfs, These were then
transferred (o 96-well microtiter plates and serial dilutions of each
substance were performed with concentrations ranging from 0.5 to
512 pg/mL (1:1), The plates were incubated at 37 °C for 24 h, and
bacterial growth was assessed by the use of resazurnin, The MIC was
defined as the lowest concentration in which no growth can be
observed, according to |22] The antibacterial assays were per-
formed in triplicates and results were expressed as an average of
replicates,

2.4, Evaluation of efftux pump inhibition by MIC reduction

To observe whether tannic acld is a potential elllux pump in-
hibitor, a comparative study between the effects of standard efflux
pump inhibitors (EPF) was used, thus assessing the capaaty of both
in decreasing the MIC of Ethidium bromide {EtBr) and antibiotic,
Ethsdium bromide (EtBr) Is a substrate for many MDR pumps and
the unigue antbiotic substrates for each efflux pump was used
Fig 4.

The inhibition of the efflux pump was tested using a sub-
inhibitory concentration of EPIs and tannic acid (MIC/8). 150 gl of
each suspended bacterial inoculum in saline solution, corre-
sponding o 0.5 of the McFartand scale, were added o eppendorfs
together with 1350 pL of brain heart infusion (BHI) as a control. In
tests, 150 pb of each suspended bactenal inoculum in saline solu-
tion, corresponding to 05 of the McFarland scale, were added
together with EPIs and tannic acid (MIC/8) and completed with
brain heart infusion (BHI). These were then transferred to 96-well
microtiter plates and 100 uL of the antimicrobial drug and EtBr
serial dilutions were performed (1:1). The plates wese incubated at
37 °C for 24 b, and bacterial growth was assessed by the use of

Table 1
MICs of the Ethidium Broenide {Etd), the tannic acid and standard mhabetors agamnst
the S aweus straing (ug/me)

SobstanceStrain §. curens SA119698 S eureus SA1199 will
MC of cocp & 2

MIC do INA o4 2]

MIC of CP2 2 32

MIC of EtBr 2 B

MIC of tannic acid 21024 21024
CCCP — carbanyt ide m-<hiorophenythyd PHNA — phemtalanyl I
a . gy

4 ey =
[l-maphthy ; CPZ ~ chlorp

R

&
P 45
&

iz 4. MX of Nortfbonadn alone and in assocation with the standard inhibyeors and
tannic a0 agamst the straln S awreus 11996, One Way ANOVA, followed by the test
Bonferronl. “%p < 00001 vs Nodflonacin: ™p < 00001 v Nocfloxacin + (COP;
“p < 00001 w5 Norflaxack + PABN; *4p < Q0001 v Norfk + (i i

L

resazurin, MIC was defined with the concentrations of antibiotics
and EtBr ranging between (.5 and 512 pg/mL The MIC of controls
were assessed using the antibiotics and EtBr alone.

2.5. Swatistical analysis of microbiological results

Antibactenal assays were performed in triplicates and results
were expressed as average of replicates. The results of the tests are
expressed as the geometric mean, Statistical hypothesis analysis
was applied using a Two-Way ANOVA foilowed by the Bonferroni
post ot test using GraphPad Prism 5.0 software,

3. Results and discussion

The inhibitors and ethidium bromide alone presented antibac-
terial activity, conversely tannic aad did not present clinically
relevant antibacterial activity with & MIC above >1024 ug/ml ac-
cording to [22],

When tannic acid was associated with norfloxacin or ethidium
bromine against the wild type strain, synergistic effects were also
observed, However, this strain lacks the efflux pump, and therefore
this effect cannot be attributed to this mechanism. The synergic
effect caused by the tannic acid in the mutant strain expressing the
efflux pump is due to the inhibition of this mechanism, inducing an
enhancement of the oytoplasmic concentration of ethidium
bromine {23].

The same effect was observed when tannic acd was associated
with the efflux pump substrate and the antibiotic norfloxacin, such
that these results are concordant with the effect of other pump
inhibitors. Few inhibitors were effective in the mutant strain, with
tannic acld being better than the other inhibitors. This effect
possibly indicates a higher specificity of this inhibitor to this type of
efflux pump. A MIC reduction =3 dilutions, when combined with
the inhibitor. is indicative of the bacterial resistance mechanism of
the efflux pump [ 24). This reduction was also observed in the as-
sociation of the inhibitors and tannic acid with ethidium bromine
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and with norfloxacin m the efflux pump strain.

The MIC reduction also indicates a resistance reduction |221
There are at least three mechanisms by which §, aureus can develop
resistance to fluorogquinolones, two of which have been investi-
gared in some detadl, The first consists of mutational alteration(s) of
the gyrA gene, which encodes the A subunit of DNA gyrase, a
topoisomerase and an established target of fluoroquinolone action
|25-27, Such mutation(s) can result in the continued function of
this essential bacterial enzyme despite the presence of fluo-
roquinolone concentrations that are lethal o wild-type strains. The
second described mechanism of fluoroguinolone resistance in S
aureus involves a genetic locus on the Smal A fragment of the
chromosome called flgA (28],

The third mechanism involves the efffux of hydrophilic fluo-
roqumolones from the cell, which generally results in a lower Jevel
of resistance than that seen in gyvA mutants [ 17,29,20], In S. aureus
this type of resistance s mediated by multi-drug transporters such
as the NorA protein, which is located in the cytoplasmic membrane
and s the product of the nord gene. In S, aureus, increased quan-
titses of NorA, resulung from either increased transcription of nord
or an increase in its mRNA stability, confer resistance not only to
hydrophilic Mluoreguinolones but akso to several other structurally
diverse substances. These include a number of lipophilic and
monocationic compounds such as cetrimide, ethadium bromide,
benzalkonium chlonide, acriflavine, and othess [23],

Several EPIs were discovered as carbonyl cvanide m-chlor-
oPhenyl-hydrazone (CCCP), phenylalanyl arginyl-f-naphthylamide
{PABN) and chlorpromazine. CCCP dissipates the proton motive
force by modifying the trans-membrane electrochemical potential
Meanwhile, Peptidomimetics (PAPN) and chlorpromazine are
competitive inhibitors of the efflux pumps and act by binding to the
same pocket or at a site close 1o the antibiotic substrate binding site
[31,32]. However, the problem with using these synthetic inhibitors
s the high toxicity observed [32],

Several natural compounds such as the plant alkaloid reserpine,
laempferol thamnoside, and capsaicin inhibit NorA function
133,34). The mechanism of inhibition for reserpine, kaempferol and
rhamnoside involves direct binding and competitive inhibition of
the efflux pump during drug/H+ antiport |35, whereas the
mechanism for capsaxcin-mediated inhibition is unclear.

The antimicrobial mechanisms of tannins can be summarnized as
follows, (i) The astringent property of tannins may mduce
complexation with enzymes or substrates. Many microbial en-
zymes in raw culture filtrates or in purified forms are inhibited
when mixed with tannins. (ii) The toxicty of tannins may be
related 1o its action on the membranes of microotganisms. (i)
Complexation of metal ions by tannins may account for tannin
toxicity |36,

All these factors possibly induce the NorA elllux pump inhibi-
tion and may also induce inhibition of other resistance mecha-
nisms, The inhibition of efflux pumps by iron chelation is also a
mechanism of action because iron is required for pump activity.
Nocardamine (an iron chelator) has been shown to inhibit Tet8 and
TetK pumps in S. aureus | 17). The capadty to make complexes wath
proteins can be the cause of the inhibition of NorA, this being one of
the main charactenistic of tannins In addition, this pump s @
transmembrane protein and is susceptible o membrane perme-
ability alterations. The interaction of the tannic acid with the cell
membrane can affect its permeability, enhancing the influx of
ethidium bromine and norfloxacin, thus being a possible cause of
the synergistic effect observed in the S. aureus wild strain.

4. Conclusion

The inhibition of bacterial antibiotic resistance mechanisms is a

strategy to controf the multi-drug resistant { MDR} strains with hagh
virulence. Besides the high variety of resistance mechanisms, the
discovery of substances with the capacity to inhibit them s very
important. Due to this fact, new efflux pump inhibitors are prom-
ising compounds, Our results indicated that tannic acid has the
same properties of the standard efflux pumps inhibitors, thus being
a possible adjuvant on new formulations in assocation with anti-
biotics, mainly against bacterial infections caused by MDR strains.
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Avisble clie 12 A 27 from the cell cytoplasm Due to this importance, the aim of this work was 1o evaluate the inhibitory effect

of tannic acid against efllux pumps expressed by the Staphplococcus aureus RNA220 and 15-58 stralns, The
efflux pump inhibéteon was assayed using a sub-inh y concentration of efffux pump standard Inhibi-

:;m lstanes tors and tannic acid ( MIC/S), observing their capacity to decrease the MIC of Ethidium bromide (Et8r) and

EMu pungs antibiotics due the possible inhibitory effect of these substances. The MICs of EtBr and antibiotics were

Staphiyiocucau gutews significantly differect in the presence of tanmc acid. indicating the mhibitory effect of this product

Tannic and against effux pumps of both strains, These results indicate the possible usage of tannic ackd as an Inhi-
bitor and an adjuvant in the antibiotic therapy against multidrug resistant bacteria (MDR),

© 2017 Elsevier Inc. ANl rights reserved.

1. Introduction membrane-based efflux pumps. These mechanisms are all specific

In the past century, the discovery of antiblotics has been one of
the most influential and impressive achievements in science, since
during the early period of antibiotic usage, bacterial infections
were considered tamed. Infected cuts and various bacterial dis-
eases, such as syphilis and cholera, were considered on their way
to eradication | 1]. However, the widespread use of antibiotics cre-
ated selective pressure for the emergence of strains that would
persist despite antibiotic toxicity, thereby promoting the emer-
gence of antibiotic-resistant pathogens, including multidrug resis-
tant strains [2,3], Antibiotic resistance mechanisms include the
alteration or modification of the target site, degradation of the
antibiotic molecule, and reduction of effective intracellular antibi-
otic concentration via changes in membrance permeability andfor
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Clénclas Bologicas e da Satde - CCBS, Departamentn de Quimica Boldgca - DQY,
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for a single drug or a singhe class of drugs [4-7),

Multdrug efflux pumps are integral membrane proteins that
utilize cellular energy to actively extrude antiblotics or biocides
out of the cell (89, The bacterium Staphviococcus aureus is an
important pathogenic bacterium responsible for an array of infec-
tions ranging from superficial skin infections 1o serious necrofizing
pneumonia. toxic shock syndrome, bacteremia endocarditis, and
surgical wound infections | 10].

Efflux pump inhibitors (EPfs), decrease the intrinsic resistance
of bacteria to antibiotics, and reverse acquired resistance even in
highly ressstant strains with multiple target mutations (4], Over
the past decades, many EPls have been identified. Unfortunately,
their clinical application is difficult due to the toxicity, stability,
and biocavailability of these molecules [1 1] Current methods for
the demonsteation of an efflux system from a clinical isolate usu-
ally involve the assessment of ethidium bromide (EB). a common
substrate of bacterial EP [12],

The term tanain is ordinarily used as a synonym for tannic acid,
Tannic acld has numerous industrial, pharmacological and food
additive applications, Tannic acid is reported to be toxic to animals
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if njected into the blood stream or consumed in large amounts, it
is also a potent antioxidant and has exhibited anti-mutagenic, anti-
carcinogenic and antibactenal activity [ 13,14,

Due to this information, the aim of this work was to evaluate
the inhibitory potential of tannic acid against Staphylococcus atrews
efflux pumps, a known Multidrug Resistant Bacteria (MDR), com-
panng this effect with standard inhibitors and using as the sub-
strate Ethidium Bromide (EtBr).

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

The S. aureus strains used were: RN4220 harboring plasmid
PUL5054, which carries the gene encoding the MsrA macrolide
efflux protein; and 15-58. which possesses the TetK tetracycline
efflux protein. The strains, kindly provided by Prof. S. Gibbons
(University of London), were maintained on blood agar base (Lab-
oratorios Difco Lida., Brazil) slants and, prior to use, the cells were
grown overnight at 37 °C in Heart Infusion Agar slants [HIA, Difco),

22. Drugs

The erythromycn, tetracycline, phenylalanyl  arginyl-|\-
naphthylamide (PAPN), chlorpromazine (CPZ), carbonyl cyanide
m-chlorophenylhydrazone (CCCP). tannic acid and ethidium bro-
mide were obtained from Sigma Aldrich Co. Ltd. The antibiotics
and tannic acid were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and
afterwards in sterile water (concentration of 1024 pg/mL). Ery-
thromycin and tetracycline were the used antibiotics. Solutions
of PAIN, CPZ and ethidium bromide were dissolved in distilled,
sterile water, stored at —20 “°C and kept protected from light (con-
centration of 1024 pg/mL). The CCCP was dissolved in methanol/
water (1:1, v/v) and stored at -20°C (concentration of 1024 pg/
mL)L

2.3. Antibacterial activity test by minimal inkibitory concentration
(MIC)

The MIC of efflux pump inhibitors, ethidium bromide and tannic
acid was determined in a microdilution assay utilizing an inoculum
of 100 pl of each strain suspended in saline solution equivalent to
0.5 of the McFarland scale, which was added to brain heart infusion
(BHI) in eppendorfs. After, these were transferred to 96-well
microtiter plates and serial dilutions of each substance were per-
formed with concentrations ranging from 05 to 512 pg/mL (1:1).
The plates were incubated at 37 C for 24 h, and bacterial growth
was assessed by the use of Resazurin. The MKC was defined as
the lowest concentration in which no growth can be observed,
according to Ref |15 Antibacterial assays were performed in trip-
licate and results were expressed as average of replicates.

2.4. Evaluation of efffux pump inhibition

To observe whether tannic acid would alter the inhibition of
efffux pumps, a comparative study between the effect of standard
efflux pump inhibitors, in their capacity to decrease the MIC of
Ethidium bromide (E1Br) and antibiotics, with the possible tannic
acid efflux pump inhibitory effect, across its capacity to decrease
the MIC. was used. Ethidium bromide (EtBr) is a substrate for many
MDR pumps and antibiotic substrates unique to ¢ach efllux pump
were used.

Efflux pump inhibition was tested using a sub-inhibitory con-
centration of standard efflux pump inhibitors and tannic acid
(MIC/8). A 100 pL sample of a solution containing inoculum, was

suspended in saline solution equivalent to 0.5 of the McFarland
scale, and was added to brain heart infusion (BHI) in eppendorfs.
Afterwards, these were transferred to 96-well microtiter plates
and 100 gl of antimicrobial drug and EtBr serial dilutions were
performed (1:1). The plates were incubated at 37 °C for 24 h, and
bacterial growth was assessed by the use of Resazurin, The MIC
was defined with antibiotic and EtBr concentrations ranging
between 0.5 and 512 ug/mL Controls were performed using the
MIC of antibiotics and EtBr alone. Antibacterial assays were per-
formed in triplicate and results were expressed as an average of
replicates.

2.5. Statistical analysis of microbiclogical results

The results of the tests were performed In triplicate and
expressed as the geometric mean, For statistical analysis a two-
way ANOVA was applied followed by Bonferroni's post hoc test
using the GraphPad Prism 5.0 software,

3. Results and discussion

In Table 1, the MICs of EtBr, standard inhibitors and tannic acid
can be observed. All substances demonstrated a clinically relevant
MIC, ranging between 1 and 512 pg/mL When the antibiotics were
assayed in association with the standard inhibitors at sub-
inhibitory concentrations (MIC/8), all of them reduced the MIC of
the antibiotics and EtBr (Figs. 1-4) indicating an inhibition of the
mechanism of resistance to the antibiotic (the efflux pumps). The
same effect was observed when the antibiotics were associated
with tannic acid.

The usage of EtBr as a substrate for the efflux pumps is well
described in the literature and as demonstrated in this work, tannic
acid had the same behavior as standard inhibitors, indicating a
similar inhibitory mechanism among them against efflux pumps
in the assayed strains. The efflux pumps can be considered as
potentially effective antibacterial targets and the identification
and development of safe and effective bacterial EPIs |s needed
116071 Such molecules are expected to; decrease the intrinsic
resistance of bacteria to antibiotics, reverse acquired resistance
even in highly resistant strains with multiple target mutations,
and reduce the frequency of emergence of resistant mutant strains
[18].

The mechanisms involved In the inhibition of MDR efflux sys-
tems are not clearly understood but it has been proposed that
the inhibitor binds directly to the pump [19] and therefore blocks
it, either in a competitive or a non-competitive manner with the
substrates, Inhibitors can also cause a depletion of energy, either
by inhibiting ATP-binding or by disturbing the proton gradient,

Several studies indicate the effect of synthetic and natural prod-
ucts against bactecial efflux pumps by different mechanisms | 20),
In the case of tannic acid or other tannins, there are no studies indi-
cating any inhibitory effect against the 15-58 (TetX) and RN4220

Table 1
MICs of the Ethidium Bromide (Erir), the tannic acd and standard inhitesars against
the S aurews strains (pg/md )

Sulritance)strain 5. aureus RN4220 5. aureus 15-58
MIC of CCOr 1 2
MIC of PENA 64 ()
MIC of (V2 64 512
MIC of Exfir 2 n
MIC of tannic acd 512 512
ey - ¢ de m-c y iy ; PINA - phenylalanyl argayl

pummmz'a'z - chlm«:ulm,
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(MsrA) pumps in S. aureus, this article being the first to report on
this activity, However, there are many studies demonstrating the
effect of natural products from plants rich in tannins against these
strains and these efflux mechanisms |21)
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15 A2 c4/aN

10

Ceometric Mean of MIC (pgml.)

& 5

< -f,o

“";f""f"ng’
b il

Alinimal Inhibitory Concentiation MIC

<

Fig. 3. MiC of ethidium beomide alone and in assocation with the staodard
indibxors and tannk aced against che strain 5 gureus RNS220, expressing the efflux
systemn MsrA. One Way ANOVA, Sllowed by the test Tukey. *p < 00001 vy
Tetracychne, “'p< 0001 v Tetracycline; ™'p < 0105 vz Ertudium bromide + CCCP;
“p <001 vy Ethedium heomide « COOP; “p < 00001 vs Ethadasm bromide » PABN-
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Some authors propose that the antimicrobial effect of tannins
could be related with their ability to form complexes with metal
ions and for to precipitate macromolecules in the membrane, such
as proteins |22 ). Because of this, tannins cause a loss of membrane
integrity of target organisms and alterations in the structure and
function of membrane-embedded proteins |23]. Therefore, the
effects observed in this study may be rédated 1o the interaction
between tannic ack! and the structure of membrane proteins
involved in the efflux systems of the strains 15-58 (TetK) and
RN4220 (MssA) Another study demonstrated that iron chelating
substances can act as efflux pump inhibitors of the strain 15-58

75



200 SR Titino et al / Moorgenk Chemistry 74 (2017) 197-200

(TetK) [ 24]. The TetK pump is a proton motive force (pmf) depen-
dent pump, and the electron transport chain which contains iron as
a cofactor is important for maintaining the pmf [24], Tannic acd
and other tannins are known for their iron-chelating properties,
Therefore, it is possible that the inhibitory effect demonstrated
by tannic acid may be related with its iron-chelating properties
|25].

4. Conclusion

The inhibitton of bacterial antibiotic mechanisms of resistance
is the main strategy to the control of MDR straing with high viru-
lence. Besides the high variety of resistance mechanisms, the dis-
covery of substances with the capadty to inhibit them is very
important. Due to this fact, new efflux pump inhibitors are promis-
ing compounds. Tannic acid presented bacterial activity against
both strains, however lower compared to the mhibitors used in
the control. With regard to its efflux pump inhibitory effect, tannic
acid was able to reduce efflux by reducing the MIC of both the
antiblotc and ethidium bromide, and similar action was obtained
with standard inhibitors found on the market.
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ABSTRACT

Alpha-tocopherol is one the most abundant and biologically active 1soforms of vitamun E. This compound 15 a
potent antioxidant and one of most studied 1soforms of vitanun E. Vitamin D3 (cholecalciferol) is an amportant
mment for caleimm homeostasis and bone health, that has also been recognized as a potent modulator of the
munuge response. Methicillin-resistant Staphviococcus awrens (MRSA) is the most important cansative agent of
both nosocomial and community-acquired infections. The amn of this smdy was to evaliate the hibitory effect
of alpha-tocopherol and cholecalciferol on both S mwrens and multidrug resistant S awrens efflux pumps. The
RN4220 strain has the plasmid pULS054 thart is the carrier of gene that encodes the macrolide resistance protein
(an efMux pump) MsrA; the IS-58 strain possesses the TetK tetracycline efflux protem in its genome and the
11998 strain resists to hydrophilic fluoroquinelones via a NorA-mediated mechanism. The antibacterial actvity
was evaluated by determinmg the Mmimal Inlubitory Concentration (MIC) and a possible inlubition of efflux
pumps was associated to a reduction of the MIC, In this work we observed that in the presence of the treatments
there was a decrease w the MIC for the RN4220 and IS-58 strains. suggesting that the substances presented an
inhibitory effect on the efflux pumps of these strains. Significant efforts have been done to idennfy efMux pump
mhibitors (EPIs) from natural sources and. therefore. the antibacterial properties of cholecalciferol and alpha-
tocopherol might be attnbured to a direct effect on the bacterial cell depending on their amplupathic structuse.
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INTRODUCTION

Alpha-tocopherol 1s one of the most
abundant and biologically active 1soforms of
vitamin E. This compound 1s a potent
antioxidant and one of most studied isoforms
of vitamin E (Marquez et al., 2002; Catama
et al, 2009)Vitamin E s a liposoluble
substance that 1s able to slow aging and
protect organisms from non-transnussible
chronic  diseases, such as Parkinson’s,
Alzheimer’s, infectious and rhenmatic states,
cancer and cardiovascular diseases (Catama
et al., 2009; Batista et al., 2007: Berg. 2010).
Recent findings demonstrated that vitamun E
1s able to inhibit the growth of malignant
cells (Sampaio and Almerda, 2009) and
modulate  cell  signaling and  gene
transcription (Batista et al.. 2007). Vitanun E
(Alpha-tocopherol) 1s naturally present in
many products of both plant and animal
origin, such as: vegetable oils, wheat germ.
oily seeds, dark-red vegetables, egg yolk and
i the liver.

Vitamm D3. or cholecaleiferol. and
vitamin D2, or ergocalciferol. are two
different forms of vitamin D obtamned by
humans. Ergocaleiferol 1s produced by many
plants, veasts and fungi when they are
exposed to UVB  radianon  and
cholecalciferol 1s synthesized mn the skin by
exposure to UVB radiation (Bikle, 2009).
Vitamin D has been recognized as a potent
modulator of the immune response and as an
unportant nutrient for caleium homeostasis
(Holick. 2004: Heaney. 2005: Miller and
Gallo, 2010). The maimn circulating form of
this vitamin i the organism 1s the 25-
hydroxyvitamm D (25[OH]D) (calcidiol).
which requires activation by the renal | o-
hydroxylase to form the metabolically active
1.25-dihydroxvitamm D (1.25[OH]2D)
(calertriol) (DeLuca. 2004).

Liposoluble compounds are known as
modifiers of the bactenal cell membrane
permeability (Pretto et al.. 2004: Nicolson et
al.. 1999). Therefore, alpha-tocopherol and
cholecalciferol due to thewr hiposolubility
might increase the permeability of the
bacterial  cell membrane to  various

substances, mncluding antibiotics (Andrade et
al.. 2014).

Bevond the intrinsic resistance properties
to certam antibiotics, bactena can also
acquire  resistance to  antibiotics  via
horizontal gene transfer and mutations in
chromosomal genes. The mtrinsic resistance
of a bacterial species to a particular antibiotic
1s its ability to resist to the action of this
antibiotic as a result of mherent structural or
functional characteristics, resulting on
antibiotic nactivation (Blamr et al.. 2015).
Accordingly. there has been increasing
concern  about bacterial resistance to
antibiotics,  specially  because of the
availability and mappropriate use of these
drugs (Neuhauser et al., 2003; Sahm et al.,
2001). In fact. numerous bacterial strains,
especially the methicillin-resistant vanety,
rapidly became resistant to antibactenal
agents after the introduction of antibiotics for
treatient of serious mfections caused by S.
awrens (Hamett et al, 1991. Mesak and
Davies, 2009).

Methicilln-resistant Staphylococcus
awrens (MRSA) 1s the most important
causative agent of both community-acquired
and nosocomual bacteral infections. S.
aurens cause these infections through
various virulence factors (Costa et al.. 2011:
Havaer et al.. 2010). MRSA strains present
resistance to many antibactenal agents,
limiting the treatment of many patients
infected with these bactena (Kurlenda and
Grnhole. 2012). There are three different
mechanisms of antibiotic resistance to S
anrens: inactivation of the anubiotic by
hydrolysis  or  chemucal modification:
modification of the antibiotic target by
genetic mutation or post-translational
mechamisms: and reduction of the
mtracellular concentrations of the antibiotic
as a result of deficient penetration mto the
bacterium or antibiotic efflux by active
mechanisms (Blair et al., 2015).

The active efflux of substances that
inhibit  bactenial growth such as toxic
compounds and antibiotics. in S. awrens. is
mediated by tegral membrane transporters,
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known as drug eftflux pumps (Levy, 1992).
There are several categones of active drug
efflux pumps that transport drugs agamst
thew concentration gradients across the
membrane (Levy, 1992). In the S, awrens
species, the followmg efflux proteins are
found: QacA (Small multidrug resistance
protein from the SMR famuly) (Paulsen et
al., 1996, Saier et al.. 1994), Smr (SMR
family) (Grmius et al.. 1992). Tetk (Major
facilitator  superfamily from the MFS
fanuly). NorA (MFS famuly) (Yosluda et al.,
1990) and MsrA (MFS fanuly) (Reynolds et
al., 2003).

Several studies have demonstrated the
development of antibiotic resistance
pathogenic bactenia during the course of
antibiotic treatment which mvolved efflux
pumps (Levy, 2005; Neu, 1992; Levy, 2002).
Therefore, 1t 1s hypothesized that the
antibiotic therapy can be effective if: (i)
efflux pumps are inlubited, (1) the
expression  of  efflux  pumps s
downregulated. or (1) the antibiotics are
redesigned. so that they are no longer
suitable to efflux substrates and thus, theiwr
clinical efficacy is restored (Kourtes: et al.,
2013).

The amn of this study was 1o evaluate the
mhibitory effect of alpha-tocopherol and
cholecalciferol on the Staphylococcus airens
efflux pumps.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

The followmg strains of 8. awrens were
used: RN4220, which has the plasmud
pULS054 that is the camier of gene that
encodes the macrolide resistance protein (an
efflux pump) MsrA: IS-58. which possesses
the TetK tetracycline efflux protein in its
genome and 1199B, which resists to
hydrophilic fluoroquinolones via a NorA-
mediated mechanism. All strains used n this
work were kindly provided by Prof. S.
Gibbons (University of London). These
strains were maintained in blood agar base
cultire medium slants (Laboratorios Difco
Ltda., Brazil) and. before the assays, the cells

were kept grown overnight at 37 °C in Heart
Infusion Agar culture medium slants (HIA,
Difco) during 24 hours.

Drugs

The anubiotics were dissolved 1in
dimethyl  sulfoxide (DMSO) and then,
diluted i sterile water to the concentration
of 1024 pg/mL). Erythromycin, norfloxacin
and tetracycline were used as antibiotics.
Alpha-tocopherol and cholecalciferol were
obtamed from Sigma Chemucal Co. (St
Louis, USA). Stock solutions of the vitanuns
were prepared i 1 mlL of DMSO to obtam
the concentration of 200 mg/ml and then.
this solutions were diluted to 1024 pg/ml m
distilled water to reduce the DMSO toxicity.

Antibacterial activity test by Minimal
Inhibitory Concentration (MIC)

The MICs of alpha-tocopherol and
cholecalciferol were determined in  a
microdilution assay utilizing an moculum of
100 puL of each strain suspended m saline
solutton at 0.5 of the McFarland scale. was
added m brain heart infusion (BHI)
Eppendorfs. Then. each sample was
transferred to 96-well nucrouter plates and
serial dilunons of each substance were
performed with concentrations ranging from
0.5 to 512 pg/mlL. The plates were mcubated
at 37 °C dunng 24 h, and bactenal growth
was detenmned using the sodium Resazurm
colonmetric method. The MIC was defined
as the lowest concentration i which no
bactenal growth was observed, according to
CLSI (2013). The antibacterial assays were
performed in triplicate and the results were
expressed as average of the replicates.

Evaluation of the inhibition of efflux
pumps by reduction of MIC

To analyze whether alpha-tocopherol and
cholecaleiferol might affect the etflux pump
acnvity, we evaluated the potennal of these
substances to decrease the MIC of the
antibiotics. The inhibition of the efflux pump
was  evaluated  using  sub-inlubitory
concentrations of  alpha-tocopherol and
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cholecaleiferol (MIC/8). A 100 pL sample of

a solution contaming moculums, suspended
in saline solution at 0.5 of the McFarland
scale was added in brain heart infusion
(BHI) in Eppendorfs. Then, each sample was
ransferred to 96-well microtiter plates and
serial dilutions of each substance were per-
formed with concentrations ranging from 0.3
to 312 pg/mL. The plates were mncubated at
37 °C during 24 h, and bactenal growth was
determined using the sodmun Resazurmn col-
ormmetric method. The antibiotic MICs were
used as controls. The antibacterial assays
were performed m triplicate and the results
were expressed as average of the replicates.

Statistical analysis

All experiments were made m triplicate.
The data were analyzed usmg two-way
ANOVA and the Tukev's post test using
GraphPad Prism software 5.0 (GraphPad.
San Diego, CA). The values are expressed as
geometric means and the differences with p <
0.05 were considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Cholecaleiferal and  alpha-tocopherol
presented a MIC = 1024 pg/mL and, as such,
they do not exhibit clinically relevant anti-
bacterial activity. However, when associated
with antibiotics against resistant straims car-
rying efflux pumps. cholecalciferol reduced
the MIC values of the antibiotics (Figures |-
4).

Substances that reverse bacterial re-
sistance when associated with antibiotics by
reducig their MIC are defined as "modifiers
of the antibiotic activity”, which can alter the
bacterial susceptibility to antbiotics by in-
lubiting microbial efflux pumps (Costa et al.,
2008). Thus. if a substance causes a reduc-
tion 1 the MIC > 3 dilutions when combined
with the inhibitor, this is an indicative that
this substance affects the bacterial resistance
by inhibiting the efflux pump activity (Da-
vies and Wnight, 1997).
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Figure 1: MIC of Tetracycline alone and in asso-
ciation with the standard vitamins against the
strain S. aureus IS-58, expressing the efflux sys-
tem TetK One Way ANOVA, followed by the test
Tukey. *p < 0,0001 vs Tetracycline; ns - not sig-
nificant
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Figure 2: MIC of Erythromycin alone and in as-
soclation with the standard vitamins against the
strain S. aureus RN4220, expressing the efflux
system TetK. One Way ANOVA, followed by the
test Tukey. *p < 0,0001 vs Erythromycin; ns -
not significant
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Figure 3: MIC of Norfloxacin alone and in asso-
ciation with the standard vitamins against the
strain S. aureus 1199B, expressing the efflux
system TetK. One Way ANOVA, followed by the
test Tukey. ns - not significant
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Figure 4: MIC of Norfloxacin alone and in asso-
ciation with the standard vitamins against the
strain S. aureus 11998 wild, expressing the ef-
flux system TetK. One Way ANOVA, followed by
the test Tukey. *p < 0,0001 vs Norfloxacin; ™'p <
0.0001 vs Norfloxacin.

The association of anubioties with lipo-
soluble vitamins 1s an mterestmg alternative
to enhance the antimicrobial efficacy of
these drugs. because these vitamins are
commonly present in the human feed and
present no significant toxicity when used at
low concentrations (DiPalma and Ritclue.
1977). Tlus 1s the fust study demonstrating
the effect of cholecalciferol and alpha-
tocopherol as inhibitors of antibiotic eftlux
systems. Andrade et al. (2014) were the first
researchers to demonstrate the antibiotic
modulatory activity against aminoglycosides
using a multidmug resistant (MDR) stramn of
Staphylococcns aureus, although several re-
ports previously demonstrated the antibiotic
modulator effect of many non-polar com-
pounds against MDR strains.

Falcao-Silva et al. (2009) demonstrated
that the amphipathic kaempferol glycoside
tiliroside increased the action antibiotics by
reducing the concentration needed to mhibit
the growth of the RN4220 and IS-58 strains.
One of the factors that might be associated to
this mlibition 1s the lipophilicity of the fla-
von moiety of tiliroside. Lipophilicity 1s a
common feature of several efflux pump m-
lubitors (EPIs). and tlhis feature, as pointed
out by Gibbons (2004), 1s probably m-
portant for EPIs solubility in the bacterial
membrane and binding to the efflux pump or
efflux pump substrates. Thus. the lipoplulici-
tv of a given compound may be determimant
on inlubitmg the efflux pump m Gram-
positive multi-resistant bacteria (Stavri et al..
2007). Accordingly. several reports have
demonstrated that hpophilic compounds act
as mhibitors of drug efflux pumps in cancer
cells (Werle, 2008). Fmally. other amphi-
pathic compounds such as piperidine alka-
loids (Gibbons, 2005). acylated oligosaccha-
ndes from the onzabin series (Pereda-
Miranda et al.. 2006) and from the muru-
coidin series. stoloniferin I (Cheéngo et al.,
2008) and the phenolic diterpene totarol
(Smuth et al.. 2007) have been reported as
EPIs against the SA-1199B strain. However,
other factors. including special structural fea-
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tures may be crucial for the action of drugs
on efflux pump mhibition.

In fact. the hpophilicity of some sub-
stances, mcluding alpha-tocopherol and cho-
lecalciferol can alter the structure of the bac-
tenial lipoprotein membrane, resulting on
damage to components thar are essential for
the membrane ntegrity, and therefore, efflux
pumps and other membrane transporters may
be significantly affected by these substances
(Gibbons, 2004). The membrane potential
can also be affected leading to loss of ions,
cytochrome C. proteins and radicals and fi-
nally. collapse of proton pumps system and
decrease i the mtracellular ATP (Sikkema
et al.. 1994: Hirayama et al.. 2006).

Although the studies demonstrating the
effect of the combination of antibiotics whit
cholecalciferol remaimn to be developed, a re-
cent study demonstrated the effect of this
substance as a modulator of the inflammato-
ry response on bovine mammary epithelial
cells (Alva-Munllo et al., 2014). Interesting-
ly, prior to the development of the antibiot-
ics, sunlight (a source of vitanun D), cod Liv-
er oil, and pharmacologic doses of liposolu-
ble vitamiun D were used to treat tuberculosis
(Martimeau et al.. 2007). This type of treat-
ment fell out of favor following the creation
of effective antibiotic therapy. However, the
mterest in using pharmacologic doses of vit-
amin D mcreased recently in view of the
finding that this vitanun can stunulate innate
unmune responses to combat several patho-
genic infections in vifre. Thus, vitamm D
can act as an "antibiotic”, m part, by induc-
g the transcription of human antunicrobial
peptide genes (Liu et al., 2006: Gombart et
al.. 2005: Zasloff. 2006). By this way. the
potential use of cholecalciferol m association
with antibiotics can represent an important
weapon in the war against the MDR bactena.

CONCLUSION

Cholecalciferal and  alpha-tocopherol
presented different patterns of antibiotic
modulatory activity. Cholecalciferol present-
ed a significant modulatory effect on the tet-
racyeline activity agamst the IS-38 S. aureus

stramn. indicating that this vitamin enhanced
the antibiotic activity by affecting the bacte-
nal of efflux systems. Together. our data
suggest that the vitamuns act through specific
mechanisms that are dependent on the bacte-
rial stramn and the vitamin molecular struc-
ture and therefore. cholecaleiferol can be
used in the development of new drugs to
treat infections caused by S. aureus resistant
straimns.
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The aim of this study is to evaluate the effect of ergosterol on sterods and cholesterol efffux pumps in
multidrug resistant strains of S, aureus, Were used RN4220 harboring plasmid pULS054. which carnes
the gene encoding the MsrA macrolide efflux protein; and 15-58, which possesses the TetK tetracycline
efflux protein; 11998 nesists hydrophilic fluoroguinolones via a NorA-mediated mechanism and wild
strain 11998, The Mmimal Inhabitory Concentration ( MIC) was determined and the evaluation of passible
inhibition of efflux pumps by reduction of MIC, Some of the detrimental effects on bacterial cells can be
attributed to the detergent properties ol chob ol and erg | on account of their amphipathic

S‘:Wmm pa— structure. Besides the cholesterol did not affect directly the pump structure, a synergism was observed,
maybe due the interaction with the cedl membrane and interference in the lipid bilayer,

Ergosterol © 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Efflux pamps

1. Introduction and reduced intracellular drug concentrations via reduced outer

The appearance of multidrug-resistant (MDR] microorganisins
15 a significant problem for the public health, as it is often assoa-
ated wath prolonged, hospitabization and increased mortality in
many countries | 1,25 Moreover, several microorganisms have the
capacity to resist the action of antiseptics. antibiotics and disin-
fectants makes environmental eradication extremedy challenging.
The Staphylococcus aureus 1 microorganism associated the o wide
of community and hospital infections, including bacteremia. skin,
pneumonia, bone and joint infections and endocarditis {11 The
emergence of S aqurews strains resistant 1o a wide distribution of
antibiotics 5 a huge worldwade concern in the public health.

The mechanisms of bacterial resistance. while not all common
ta all of antiblotic. they act on three modes: target mutation;
destruction or overproduction enzyme-catalyzed drug inactivation
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Ciénclas Biologicss e da Sadde — CCBS, Degartamento de Quimica Bioldgica — DOB,
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular — LMBM. Av. Cel. Antomio Luiz,
1161, Pementa, Crato, CEP:63105 000, CE. Brazil.
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0882-40%) © 2017 Elseveer Lrd. Al rights reserved.

membrane permeability. impaired uptake or energy-dependent
efflux pumps J4.51

With the aim of limnit the intracellular concentration of noxious
substances, bactena can reduce entry of toxic compound by
developing a barner of low permeability, The decrease of the
intracellular concentration of an antibiotic i$ due to its extrusion
outsice the cell via an energy dependent process called active efflux
|6]. mediated by protein-mediated ol efflux pumps. Such pumps
are proteins localized in the cytoplasmic membrane of all kind of
cells, both cukaryotes as prokaryotes | 71, In cukaryotes they also act
removing noxious substances |7]. The offlux pumps operate by
limiting the intracelular concentration of antibiotics and have been
described in both Gram-positive as well as Gram- negative bacteria.
Since the first discovery of the involvement of efflux pumps in
determuning the bacterial resistance for the tetracydine antibiotic,
1t has discovered, numerous cases show role the of efflux pumps in
extruding each class of antibiotics |89,

It has been suggested the involvement of MDR efflux pumps in
caused virulence by S aurews and others microorganisms [10,11].
But the problem main caused by the MDR efflux pumps, is that they
can handle & wide variety of strocturally unrelated compounds | 12].
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They act two ways: (1) primary transporters which hydrolyze ATP
as a source of energy; they are also catled ATP-binding cassette
(ABC) transportess and, {2) secondary transporters which utilize
the proton (or sodium| gradient as a source of energy.

The efflux pump inhibitors (EPIs), are substances characterized
per decrease the intrinsic resistance of bacteria to antiblotics, and
reverse acguired resistance. Also can act even in highly resistant
strains with multiple target muotations, Unfortunately, their clinical
application became difficult due to the stability, bioavailability and
toxicity of these molecules [ 13].

The cytoplasmic membrane of bactena does not  possess
cholesterol or ergosterol. The ergosterol s a derivative of choles-
terol and 15 the lipid component of the membeane in fungl. They
were both studied because they are complex substances of the
sterold lipid type [14,15]1 where they can affect the mosake fluid
nature of the bacterial membrane, moedifying its fluidity. The sterol,
at the same time, modulates physical properties of the membrames
such as membrane fluidity, lateral phase segregation, and the
propensity to adopt non-bilayer structures such as the inverted
hexagonal phase |16). So, the aim of this work was evaluate the
effect of the ergosterol and cholesterol against eflux pumps in
multidrug resistant strains (MDR) of S. aureus.

2. Material and methods
2,1. Bacterial strains

The strains of S, aureus were used: RN4220 harboring plasrmd
pUL5054, which carnies the gene encoding the MsrA macrolide
efflux protein; and 15-58, which possesses the TetK tetracycline
efflux protein; 11998 resists hydrophilic fluoroquinolones via a
NorA-mediated mechanism and wild strain 11998, The strains,
kindly provided by Prof. S, Gibbons {(University of London), were
maintained on blood agar base (Laboratorkos Dilco Lida, Brazil)
slants and, prior o use, the cells were grown ovemight at 37 °Cin
Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco).

22. Drugs

The antiblotics were dissolved in dimethyl sulfoxsde (DMSO)
and after sterile water (concentration of 1024 pg/mL) Erythro-
mycin, Norfloxacin and tetracycline were used antibiotics. Choles-
terol and ergosterol were obtained from Sigma Chemical Co. St
Louis, USA {(Fig. 1A and B). Stock solutions were prepared in 1 mLol
DMSO in a concentration of 200 mg/ml, after which they were
diluted to 1024 pg/ml in distilled water,

2.3. Antibacterial activity test by Minimal Inhibitory Concentration
(MIC)

The MIC of cholesterol and ergosterol was determined in a
microdilution assay. The microorganisms were previously culf
vated in Heart Infusion Agar (HIA) for 24 h at 37 °C. An inoculurm of
100 L of each suspended bactenal in saline solution 0.5 McFarland,
was added in 900 uL of brain heart infusion (BHI) in ¢ppendorfs,
After were transferred to 96-well microtiter plates and senal di-
lutions of each substance were realized with concentrations
ranging (rom 0.5 10 512 pg/mL{1:1), with 100 L of substances, The
plates were (ncubated at 37 °C for 24 h, and bacrerial growth was
assessed by the use of resazurin, The MIC was defined as the lowest
concentration in which no growth can be observed, according to
117]. Antibacterial assays were performed in triplicate and results
were expressed as average of replicates,

A)
N
8
Cholesternl
B)
Hg. 1. of ergosterol and

24. Evaluation of possible inhibition of efffux pumps by reduction
of MIC

To observe whether the cholesterol and ergosterol would alter
the inhibition of effiux pump, was used the capacity of decrease the
MIC of antibiotics. The microorganisms ware previously cultivated
in Heart Infusion Agar (HIA) for 24 h at 37 “C The inhibition of
efflux pump was tested using a sub-inhibitory concentration of
cholesterol and ergosterol (MIC/8), A solution of 150 pl of each
suspended bacterial inoculum in saline solution, corresponding to
0.5 of the McFRarland scale, were added to eppendorfs together with
1350 ul of brain heart infusion (BHI) as a control. After were
transferred to 96-well microtiter plates and 100 ul of antimicrobial
drug senial dilutions were realized (1:1) The plates were incubated
at 37 °C for 24 h, and bacterial growth was assessed by the use of
resazurin. MIC was defined with concentrations antibiotics. Were
realized the controls, using the MIC of anubiotics. Antibactenial
assays were performed in triplicate and results were expressed as
average of replicates,

25, Statistical analysis of microbiological results

The results of the tests were done in triplicate and expressed as
geometric mean. Statistical analysis was applied to two-way
ANOVA followed by Bonfertoni posttests using GraphPad Prism
5.0 software.

3. Results and discussion

The deletion of action of efflux pump in the bactera has been
responsible by increase the susceptibility of these bacteria o many
antibtotics. Several data shows that efflux pumps are involved in
determining the resistance phenotype of & pathogen and therefore
pose a major threat for the effective treatment of many Gram-
negative, Gram-positive and opportunistic pathogens. It leads to
the need 1o development of inhibitors for these pumps that would
circumvent the transport of substances to produce successful
reatment regimens with antibsotics | 18], Several efforts have been
directed at identification and production of EPIs from natural
sources, present in secondary metabolites of plants. The association
of ¢fMlux pump inhibitors with antibiotics can produce synergic
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effects, redocing the MICs of the antibsotics and reversing the
bacterial resistant phenotype |19,

According Figs. 74, a synergism was observed only in the wild
type strain, that have not efffux system, These results indicate that
the steroids interacted with the bacterial cell membrane and
enhanced the penmeability to the antibiotic. Against the other
strains with efflux pumps, only antagonistic effects were observed.,
These effects are due interactions between the steroids and the
antibiotics, chelating the last ones and avoiding the influx to inside
the bacterial cell {see Fig. 5).

The work Andrade et al, (2014) | 20] demonstrated the modifier-
antibiotic activity of cholesterol and ergosterol against MDR strains
of Staphylococcus aurens when associated with aminoglycosides,
Cholesterol and ergosterol are important components of biological
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membranes of eukarya, but absent in the bacteral cell membrane,
They are responsible for mamtaining the permeability of mem
branes, The cell can control its Aluidity through the regulation of
cholesterol levels or degree of saturation of the hydrocarbon chains
of phospholipids |211

Some of the detrimental effecrs on bacterial cells can be
attribuged to the detergent propertes of cholesterol and ergosterol
on account of their amphipathic structure. This allows them to
interact with the cell membrane to create transient or permanent
pores of vanable size. The amphipathic lipids can afiect both pro-
duction of energy caused by interference with the elecaron trans-
port chain as the disruption of oxidative phosphorylation |22,

Besides the existence of few studies about the effect of cholkes-
terol against the bacterial cell membrane and about the bactesial
efflux pumps, there are many evidences about the mhibition of
efflux pumps on cancer cells. In this study show that, the binding
affinity of Pgp for ATP and some drugs was altered by the presence
of cholesterol. Cholesterol also reduced the affinity of some drugs
for binding to Pgp, which is in accordance with its effect on their
membrane partiioning. however for other drugs there was little
effect of cholesterol on binding [ 23], However, about the ergosterod
there is none reports about these bactenal effects, with exception
to the work of [20]. The effect of the cholesterol affecting the
fluidity and permeability of cell membranes is knowmn This effect is
concentrations and temperature dependent |24],
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Fig. 2. Eftect of Cholesterod and ergnsterol assoclated with setracycling against s S
s 15:58. One Way ANOVA, follawed by the test Tukey, *“'p < 00001 s Tetracycline:
™ < 00001 v Tetracydine,
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Fig. 3. Effect of Chedesteral and ergosterol assocated with setracycling against strain §
sares RNA220. One Way ANOVA. followed by e test Tukey, *p < 00001 vs Eryth-
ramyen: *p < L0001 ¥s Erythromycin

4. Conclusion

Besides the cholesterol and ergosterol have not affected the
efflux pumps, in the wild type strain a synergism was observed
posstbly due the membrane alterations. However, the results can
be the start point to the usage of the steroids in new drug for-
mulations in association with antibiotics, Besides the high va-
riety of resistance mechanisms, the discovery of substances with
the capacity to inhibit them is very important. Due this fact, new
inhibitors of efflux pumps are promsing compounds.
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Fig. 4. Efect of Chodesterol and ergosterol assocated with wrracylios againe Srain 5
ey 17998, One Way ANOVA, followed by the test Tukey.

Geometric mean of MIC (ug'mL)

89



s SR Tinting ¢ ol / Microdiol Pathegenesis 34 (2017) 133-1%6

SA - 11998 wild

g

wi/b4

8

Geometric mean of MIC (pg/ml.)
5
i

s
v

Fig 5 Effectof Oy wated with te od gt strain §
osres 129598 wild. omwmmmwmeumm *p <0000 v Nor-
Roxacin: ™p < 00001 ve Norflaxacin,

Conflict of interest
None conflict of interest to dischose.
Acknowledgements

SRT, COMOT, FFC and MSC performed the experiments with the
microorganisms: RPC, RLSP, JCA and EOS constructed the graphs
and the chemical structures; JPS-Jr. HOMC and VOB designed the
experiment, performed the statiscla analysis and wrote the
manuscnpt.

(1] LT Paubsen, 8O Hrown, 52 Dunstan, A Skurray, Molecolar characterization
of the stapbyloceccal insdtidruy redistance export protein Qacd, . Racteniod
177 {1945) 2827 - 2833,

12] HW, Boucher, GH. Talbot, 35 Bradley. J4&. Edwards 0. Gilbert, LI Moo
J Bardert, Bad bugs no drugs: no ESKARE! an update from the indectious
disesses sodkety of Amernica, Clin. Infec [he 48 (2009) 1-13,

3] RM Klevers. MA Morrisan, | Nadle. 5 Petit, K Genhman & Ray, AS Crag

fovagive methiollo cesistant Stapiococur auress (ndecsions in the Unicsd
Seates, [AMA 298 (2007) (2007) 1763~ 1771,

[4) X. Mnole, Mechasisms of bacterial Bcide and antileatic resitance, J. Appé
Micmbiol (92{Sappl) (2002) 55464

I5] AD Russe® Do hiodides sefect for antiiofic redsasce? | Pharm. Marmacol
52 42) 2000} 22711,

(6] X-Z L, H, Nikaido. Eflux

lhated cng e m bactena, Drugy 64

71 ATV, Bumieke. ¥ Clupezymsid, I* MWésiat, JC Pechere. 'MW Tulkens, Annl
Dol efllien puanps iy Peokaryona cells) oCounence, SRt DN Fesisance and
sraogies for the Mutuee of antsdorndial therapy, |, Antimiooots. Chersother. 51
(J003) 10551005

18] L} Madock, Clinlcally refevamt chroemosomally encoded mudeidrug resstanco
efffax pumgs in Dacteria Clin, Macrobsol. ey, 19 | 2000 182400,

19) L) Modock. Moltdnog-resetance «ffux pumps 00t just S resitance. Nat.
Kev. Mucrodiol. 4 (2006) 6296356

[10] NP Kok, P Mahagan, & Mahia, A Katgorra, |2, Sharma, $. Koul, LA Khan,
Capsaiom, 2 novel inkindtor of the NotA efffux pamp, reduces the imraceliular
myaswn of Sophylococaes ourews, | Antimicub, Chemenher 67 (2002)
24012400

|¥8] Y. Ding, ¥. Onodera, | Lee, DL Hooper, NorS, an efffux pump in Stpbyfo
oot awens straln MW, contoibites 10 Bacterial Bmess in arcrises,
J Hacteriad, 190 (J006) 7123-T12%

112] MA Webber. LIV, Aadock, The maortance of efflux pomps in hactenial
tibinne regstance, | Anginienod, Chemother. 51 (2007) 911

[13] M. Venter. i Mowle. T. Obene-Agyel. 5. Ma, KND-type dnag efilux pumgn Som
Gram-negative bactena molecular mechanssm and inhibiton. Fromt. Micbi
(2015] 6,

[34] AR Sntos, MF Carvalba, Somembranas, o0 MEE Carvalhn, SM. Becoo
mentel (Eds. ) A Celule 2001, 62 Maoole, larveri, Branil 2001,

|85]) C Lloguerclodeite, . Gropoto, ER Oveschlersartor, NP Fguelredo,
05 Godinha, KL Abrio, A partculacidade de s&v um fungn — L Conyttmintes
clulares. Blotemas 19 (2006) 17-27,

|36] PL. Yeagle, Chobestetol and the of membrane, Bochin Sophys Acta 822
11985 267287,

[97] CLS1 ~ Chinkcal and Laboritory fi ce Sandards of
Amtimiootesl Gish Susceptibility Test: Ninth hluunamul sSapplamet,
NCCLS Documwent MIOO-549. Natlonal Comnutine foe Clinical Laboentory
Sandads, Wayne, W, 2008, pp. 120--126.

18] K Bhardwa), Ashima, I' Modusty, Brcterkal efflux pumgs Iivolved in msdt
drug resistance and thelr inhibrtors: rejuvinatung the anttmicobia chemo
thesapy. Hec Pat, Antyindec. Drug Discory 71 (2012) 7389,

119] VA Facao-Sdva, DA Silva, MOFY, Souzs, | 1. Skjuesa-Junior, Modulation of
drug resistance In Stopfiydeconss sumes by a ksemplerol glyonside fmm
Herforanoks riubae (Malvaceae ), Migto. Besear 73 (2009) 1367 1370,

130] JC Andrade, MFE Morats-Bragd, GM. Cuedes, 52 Tinting, MA. Freitas,
LR Menezes, HD. Coutinbo. Enhancement of the antibjotic activity of am)
noghyeasides by alpha-tocopherol and other ctolesteral desivaces Hiamnd
Mhanmacother 68 { 2014) 10651008,

121 F Frezand, DA Schettmi Liposomer: propriedades fisico-quinmcs ¢ farm-
acobdgicas, aplicagoes na Quimicterapia 4 base de antimoaln, Quim Nova 20
12005) 1§18

122] AP. Dedbom. V J. Sruth, Antibacsenal free Gaety acsds: activibes, mechaso o of
action and blotechootogical potertial Appl Microb. otech 85 (2010)
1629~ 142

1233) PO, Ecvdond, F). Sharam, itetacoon of the P-Clycoprotein mauttiding efux
purmp with cholesterol: effects on ATRee actaty, drug tanding and trans
porty, Bechemmivry 47 {51) (2000 ) 136851 2608,

|24] D5 Pagshadjopoulos, Nir, S Obki, Permeatnlity properties of phosptnbpet
mambrases offect of doletterul and tomperature, Blockim, Biophys. Acta
|BAA-Bomeniranes (1972) 561583,

90



91

4.5 ARTIGO 5: VITAMIN K ENHANCES THE EFFECT OF ANTIBIOTICS INHIBITING
THE EFFLUX PUMPS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS. PUBLICADO
(MEDICINAL CHEMISTRY RESEARCH) FATOR DE IMPACTO 12 B2
BIOTECNOLOGIA



Med Chem Res (2018) 27261-267
DO 1010075004 -017-206 3-y

MEDICINAL
CHEMISTRY CrossMark

Vitamin K enhances the effect of antibiotics inhibiting the efflux
pumps of Staphylococcus aureus strains

Saulo R. Tintine' - Cicera D. M. Oliveira-Tintine® - Fibia F. Campina’ -
Paulo Weslley Limaverde! « Pedro S. Pereira® « José P, Siqueira-Junior” «
Henrique D. M. Coutinho' + Lucindo J. Quintans-Janior* - Teresinha G. da Silva® -

Teresa C. Leal-Balbino™ + Valdir Q. Balbine®

Recetved: 13 Apnl 2017 / Accepted: 2 September 2017 / Published online: 14 Sepeember 2017

© Springer Science 4 Business Media, LLC 2017

Abstract The straun Staphviococens awreus is commonly
cited us being a major hospital-acquired pathogen. The
emergence of S awrens strains resistant o o wide dis-
rbution of antibiotics. The various antibiotic resistance
mechanisms include efflux pumps, are ubiguitous proteins
localized in the cytoplasmic membrane of all kind of cells,
During the last two decades, numerous structurully diverse
compounds have been studied and shown o have efflux-
inhibitory activity, These include currently available drugs
employed for other indications, as well as natural and
synthetic molecules. Menadione (vitamin K3), is a fat-
soluble vitamin that has long been recognized for its
essential role in coagulation and, more recently, has been
proposed as a key nutrient in the regulation of soft tissue
calcification. Therefore, the aim of this swdy is 10 evaluate
the effect of menadione efflux pumps in multidrug resistint
struins of S.awrens, Were used RN4220 harboring plasmid
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pULS054, which carries the gene encoding the MsrA
macrolide efflux protein; and 1S-58, which possesses the
TelK tetracycline efflux protein; 11998 resists hydrophilic
fluoroguinolones via a NorA-mediated mechanism and wild
strain 11998, Antibacterial activity test by minimal inhibi-
tory concentration (MIC). Evaluation of possible mhibition
of efflux pumps by reduction of MIC of cthidium bromide
{E(Br) and antibtotics due the possible inhibitory effect of
these substances. Efforts have been directed at identification
of EPIs from natural sources. Some of the detrimental
effects on bacterial cells can be atributed 10 the detergent
properties of menudione on account of their amphipathic
structure. Was observed what in strain 4220 and 1S58 it
occurred reduction the MIC, indicating possible effect on
efflux pump.

Keywords Liposoluble compounds + Efflux pumps *
Menadione * Staphylococcus aureus

Introduction

The strain Staphviococcus aureus (S.aurens) is commonly
cited s being o major hospital-sequired pathogen (Perl
1999), Strins of this species that are resistant to b-lactams,
notably methicillin-resistant S. aureus have been described
from clinical sources for over 40 years (Dos Santos ¢f al.
2007). The emergence of 5. aureus strains resistant to a
wide distnibution of antibiotics, including aminoglycosides,
macrolides,  lincosamides,  fluoroquinolones,  chlor-
amphenicol, sulfonamides, streptomycin, and tetracycline,
has become a pandemic problem owing o limited ther-
apeatic options available (Schito 2006). The ability of these
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organisms 1o resist the action of antiseptics and disinfectants
makes environmental emdication extremely challenging,
The ability of this Gram-positive organism (0 acquire
resistance to practically all useful antibiotics is cause for
great concem.

In the past century, the discovery of antibiotics has been
one of the most influential and impressive achievements in
science. However, the widespread use of antibiotics created
selective pressure for the emergence of strains that would
persist despite antibiotic foxicity. Indeed. bacterial drug
resistance is an increasing problem in the clinic (Fluman
and Bibi 2009}, The various antibiotic resistance mechan-
isms include aleration/modification of the target site,
degradation of the antibiotic molecule and reduction of
effective intracellular antibiotic concentration as a result of
decreased permeability and energy-dependent (or active)
efflux (Kumar and Schweizer 2005),

A decrease of the intracellular concentration of an anti-
biotic can also be due 1o its extrusion outside the cell via an
energy dependant process called active efflux (Van Bam-
beke et al. 2003a, b), mediated by efflux pumps. Such
pumps are ubiguitous proteins localized in the cytoplasmic
membrane of all kind of cells, from bacteria to eukaryotes
(Van Bambeke et al. 20034, b Webber and Piddock 2003).
Bacterial efflux systems are responsible for the secretion of
toxins or antibiotics produced by the cell itself. efflux of
toxic compounds encountered in the bacterial environment
such as antibiotics, These systems can confer resistance 1o a
given drug or class of drugs: they are specific drug resis-
tance transporters. But the main problem is caused by the
so-called multi drug resistant (MDR) efflux pumps that can
handle a wide variety of structurally unrelated compounds
(Van Bambeke et al. 2003a, b), Most families of antibiotics
are subject 1o resistance by efflux, with the exception of
glycopeptides (Webber and Piddock 2003), MDR efflux
pumps have also been suggested 10 be involved in §. aureus
virulence {Van Bambeke et al. 2000; Kalia et al. 2012). In
these instances, strains expressing an MDR efflux pump had
improved fitness and survival in murine abscess models or
enhanced invasiveness of macrophages,

In the prokaryotic Kingdom there are five major families
of efflux transporter: major facilitator, multidrug and toxic
efflux, resistance-nodulation-division, small  multidrug
resistance, and ATP binding cassette. All these systems
utilize the proton motive force as an energy source, (Ding
et al. 2008) apart from the ABC family, which utilizes ATP
hydrolysis to drve the export of substrates. Recent advan-
ces in DNA technology and the advent of the genomic era
have led to the identification of numerous new members of
the above families, and the ubiquitous nature of efflux
pumps is remarkable. Analysis of various available bactenal
genome sequences has shown that known and putative drug
efflux transporters constitwte from 6 to 18% of all

@ Springer

transporters found in any given bacterial cell (Paulsen et al,
1996).

During the last two decades, numerous structurally
diverse compounds have been studied and shown to have
efflux-inhibitory activity, including phenylalanyl arginyl-fi-
naphthylamide, verapamil, phenothiazines (for example:
thioridazine, chlorpromazine). These include currently
available drugs employed for other indications, as well as
natural and synthetic molecules (Stavri et al. 2007).

Menadione (vitamin K3), a naturally occurring metabo-
lite of vitamin K, is also a synthetic form of vitamin K
added to animal feed. Menadione (vitamin K3), is a fat-
soluble vitamin that has long been recognized for its
essential role in coagulation and, more recently, has been
proposed as a key nutrient in the regulation of soft tissue
calcification. Vitamin K is considered safe at the recom-
mended adequate intake dosages discussed. There is no
tolerable upper limit set because there are no known cases
of toxicity with vitumin K. Vitamin K deficiency bleeding is
a significant public health issue that is of concem in healthy
appearing neonates (Truong and Booth 2011).

By this fact, the mandione can be a possible alternative to
inhibit one of the most important bacterial mechanisms of
resistance against antibiotics, the efflux pumps, So, the aim
of this study was evaluate the inhibition of efflux pumps
using microdilution assay by the association between
menadione and antibiotics in MDR S, aurens strains and
comparing this effect with the substrate ethidium bromide
(EtBr),

Materials and methods
Bacterial strains

The strains of S. aureus were used: RN4220 harboring
plasmid pULS054, which carries the gene encoding the
MsrA macrolide efflux protein: and IS-58, which possesses
the TetK tetracycline efflux protein; 11998 resists hydro-
philic fluoroguinolones vin o NorA-medisted mechanism
and wild strain 1199, The struns, Kindly provided by Prof.
S. Gibbons (University of London), were mamtained on
blood agar base (Laboratorios Difco Lida., Brazil) slants
and, prior to use, the cells were grown overnight at 37 “C in
Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco).

Drugs

The antibiotics were dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO) and after sterile water (concentration of 1024 pg/
mL). Erythromycin, Norfloxacin and tetracycline were used
antibiotics, Menadione was obtained from Sigma Chemical
Co.. St. Louis, USA. Stock solutions were prepared in 2 ml
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Table 1 Antibacterial activity test by MIC of vitamin menadione in
strain with pump efflux expression in pgfml

Struin Control DMSO Menadione
Result of CIM RN4A220 128 64
Result of CIM IS-58 128 64
Result of CIM 11998 128 64
Result of CIM 1199 128 Hd

of DMSO/ Tween 80 at a concentration of 200 mg/ml, after
which they were diluted to 1024 pg/mL in distilled water.
Was performed the control with DMSO. Ethidium bromide
was obtained from Sigma Aldrich Co. Ltd. and dissolved in
sterile water (concentration of 1024 pg/ml.).

Antibacterial activity test by minimum inhibitory
concentration (MIC)

The minimum inhibitory concentration (MIC) of mena-
dione, were determined in a microdilution assay utilizing
100 pL of each suspended bacterial inoculum in saline
solution, corresponding to 0.5 of the McFarand scale, fol-
lowed by addition of %00 pL. of brain heart infusion (BHI) in
eppendors, These were then transferred to 96-well micro-
titer plates and serial dilutions of ecach substance were
performed with concentrations ranging from 0.5 to 512 pg/
mL (1:1). The plates were incubated at 37 °C for 24 h, and
bactenal growth was assessed by the use of resazurin. The
MIC was defined as the lowest concentration in which no
growth can be observed, according to (CLSI 2008). The
antibacterial assays were performed in triplicates and results
were expressed as an average of replicates.

Evaluation of efflux pump inhibition by MIC reduction

To observe whether menadione would alter the inhibition of
efflux pumps, was performed a comparative study between
the capacity to decrease the MIC of EtBr and antibiotics,
thus assessing the capacity of both in decreasing the MIC,

Efflux pump inhibition was tested using a sub-inhibitory
concentration of menadione (MIC/S), A 100 pL sample of a
solution containing inoculum, was suspended in saline
solution equivalent to 0.5 of the McFarland scale, and was
added to BHI in eppendorfs. After wards, these were
transferred o 96-well microtiter plates and 100 pL of anti-
microbial drug and EtBr senal dilutions were performed
(1:1). The plates were incubated at 37 °C for 24 h, and
bacterial growth was assessed by the use of Resazurin. The
MIC was defined with antibiotic and EiBr concentrations
ranging between 0.5 to 512pg/ml. Controls were per-
formed wsing the MIC of antibiotics and EtBr alone.
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Fig. 1 MIC of Tetacycline alone and in association with the standard
vitumins against the strain S, aureus 1S-58, expressing the efflux
system TetK. One Way ANOVA, followed by the test Tukey, ns not
significant

Antibacterial assays were performed in triplicate and results
were expressed as an average of replicates.

Results and discussion

The menadione demonstrated a MIC = 64 pg/mL against
RN4220, IS-38 1199B and 1199 being considered a clini-
cally relevant antibacterial activity (Table 1). When the
antibiotics and EtBr, were assayed in association with the
menadione in sub-inhibitory concentrations (MIC/8), all of
them reduced the MIC (Figs, 1-8), indicating an inhibition
of the mechanism of resistance to the antibiotic (the efflux
pumps). Only when the menadione was associated with the
antibiotic against the wild type strain, an antagonistic effect
was detected by a reduction of the MIC.

Maodifier of antibiotic activity, by reduction of MIC, is a
term used for substances that modulate or even reverse
bacterial resistance 1o certain antibiotics, where it can alter
the microbial susceptibility to antibiotics by inhibition of
efflux pumps (Costa et al. 2008). A MIC reduction 23
dillutions when combined with the inhibitor is indicative of
the resistance mechanism of efflax pump (Davies and
Wright 1997). The usage of EiBr as a substrate for the
efffux pumps is well described in the literature and as
demonstrated in this work (Patel et al. 2010), The MIC of
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Fig. 2 MIC of Erytromicin alone and in association with the stancdard
vitaming against the serain S aurens RNA220, expressing the efflux
systemn TetK. One Way ANOVA, followed by the test Tukey. od:
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Fig. 3 MIC of Norfloxacin alone and in sssociation with the standard
vitamins against the strain S, awens 11998, expressing the efflux
system TetK. One Way ANOVA, followed by the test Tukey. od:
p < 00001 vs, Norfloxacin

cthidium bromide demonstrated similar action to antibiotics,
indicating a similar inhibitory mechanism among them
against efflux pumps in the assayed strains.
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Fig. 4 MIC of Norfloxacin alone and in associution with the standard
vitwmins sgainst the strain S aureny 1199 wikl, expressing the cfflux
system TetK. One Way ANOVA, followed by the test Tukey, a3:
p <0001 vs. Norfloxacin
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Fig, 5 Effect of menadione on the activity of ethidium bromide (EtBn)
against the strain of Staphviococcus aurens 1S-58. The values repre-
sent the geometric mean + SEM. (Standard Error of the Mean)
anulyzed through the 7-Test. a4: p < 0.0001 vs. Control of EtBr

The use of lipossoluble vitamins in association with
antibiotics is an interesting alternative to enhance the anti-
biotic activity of these drugs due their usage in the human
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Fig. 6 Effect of menadione on the activity of EtBr against thestruin of
Staphviecoccuy aurens RNA220. The values represent the geometnic

mean + S EM, (stundard emor of the mean) analyzed through the 7-
Test. a3: p< 0,001 v&. Control of EtBr

Strain 11998
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Fig. 7 Effect of menachione on the activaty of EiBr against the stram of
Stapilococcus anrvws 1198, The values represent the geometnc
mean + S EM. (standard emor of the mean) analyzed through the 7-
Test. ad: p <0.0001 vs. Control of EtBr

feed with low toxicity when used in low concentration
(DiPalma and Ritchie 1977). Liposoluble compounds are
cited as modifiers of plasma membrane permeability in

Strain 1199

Geometric Mean of MIC (pg/mL)

Fig. 8 Effect of menadsone on the activity of EtBr against the strain of
Staphylococcus aurvus 1199 wild. The values represent the geometric
mean = S.EM. (standard error of the mean) analyzed through the 7-
Test. a2: p< 0.01 vs. Control of EtBr

bacteria (Pretto 2004; Nicolson et al. 1999). Thus, mena-
dione is compounds with your liposoluble nature can alter
the fluidity of the bacterial membrane, making it more
susceptible 1o penetration by various substances, particu-
larly antibiotics (Andrade et al. 2014),

Beyond that, lipophilic substances and menadione cause
disturbances in the bacterial membrane, resulting in damage
of the fundamental elements needed for membrane integnty,
such as reduced membrane potential and loss of ions,
cytochrome C, proteins and radicals, followed by the col-
lapse of the proton pump and ATP depletion (Sikkema et al.
1994; Turina et al. 2006; Hirayama et al. 2006). Lipophi-
licity is a common feature of several putative efflux pump
inhibitors, and this quality, as pointed out by Gibbons
(Gibbons 2004), is probably important for its solubility in
the bacterial membrane and binding to the efflux proteins,
or maybe binding to the pump substrates. This effect may
be due the fact of the efflux pumps are transmembrane
proteins, having its function associated with cell membrane
structure and fluidity (Collnot et al. 2007).

This is the first report about the effect of menadione
(vitamin K) against the bactenal efflux systems. In the study
performed by Andrade et al. (2014), was observed that
menadione enhances the antibiotic activity of drugs by cell
membrane permeabilization mechanism. In a similar form,
we have observed a MIC reduction when the antibiotic was
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associated with the menadione. However, previous studies
have demonstrated the effect of lipossoluble vitamins
against the cell membrane and against the efflux systems. In
this study was performed by Collnot et al (Collnot et al.
2007) which investigated TPGS interactions with P-gp in its
membrane environment. Alterations in membrane fluidity
by D-a-tocopheryl polyethylene glycol were observed via
clectron spin resonance spectroscopy. In the absence and
presence of P-gp substrates and ATPase activity was mea-
sured using an ATPase assay. This study demonstrated that
the interaction of this vilamin with the cell membrane
affected the cell membrane fluidity, modified the cell
membrane permeability and inhibited the efflux system
ATP-dependent in cancer cell lines,

Besides the efflux systems studied on this work be bac-
terial systems, the effect can be very similar the present in
eukaryotic and prokaryotic organisms. Other lipophylic
substances have been reported to affect bacterial efflux
systems by similar mechanisms. Lipophilic and Amphi-
pathic compounds have been reported as putative efflux
pump inhibitors aguinst strain SA-1199B, such as a piper-
idine alkaloid (Pereda-Miranda et al. 2006), acylued oli-
gosaccharides of the orizabin series (Gibbons 2005) of the
murucoidin senes and stoloniferin 1 (Chéngo et al. 2008)
and the phenolic diterpene totarol (Smith et al. 2007).

In this study, performed by Silva et al (Silva et al. 2009),
analyzed liposoluble compounds triterpenes and phenolic
isolated from the acrial parts of Herissantia tiubae against
RN4220 harboring plasmid pULS5054, which camies the
gene encoding the MsrA macrolide efflux protein: and IS-
58, which possesses the TetK tetracycline efflux protein.

Conclusion

Observed was with the menadione (vitumin k) enhanced the
antibiotic activity by the inhibition of the efflux systems,
This fact indicates that the menadione (vitamin k)
mechanism of action is specific, nccording the struin and the
menadione (vitamin k) molecular structure. In a general
manner, the vitamin interacted with the bactenal cell
membrane and affected the pump tertiary structure, as
observed in studies with other non-polar compounds.
However, new studies are necessary to elucidate what the
factors that it favors this interaction and how could oceur.
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5 CONCLUSOES

O 4cido tanico mostrou atividade clinicamente relevante, contras todas as cepas
testadas. Entretanto 0 mesmo se mostrou como um composto natural, com a capacidade
efetiva de reduzir diferentes sistemas de efluxo, igual ou melhor que inibidores
conhecidos de bomba de efluxo.

Acredita-se que os acidos tanicos podem ter sua acéo direta na proteina de efluxo, assim
inibindo sua atividade ou interferindo na expressdo génica através da interacdo com via
de sintese da bomba de efluxo.

As substancias esteroidais ergosterol e colesterol apresentaram comportamentos
semelhantes contra a maioria das cepas portadoras de efluxo, ndo reduzindo o efluxo
das mesmas, por ndo ocorrer reducdo da concentracdo inibitéria minima. O Unico efeito
sinérgico observado foi com a cepa selvagem, o que nao caracteriza a a¢do por reducéo
do efluxo. E em algumas cepas foram observados efeitos antagonicos.

Entre as vitaminas lipossoluveis o colicalciferol mostrou capaz de inibir o efluxo, contra
a cepa IS-58. A inibicao do efluxo ndo foi observada com alfa-tocoferol em nenhuma
cepa.

A menadiona, além de mostrar atividade clinicamente relevante frente as cepas testadas,
apresentou melhor resultado, de reducdo de efluxo, entre as vitaminas, mas
especificamente nas cepas RN4220 e 1199B. Isto poder ser reforgado pelo fato de que
na cepa selvagem, onde ndo ha bomba de efluxo a concentracgéo inibitéria minima foi
aumentada na presenca da menadiona.

Também é possivel que a inibicdo do efluxo observado com vitaminas lipossolaveis
seja responsavel por desestabilizacdo de membrana, sendo que esse efeito pode afetar a

funcionalidade da bomba de efluxo.



100

REFERENCIAS

AHMED, M. et al. A. A protein that activates expression of a multidrug efflux transporter upon
binding the transporter substrates. Journal of Biological Chemistry, 269, 28506-28513, 1994.

AKIYAMA, H. et al. Antibacterial action of several tannins against Staphylococcus aureus.
Journal of antimicrobial chemotherapy, 48, 487-491,2001.

ALBRECHT, C.; VITURRO, E. The ABCA subfamily — gene and protein structures, functions
and associated hereditary diseases. Pfligers Archiv-European Journal of Physiology, 453,
581-589, 2007.

ANDRADE, J. C. Avaliacdo in vitro do potencial modulador das vitaminas lipossolaveis
colecalciferol, alfatocoferol e menadiona. (Dissertagdo). Mestrado em Bipropeccao
Molecular. Universidade Regional do Cariri, 2013, 174f.

ARGENTA, J. S. Atividade in vitro, individual ou em combinacdo, de voriconazol,
itraconazol e tribinafina contra isolados brasileiros de Pythium insidiosum. Dissertacao
56f. Mestrado em Ciéncias Veterinarias. Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto
Alegre — RS.

ARMISTEAD, D. M. et al. Immunosuppressive compounds. US19945330993, 1994.

BALABAN, N. et al. Auto inducer of virulence as a target for vaccine and therapy against
Staphylococcus aureus. Science, 280, 438-40, 1998.

BAMBEKE, F. V.; PAGES, J. M.; LEE, V. J. Inhibitors of bacterial efflux pumps as adjuvants
in antibiotic treatments and diagnostic tools for detection of resistance by efflux. Recent
patents on anti-infective drug Discovery, 1, 157-75, 2006.

BARBEE, L. H. et al. In vitro synergy testing of novel antimicrobial combination therapies
against Neisseria gonorrhoeae. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 69, 1572-1578,
2014.

BARRAL, D. et al. Vitamina d: uma abordagem molecular. Pesquisa Brasileira em
Odontopediatria e Clinica Integrada, 7, 309-315, 2007.

BARRETT, E. J.; BARRETT, P. The parathyroid glands and vitamin D. In: BORON, F.;
BOULPAEP, E. Medical Physiology. Philadelphia, PA: Saunders, Elsevier Science; pp. 1086-
101, 2003.

BATISTA, E. C. S.; COSTA, A. G. V,; PINHEIRO-SANT’ANA, H. M. Adi¢ao da vitamina E
aos alimentos: implicacdes para os alimentos e para a saide humana. Revista de Nutricéo, 20,
525-535, 2007.

BAY, D. C.; ROMMENS, K. L.; TURNER, R. J. Small multidrug resistance proteins: a
multidrug transporter family that continues to grow. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Biomembranes, 1778,1814-1838, 2008.



101

BERG, G. A. Vitamina E: un tema siempre presente, nunca concluido. Revista Argentina de
Cardiologia, 78, 2010.

BERNARD, L. et al. Comparative analysis and validation of different assays for glycopeptide
susceptibility among methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains. Journal of
microbiological methods, 57, 231-239, 2004.

BHARDWAJ, K. A.; MOHANTY, P. Bacterial efflux pumps involved in multidrug resistance
and their inhibitors: rejuvinating the antimicrobial chemotherapy. Recent patents on anti-
infective drug discovery, 7, 73-89, 2012.

BINA, X. R. et al. Vibrio cholerae RND family efflux systems are required for antimicrobial
resistance, optimal virulence factor production, and colonization of the infant mouse small
intestine. Infection and immunity,76,3595-605,2008.

BISCHOFF, M.; DUNMAN, P.; KORMANEC, J. Microarray-based analysis of the analysis of
the Staphylococcus aureus 6B regulon. Journal of bacteriology, 186,4085-4099, 2004.

BLAIR, J. M. et al. Molecular mechanisms of antibiotic resistance. Nature Reviews
Microbiology, 13, 42-51, 2015.

BLAKE, K. L; O’NEILL, A. J. Transposon library screening for identification of genetic loci
participating in intrinsic susceptibility and acquired resistance to antistaphylococcal agents.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 68, 12-16, 2013.

BORNET, C. et al. Imipenem and expression of multidrug efflux pump in Enterobacter
aerogenes. Biochemical and biophysical research, 301, 985-990, 2003.

BOSSCHE, H. V.; ENGELEN, M.; ROCHETTE, F. Antifungal agents of use in animal health
— chemical, biochemical and pharmacological aspects. Journal of veterinary pharmacology
and therapeutics, 26, 25-29, 2003.

BOUKI, E. et al. Antioxidant and pro-oxidant challenge of tannic acid in mussel hemocytes
exposed to cadmium. Marine environmental research, 85, 13-20, 2013.

BRANDAO, P. A. et al. Acidos graxos e colesterol na alimentacdo humana. Agropecuaria
Técnica, 26,1, 2005.

BRAUNWALD, E. et al. Harrison Medicina Interna. 15. ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill
Interamericana do Brasil, 2002.

BRENWALD, N. P.; GILL, M. J.; WISE, R. The effect of reserpine, an inhibitor of multi-drug
efflux pumps, on the in vitro susceptibilities of fluoroquinolone-resistant strains of
Streptococcus pneumoniae to norfloxacin. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 40, 458-
460, 1997.

BUTAYE, P.; CLOECKAERT, A.; SCHWARZ, S. Mobile genes coding for efflux- mediated
antimicrobial resistance in Gram-positive and Gram-negative bacteria. International journal
of antimicrobial agents, 22,205-210, 2003.



102

CAMARGO, E. R. Avaliacédo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos, residuos
aquosos e das fracOes de acetato de etila de llex paraguariensis St. Hil. (Erva Mate).
(Dissertacdo). Mestrado em Ciéncias da Saude da Universidade Séo Francisco - Braganca
Paulista — SP, 2010, 87f.

CARVALHO, M. C.; BARGE, S. Suplementagdo com vitamina D em lactentes: que evidéncia?
Revista Portuguesa de Clinica Geral, 27, 302-309, 2011.

CASSETTARI, V. C.; STRABELLI, T.; MEDEIROS, E. A. S. Staphylococcus aureus
bacteremia: what is the impact of oxacillin resistance on mortality? The Brazilian Journal of
Infectious Diseases, 1,70-66, 2005.

CATANIA, A. S.; BARROS, C. R,; FERREIRA, S. R. G. Vitaminas e minerais com
propriedades antioxidantes e risco cardiometabdlico: controvérsias e perspectivas. Arquivos
Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, 53,5, 550-559, 2009.

CAVALCANTI, S. M. et al. Prevalence of Staphylococcus aureus introduced into intensive
care units of a university hospital. Brazilian Journal of Infectious Diseases, 9, 56-63, 2005.

CHAN, Y.Y.etal. Control of quorum sensing by a Burkholderia pseudomallei multidrug efflux
pump. Journal of bacteriology, 189, 4320-4324,2007.

CHEN, P. R. et al. An oxidation-sensing mechanism is used by the global regulator MgrA in
Staphylococcus aureus. Nature chemical biology, 2,591-595, 2006.

CHEN, Z. Q. et al. The essential vertebrate ABCEL protein interacts with eukaryotic initiation
factors. Journal of Biological Chemistry, 281, 74527457, 2006.

CHEUNG, A. L. et al. The SarA protein family of Staphylococcus aureus. The international
journal of biochemistry & cell biology, 40, 355-361, 2008.

CHOPRA, 1. Glycylcyclines: third-generation tetracycline antibiotics. Current opinion in
pharmacology, 1, 464-469, 2001.

. New developments in tetracycline antibiotics: glycylcyclines and tetracycline efflux
pump inhibitors. Drug Resistance Updates, 3, 119-125, 2002.

CHORILLI, M.; LEONARDI, G. R.; SALGADO, H. R. N. Radicais livres e antioxidantes:
conceitos fundamentais para aplicagdo em formulacGes farmacéuticas e cosméticas. Revista
Brasileira de Farmacia, 88, 3, 113-118, 2007.

CHUANCHUEN, R. et al. Cross-Resistance between Triclosan and Antibiotics in
Pseudomonas aeruginosa Is Mediated by Multidrug Efflux Pumps: Exposure of a Susceptible
Mutant Strain to Triclosan Selects nfxB Mutants Overexpressing MexCD-OprJ. Antimicrobial
agents and chemotherapy, 45,428-432, 2001.

CHUNG, K. T. et al. Growth inhibition of selected aquatic bacteria by tannic acid and related
compounds. Journal of Aquatic Animal Health, 7, 46-49, 1995.



103

CHUNG, K. T. et al. Growth inhibition of selected food-borne bacteria by tannic acid, propyl
gallate and related compounds. Letters in Applied Microbiology, 17, 29-32, 1993.

CHUNG, K. T. et al. Tannins and human health: a review. Critical reviews in food science
and nutrition,6,421-464, 1998.

COBAN, A. Y.; EKINCI, B.; DURUPINAR, B. A multidrug efflux pump inhibitor reduces
fluoroquinolone resistance in Pseudomonas aeruginosa isolates. Chemotherapy, 50, 22-6,
2004.

COSTA, L. M. Investigacdo de atividades bioldgicas das riparinas A, B, C, D, E e F:
Citotoxidade, atividade antioxidante e potencial antiesquistossoma. (Monografia). Curso de
Graduacdo em Farmécia Generalista. Universidade Federal do Piaui, 2013.

COSTA, T. R. et al. Secretion systems in Gram-negative bacteria: structural and mechanistic
insights. Nature reviews. Microbiology, 13, 6, 343, 2015.

DAMON, M. et al. Plylloquinone (vitamin K1) content of vegetables. Journal of Food
Composition and Analysis, 18,751-8, 2005.

DANTAS, A. T.; DUARTE, A. L. B. P.; MARQUES, C. D. L. A vitamina D na artrite
reumatoide e no IUpus eritematoso sistémico. Temas de Reumatologia Clinica, 10,52-59,
2000.

DIMENSTEIN, R. et al. Efeito da suplementagdo com vitamina E sobre a concentracéo de alfa-
tocoferol no colostro humano. Revista Panamericana de Salud Publica, 29, 2011.

DOLEJSKA, M. et al. Complete sequencing of an IncHI1 plasmid encoding the carbapenemase
NDM-1, the ArmA 16S RNA methylase and a resistance nodulation cell division/multidrug
efflux pump. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 68, 34-39, 2013.

DORES, S. M. C.; PAIVA, S. A. R.; CAMPANA, A. O. Vitamina K: metabolismo e nutric&o.
Revista de Nutric¢éo,14, 207-218, 2001.

ESPINOSA-URGEL, M.; SALIDO, A.; RAMOS, J. L. Genetic analysis of functions involved
in adhesion of Pseudomonas putida to seeds. Journal of bacteriology, 182, 2363-2369, 2000.

FATH, M. J.; KOLTER, R. ABC transporters: bacterial exporters, Microbiological reviews,
57,995- 1017, 1993.

FERREIRA, D. W. et al. Vitamin K contents of grains, cereals, fast-food breakfasts, and baked
goods. Journal of food science, 71, 66-70, 2006.

FLETCHER, J. I. et al. ABC transporters in cancer: more than just drug efflux pumps. Nature
Reviews Cancer, 10, 147-156, 2010.

FOURNIER, B.; ARAS, R.; HOOPER, D. C. Expression of the multidrug resistance transporter
NorA from Staphylococcus aureus is modified by a two-component regulatory system. Journal
of Bacteriology, 182, 664-671, 2000.



104

FOURNIER, B. et al. A mutation in the 5_untranslated region increases stability of norA
MRNA, encoding a multidrug resistance transporter of Staphylococcus aureus. Journal of
bacteriology, 183, 23672371, 2001.

FUNATOGAWA, K. et al. Antibacterial activity of hydrolyzable tannins derived form
medicinal plants against Helicobacter pylori. Microbiology and Immunology, 48, 251-261,2
004.

FYFE, C.; SUTCLIFFE, J. A.; GROSSMAN, T. H. Susceptibility of tetracyclines to Tet (A)
resistance is independent of interdomain loop sequence. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 57, 2430-2431, 2013.

GAJIWALA, K. S.; BURLEY, S. K. Winged helix proteins. Current opinion in structural
biology, 10, 110-116, 2000.

GALI, H. U.; PERCHELLET, E. M.; PERCHELLET, J. P. Inhibition of tumor promoter-
inducer ornithine decarboxylase activity by tannic acid and other polyphenols in mouse
epidermis in vivo. Cancer research, 51, 2820-2825,1991.

GERMAN, N.; KAATZ, G. W.; KERNS, R. J. Synthesis and evaluation of PSSRI-based
inhibitors of Staphylococcus aureus multidrug efflux pumps. Bioorganic & medicinal
chemistry letters, 18, 1368-1373, 2008.

GERMENDIA, L.; FAJARDO, A.; ALVAREZ-ORTEGA, C. Functional role of bacterial
multidrug efux pumps in microbial natural ecosystems. FEMS Microbiol Rev, 33, 430449,
2009.

GERTZ, S. et al. Characterization of the 6B regulon in Staphylococcus aureus. Journal of
bacteriology, 182, 6983-6991, 2000.

GIBBONS, S. Anti-staphylococcal plant natural products. Natural product reports, 21, 263-
277, 2004.

GIBBONS, S.; OLUWATUYI, M.; KAATZ, G. W. A novel inhibitor of multidrug efflux
pumps in Staphylococcus aureus. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 1, 13-17, 2003.

GIBBONS, S.; UDO, E. E. The effect of reserpine, a modulator of multidrug efflux pumps, on
the in vitro activity of tetracycline against clinical isolates of methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) possessing the tet (K) determinant. Phytotherapy
Research, 2, 139-140, 2000.

GRKOVIC, S.; BROWN, M. H.; SKURRAY, R. A. Regulation of bacterial drug export
systems. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 66, 4, 671-701, 2002.

GUAY, G. G.; KHAN, S. A,; ROTHSTEIN, D. M. The tet (K) gene of plasmid pT181 of
Staphylococcus aureus encodes an efflux protein that contains 14 transmembrane
helices. Plasmid, 2,163-166,1993.



105

GUINAZI, M. Tocoferdis e tocotriendis em hortalicas, ovos e 0leos vegetais utilizados em
restaurantes comerciais. (Tese). Pds-Graduacdo em Ciéncia da Nutricdo. Universidade
Federal de Vigosa, 2004, 90f.

HAKOMORI, S. Glycosynapses: microdomains controlling carbohydrate-dependent cell
adhesion and signaling. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 3, 553-572, 2004.

HAMPTON, T. Report reveals scope of US antibiotic resistance threat. JAMA, 310, 1661
1663, 2013.

HANSEN, L. H. et al. Plasmid-encoded multidrug efflux pump conferring resistance to
olaguindox in Escherichia coli, Antimicrobial agents and chemotherapy, 48 3332-3337,
2004.

HIGGINS, C. F. ABC transporters: from microorganisms to man, Annual review of cell
biology, 8, 67-113, 1992.

HINRICHS, W. et al. Structure of the Tet repressor-tetracycline complex and regulation of
antibiotic resistance. Science, 264, 418-420, 1994.

HSIEH, P. C. et al. Bacteria lacking a multidrug pump: a sensitive tool for drug discovery.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 95, 6602—6606, 1998.

HUFFMAN, J. L.; BRENNAN, R. G. Prokaryotic transcription regulators: more than just the
helix-turn-helix motif. Current opinion in structural biology, 12, 98-106, 2002.

INGAVALE, S.; VAN, W. W.; CHEUNG, A. L. Characterization of RAT, an autolysis
regulator in Staphylococcus aureus. Molecular microbiology, 48,1451-1466, 2003.

INGAVALE, S. et al. Rat/MgrA, a regulator of virulence genes in Staphylococcus aureus.
Infection and immunity, 73, 1423-1431, 2005.

IWATSUKI, K. et al. Staphylococcal cutaneous infections: invasion, evasion and aggression.
Journal of Dermatological Science, 42, 203-214, 2006.

KAATZ, G. W.; SEO, S. M.; FOSTER, T. J. Introduction of a norA promoter region mutation
into the chromosome of a fluoroquinolonesusceptible strain of Staphylococcus aureus using
plasmid integration. Antimicrobial agents and chemotherapy, 43, 22222224, 1999.

KAATZ, G. W.; SEO, S. M. Inducible NorA-mediated multidrug resistance in Staphylococcus
aureus. Antimicrobial agents and chemotherapy, 39, 2650-2655, 1995.

KAATZ, G. W.; THYAGARAJAN, R. V.; SEO, S. M. Effect of promoter region mutations
and mgrA overexpression on transcription of norA, which encodes a Staphylococcus aureus
multidrug efflux trans-porter. Antimicrobial agents and chemotherapy, 2049, 161-169, 2005.

KAUR, S. et al. Antimutagenicity of hydrolysable tannins from Terminalia chebula in
Salmonella typhimurium. Mutation Research: Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, 419, 169-179,1998.



106

KERR, 1. D.; JONES, P. M.; GEORGE, A. M. Multidrug efflux pumps: The structures of
prokaryotic ATP-binding cassette transporter efflux pumps and implications for our
understanding of eukaryotic P-glycoproteins and homologues. The FEBS journal, 277, 550-
563, 2010.

KHAN, B. A. et al. Investigational therapies targeting quorum-sensing for the treatment of
Staphylococcus aureus infections. Expert opinion on investigational drugs, 24,5,689-704,
2015.

KHAN, N. S.; AHMAD, A.; HADI, S. M. Anti-oxidant, pro-oxidant properties of tannic acid
and its binding to DNA. Chemico-Biological Interactions, 125, 177-189, 2000.

KHAN, N. S.; HADI, S. M. Structural features of tannic acid important for DNA degradation
in the presence of Cu (I1). Mutagenesis, 3, 271-274, 1998.

KLACK, K.; CARVALHO, J. F. Vitamina K: Metabolismo, Fontes e Interacdo com o
Anticoagulante Varfarina. Revista Brasileira de Reumatologia, 46, 398-406, 2006.

KOJIMA, S.; NIKAIDO, H. Permeation rates of penicillins indicate that Escherichia coli porins
function principally as nonspecific channels. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 110, 26292634, 2013.

KONEMAN, E. et al. Diagnostico microbioldgico. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2001.

KUMAR, A.; SCHWEIZER, H. P. Bacterial resistance to antibiotics: active efflux and reduced
uptake. Advanced drug delivery reviews, 57, 1486-1513, 2005.

KUMAR, N. et al. Crystal structure of the transcriptional regulator Rv1219c of Mycobacterium
tuberculosis. Protein Science, 23, 423-432, 2014.

LEANCA, C. C. et al. HDL.: the yin-yang of cardiovascular disease. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, 54, 777-784, 2010.

LEHNINGER, A. Principios de bioguimica. 4. ed. S&o Paulo: Sarvier, 2006.

LEWINSON, O.; BIBI, E. Evidence for simultaneous binding of dissimilar substrates by the
Escherichia coli multidrug transporter MdfA. Biochemistry, 40, 12612-12618, 2001.

LI, X. Z.; NIKAIDO, H. Efflux-mediated drug resistance in bacteria. Drugs, 64, 159-204, 2004.

LIMA, D. C. et al. Snake venom: any clue for antibiotics and cam? Evidence-based
Complementary and Alternative Medicine, 1, 39-47, 2005.

LIU, A. et al. Antibiotic sensitivity profiles determined with an Escherichia coli gene knockout
collection: generating an antibiotic bar code. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 54,
1393-1403, 2010.



107

LOGUERCIO-LEITE, C. et al. A particularidade de ser um fungo — I. Constituintes celulares.
Biotemas, 19,17-27, 2006.

LOMOVSKAYA, O. et al. Identification and characterization of inhibitors of multidrug
resistance efflux pumps in Pseudomonas aeruginosa: novel agents for combination
therapy. Antimicrobial agents and chemotherapy, 45, 105-116, 2001.

LOMOVSKAYA, O.; LEWIS, K. Emr, an Escherichia coli locus for multidrug resistance,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 89, 8938— 8942, 1992.

LUONG, T. T. et al. Transcription profiling of the mgrA regulon in Staphylococcus aureus.
Journal of Bacteriology, 5, 1899-1910, 2006.

LUONG, T. T.; NEWELL, S. W.; LEE, C.Y. Mgr, a novel global regulator in Staphylococcus
aureus. Journal of bacteriology, 185, 3703-3710, 2003.

LUTZ, L. etal. Clinical failure of vancomycin treatment of Staphylococcus aureus infection in
a tertiary care hospital in southern Brazil. Brazilian Journal of Infectious Diseases, 7, 224-
228, 2003.

MA, C.; CHANG, G. Structure of the multidrug resistance efflux transporter EmrE from
Escherichia coli, Proceedings of the National Academy of Sciences, 101, 2852-2857, 2004.

MA, D. et al. Molecular cloning and characterization of acrA and acrE genes of Escherichia
coli. Journal of Bacteriology, 175, 6299—- 6313, 1993.

MAFRA, D.; ABDALLA, D. S. P.; COZZOLINO, S. M. F. Peroxidacdo lipidica em pacientes
com insuficiéncia renal cronica. Revista de Nutricéo, 12, 3,205-212, 1999.

MAJED, F. et al. Tannic acid mitigates the DMBA/croton oil-induced skin cancer progression
in mice. Molecular and cellular biochemistry, 399, 217-228, 2015.

MALLEA, M. et al. Inhibitors of antibiotic efflux pump in resistant Enterobacter aerogenes
strains. Biochemical and biophysical research communications, 293,1370-1373,2002.

MARCUS, R.; COULSTON, A. M. Vitaminas. In: Goodman & Gilman. As bases
farmacoldgicas de la terapéutica. 10 ed. México, Mc Graw-Hill Interamericana, 2, 1765-
1772, 2003.

MARKHAM, P. N.; NEYFAKH, A. A. Inhibition of the multidrug transporter NorA prevents
emergence of norfloxacin resistance in Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 40, 2673-2674, 1996.

MARKHAM, P. N. et al. Multiple novel inhibitors of the NorA multidrug transporter of
Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents and chemotherapy, 43,2404-2408, 1999.

MARQUES, C. D. L. et al. A importéncia dos niveis de vitamina D nas doengas autoimunes.
Revista Brasileira de Reumatologia, 50, 1, 67-80, 2010.



108

MARTINEAU, A. R.; TIMMS, P. M.; BOTHAMLEY, G. H. High-dose vitamin D3 during
intensive-phase antimicrobial treatment of pulmonary tuberculosis: a double-blind randomised
controlled trial. The Lancet, 6736, 242-250, 2011.

MELO, C. T. V. et al. Anxiolytic-like effects of (Omethyl)- N-2,6 dihydroxybenzoyl-tyramine
(riparin 111) from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) in mice. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 29, 451-454, 2006.

MIZUMO, T. et al. Inhibitory effect of tannic acid sulfate and related sulfates on infectivity,
cytopathic effect, and giant cell formation of human immunodeficiency virus. Planta Medica,
58, 535-539, 1992.

MORETTI, P. E. Projeto Microorganismos: Fungo. Disponivel em: <http://www.
fam.br/microrganismos/microfun citologia.htm>. Acesso em: 01 de abril de 2017.

MORITA, Y. et al. NorM, a putative multidrug efflux protein, of Vibrio parahaemolyticus and
its homolog in Escherichia coli, Antimicrobial agents and chemotherapy, 42, 1778— 1782,
1998.

MOURAO, D. M. et al. Biodisponibilidade de vitaminas lipossoliveis. Revista Nutrico,
18,529-39, 2005.

MUSZKAT, P. et al. Evidence-based non-skeletal actions of vitamin D. Arquivos Brasileiros
de Endocrinologia & Metabologia,54,110-117, 2010.

MYERS, A. G. et al. Synthesis of tetracyclines and analogues thereof. US7807842B2, 2010.

NELSON, M. L.; ALEKSHUN, M. N. Substituted polyamines as inhibitors of bacterial efflux
pumps. W0O2004062674A2, 2004.

NEYFAKH, A. A. The multidrug efflux transporter of Bacillus subtilis is a structural and
functional homolog of the Staphylococcus NorA protein. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 36,484-485, 1992.

NEYFAKH, A. A.; BORSCH, C. M.; KAATZ, G. W. Fluoroquinolone resistance protein NorA
of Staphylococcus aureus is a multidrug efflux transporter. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 37,128-129, 1993.

NG, E. Y.; TRUCKSIS, W. M.; HOOPER, D. C. Quinolone resistance mediated by norA:
physiologic characterization and relationship to flgB, a quinolone resistance locus on the
Staphylococcus aureus chromosome. Antimicrobial agents and chemotherapy, 38, 1345—
1355, 1994.

NIKAIDO, H.; TAKATSUKA, Y. Mechanisms of RND multidrug efflux pumps. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics, 1794, 769-781, 2009.

NORRIS, A. L.; SERPERSU, E. H. Ligand promiscuity through the eyes of the aminoglycoside
N3 acetyltransferase Ila. Protein Science, 22, 916-928, 2013.



109

OETHINGER, M.; LEVY, S. B. Methods of screening for compounds that reduce microbial
resistance to fluoroquinolones. US8012711B2, 2011.

. Methods of reducing microbial resistance to drugs. US6346391B1, 2002.

OLIVEIRA, G. A. et al. Avaliacdo da tolerancia a vancomicina em 365 cepas hospitalares de
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial, 37, 239-246, 2001.

OLSON, R. E. Vitamin K. In: SHILS, M.E., OLSON, J.A., SHIKE, M., ROSS, A.C. Modern
nutrition in health and disease. Baltimore, Williams & Wilkins, 363-380,1999.

PABO, C. O.; SAUER, R. T. Transcription factors: structural families and principles of DNA
recognition. Annual review of biochemistry, 61, 1053-1095, 1992.

PAGES, J. M.; AMARAL, L. Mechanisms of drug efflux and strategies to combat them:
challenging the efflux pump of Gram-negative bacteria. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Proteins and Proteomics, 5, 826-833, 2009.

PAGES, J. M.; MASI, M.; BARBE, J. Inhibitors of efflux pumps in Gram negative bacteria.
Trends in molecular medicine, 11, 382-389, 2005.

PAIXAO, J. A; STAMFORD, T. L. M. Vitaminas lipossoliveis em alimentos — uma
abordagem analitica. Quimica Nova, 27,1, 96-105, 2004.

PARKINSON, J. S. Signal transduction schemes of bacteria. Cell, 73,857-871,1993.

PAULSEN, I. T. et al. The SMR family: a novel family of multidrug efflux proteins involved
with the efflux of lipophilic drugs, Molecular microbiology, 19, 1167— 1175, 1996.

PIDDOCK, L. J. Clinically relevant chromosomally encoded multidrug resistance efflux pumps
in bacteria. Clinical microbiology reviews, 19, 382-402, 2006.

. Multidrug-resistance efflux pumps-not just for resistance. Nature Reviews
Microbiology, 4, 629-36, 2006.

POOLE, K. Efflux pumps as antimicrobial resistance mechanisms. Annals of medicine,
39,162-176, 2007.

PRASCH, S.; BUCAR, F. Plant derived inhibitors of bacterial efflux pumps: an
update. Phytochemistry Reviews, 14, 961-974, 2015.

PRINCIPE, L. et al. In vitro activity of doripenem in combination with various antimicrobials
against multidrug-resistant Acinetobacter baumannii: possible options for the treatment of
complicated infection. Microbial Drug Resistance, 19, 407-414, 2013.

RAMACHANDRAN, G. Gram-positive and gram-negative bacterial toxins in sepsis: a brief
review. Virulence, 5, 1, 213-218, 2014.



110

RAMOS, J. L. et al. Mechanisms of solvent tolerance in gram-negative bacteria. Annual
Reviews in Microbiology, 56,743-768, 2002.

ROBERT, S.; CHAMBERS, S. Diagnosis and management of Staphylococcus aureus
infections of the skin and soft tissue. Internal medicine journal, 35, 97-105, 2005.

ROMANOWSKA, J.; REUTER, N.; TRYLSKA, J. Comparing aminoglycoside binding sites
in bacterial ribosomal RNA and aminoglycoside modifying enzymes. Proteins, 81, 63-80,
2013.

ROSS, J. I. et al. Minimal functional system required for expression of erythromycin resistance
by msrA in Staphylococcus aureus RN4220. Gene, 1,143-148,1996.

ROTHSTEIN, D. M. et al. Detection of tetracyclines and efflux pump inhibitors.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 37, 1624-1629, 1993.

SANCHEZ, P.; MORENO, E.; MARTINEZ, J. L. The biocide triclosan selects
Stenotrophomonas maltophilia mutants that overproduce the SmeDEF multidrug efflux
pump. Antimicrobial agents and chemotherapy, 49, 781-782, 2005.

SANTOS, A. et al. C. Staphylococcus aureus: visitando uma cepa de importancia
hospitalar. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, 43, 413-423, 2007.

SANTOS, A. R.; CARVALHO, H. F. 4. Biomembranas. In: Carvalho, H. F. E. & Recco-
Pimentel, S. M. (orgs). A Célula 2001. Ed. Manole, Barueri, Brasil, 39-56, 2001.

SARTORI, M. R. K. Atividade antimicrobiana de fracdes e extratos e compostos puros
obtidos das flores da Acmela brasilensis Spreng (Wedelia paludosa) (Asteraceae).
(Dissertacdo) Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Vale do Itajai, Itajai — SC,
2005, 81f.

SCHINDLER, B. D.; JACINTO, P.; KAATZ, G. W. Inhibition of drug efflux pumps in
Staphylococcus aureus: current status of potentiating existing antibiotics. Future
microbiology, 4, 491-507, 2013.

SCHUMACHER, M. A. et al. Structural mechanisms of QacR induction and multidrug
recognition. Science, 294, 2158-2163,2001.

SHORE, A. C. et al. Detection of staphylococcal cassette chromosome mec type XI carrying
highly divergent mecA, mecl, mecR1, blaZ, and ccr genes in human clinical isolates of clonal
complex 130 methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 55, 3765-3773, 2011.

SIERRA, N. et al. Validacion de una metodologia por cromatografia liquida de alta eficiencia
para la determinacion simultanea de vitaminas A, D3 y E en inyectables de uso veterinario.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences,43, 623-630, 2007.

SILVER, S.; PHUNG, L. T. Bacterial heavy metal resistance: new surprises. Annual Reviews
in Microbiology, 50,753-789, 1996.



111

SIMOES, C. M. O. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. Ed. UFRGS; Floriandpolis:
UFSC, 2010.

STAVRI, M.; PIDDOCK, L. J.; GIBBONS, S. Bacterial efflux pump inhibitors from natural
sources. Journal of antimicrobial chemotherapy, 59, 1247-1260, 2007.

STRAHL, H.; ERRINGTON, J. Bacterial Membranes: Structure, Domains, and
Function. Annual Review of Microbiology, 0, 2017.

SUSCHETET, M. Influence of tannic acid on the hepatic content of vitamin A in rats fed a
vitamin A containing diet or a vitamin Adeficient diet. C. Real Seances Socidad Biological
Files,169, 970,1975.

TAKANASHI, K.; SHITAN, N.; YAZAKI, K. The multidrug and toxic compound extrusion
(MATE) family in plants. Plant Biotechnology, 31, 417-430, 2014.

THEVISSEN, K. et al. Interactions of antifungal plant defensins with fungal membrane
components. Peptides, 24,11,1705-1712, 2003.

TORTORA, G. J.; CASE, C. L.; FUNKE, B. R. Microbiologia-122 Edi¢do. Artmed Editora,
2016.

TRABULSI, L. R.; ALTHERTHUM, F. Microbiologia. Staphylococcus aureus. Sdo Paulo:
Atheneu, 2005.

TRUONG-BOLDUC, Q. C. et al. Transcriptional profiling analysis of the global regulator
NorG, a GntR-like protein of Staphylococcus aureus. Journal of bacteriology,193,6207-6214,
2011.

TRUONG-BOLDUC, Q. C. et al. MgrA is a multiple regulator of two new efflux pumps in
Staphylococcus aureus. Journal of bacteriology,187, 2395-2405, 2005.

TRUONG-BOLDUC, Q. C.; DING, Y.; HOOPER, D. C. Posttranslational modification
influences the effects of MgrA on norA expression in Staphylococcus aureus. Journal of
bacteriology, 190, 7375-7378, 2008.

TRUONG-BOLDUC, Q. C.; HOOPER, D. C. The transcriptional regulators NorG and MgrA
modulate resistance to both quinolones and S-lactams in Staphylococcus aureus. Journal of
Bacteriology, 189, 8, 2996-3005, 2007.

. Phosphorylation of MgrA and its effect on expression of the NorA and NorB efflux
pumps of Staphylococcus aureus. Journal of bacteriology, 192, 2525-2534, 2010.

TRUONG-BOLDUC, Q. C.; STRAHILEVITZ, J.; HOOPER, D. C. NorC: a new efflux pump
regulated by MgrA of Staphylococcus aureus. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 3,
1104-1107, 2006.



112

TSENG, T. T. et al. The RND permease superfamily: an ancient, ubiquitous and diverse family
that includes human disease and development proteins. Journal of molecular microbiology
and biotechnology, 1,107-125, 1999.

UNEMO, M. et al. High-level cefixime- and ceftriaxone-resistant Neisseria gonorrhoeae in
France: novel penA mosaic allele in a successful international clone causes treatment failure.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 56, 1273-1280, 2012.

URBINA, J. A Ergosterol biosynthesis and drug development for Chagas disease. Memorial
do Instituto Oswaldo Cruz,104,311-318, 2009.

VAN, B. F.; PAGES, J. M.; LEE, V. J. Inhibitors of bacterial efflux pumps as adjuvants in
antibiotic treatments and diagnostic tools for detection of resistance by efflux. Recent patents
on anti-infective drug Discovery, 1,157-175, 2006.

VARGIU, A. V.; NIKAIDO, H. Multidrug Binding Properties of the AcrB Efflux Pump
Characterized by Molecular Dynamics Simulations. Biophysical Journal, 104(2), 285-286,
2013.

VELAZQUEZ-MEZA, M. E. Staphylococcus aureus methicillin-resistant: emergence and
dissemination. Salud Publica de México, 47, 381-387, 2005.

WAGNER, C. L.; GREER, F. R. Section on Breastfeeding and Committee on Nutrition.
Prevention of rickets and vitamin D deficiency in infants, children and adolescents.
Pediatrics,122, 1142-1152, 2008.

WALKER, D.; FOWLER, T. Annual Report of the Chief Medical Officer: Volume Two,
2011: Infections and the Rise of Antimicrobial Resistance (Department of Health, 2011).

WEF. World Economic Forum. Global Risks 2014 - Eighth Edition Disponivel em:
<http://www.weforum.org/reports/global-risks- 2013-eighth-edition>. Acesso em: 20 de maio
de 2018.

WESTFALL, C.S.; LEVIN, P. A. Bacterial Cell Size: Multifactorial and Multifaceted. Annual
Review of Microbiology,71, 1, 2017.

WHITFIELD, C.; TRENT, M. S. Biosynthesis and export of bacterial
lipopolysaccharides. Annual review of biochemistry, 83, 99-128, 2014.

WHO. World Health Organization. Antimicrobial Resistance: Global Report on
Surveillance 2014 http://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en/ 2014,

WOZNIAK, R. A.; WALDOR, M. K. Integrative and conjugative elements: mosaic mobile
genetic elements enabling dynamic lateral gene flow. Nature Reviews Microbiology, 552—
563, 2010.

YARWOOD, J. M. et al. Quorum sensing in Staphylococcus aureus biofilms. Journal of
bacteriology, 186,6, 1838-1850, 2004.


http://www.weforum.org/reports/global-risks-%202013-eighth-edition

113

YOSHIDA, H. et al. Nucleotide sequence and characterization of the Staphylococcus aureus
norA gene, which confers resistance to quinolones. Journal of Bacteriology, 172, 6942—-6949,
1990.

YOSHIHARA, E.; INOKO, H. Method or agent for inhibiting the function of efflux pump in
Pseudomonas aeruginosa. US7985410B2, 2011.

YU, J. L.; GRINIUS, L.; HOOPER, D. C. NorA functions as a multidrug efflux protein in both
cytoplasmic membrane vesicles and reconstituted proteoliposomes. Journal of bacteriology,
184, 1370-1377, 2002.

ZECHINI, B.; VERSACE, I. Inhibitors of multidrug resistant efflux systems in bacteria. Recent
patents on anti-infective drug Discovery, 4, 37-50, 2009.

ZGURSKAYA, H. I.; NIKAIDO, H. Multidrug resistance mechanisms: drug efflux across two
membranes. Molecular microbiology, 37, 219-225, 2000.

ZHAO, G. et al. Antibacterial properties of tannic acid and related compounds against the fish
pathogen Cytophaga columnaris. Journal of Aquatic Animal Health, 9, 309-313, 1997.

ZHELEZNOVA, E. E. et al. Structural basis of multidrug recognition by BmrR, a transcription
activator of a multidrug transporter. Cell, 96, 353-362, 1999.

ZHELEZNOVA, H. E. E.; BRENNAN, R. G. Crystal structure of the transcription activator
BmrR bound to DNA and a drug. Nature, 409, 378-382, 2001.



114

APENDICE A - PRODUCAO CIENTIFICA (2015-2018)

Food Chematry 186 (2015) TRS- 191

Food Chemistry

Contents lists availabis at SciancnDirect T:CU)
CHEMISTRY

[_‘L\'_[_ [ R journal homepage: www.alsuvier.com/locata/foodcham

Analysis of bioactivities and chemical composition of Ziziphus joazeiro O"““""‘
Mart. using HPLC-DAD

Sharlene M.O. Brito”, Henrlque D.M. Coullnho” *, Andre Talvam Cathia Coronel 4
Andreza G.R. Barbosa“, Celeste Vega®“, Femandoc Figueredo”, Saulo R. Tintino", lJuaene F. Lima",
Aline A. Boligon, M.lrgarelh L Alhayde lrwin RA. Menezes ™"

gy end Medh, Cherery L of Cherwical Bokyyy, Regloodd Uneversity of Carirt. Crato, Cearn, Brati!
‘ummnwmn‘mm Reghona! Urtversity of Cerire. Crato, Brasd

10.11&:-« hdvduimnyn{thmmmvm;m
 Phydeck of Remworch L af by d M Fedvrad 'y of Senvte Marta, Sanio Merks Bl

(mmdmnhmmmmm-rml Mmlﬂmwl.wtmm ez G Asuncion. Powgaiy

academicjournals

Full Length Research Paper

Modulatory activity and chemical profile of a

hydroalcoholic extract of Crateva tapia L.
Daniela L. de V. Cabral’, ValeriumT N. A. Castro', Henrique Douglas Melo (':outu'mo2 Sauio

Relison Tintino?, Cicero Diego Almlno Menezes Irwin R. A. Menezes?,
Ulysses Paulino de Albuguerque’ and Elba Licia Cavalcantl de Amoﬂm



Hindawi Publishing Corporation
BioMed Research Loterational
Volume 2015, Article ID 507670, 10 pages
hittpJ/dx doborg/ 10.1155/201 5/807670
Hindawi

Research Article

Phytochemical Analysis and Modulation of Antibiotic
Activity by Luehea paniculata Mart. & Zucc. (Malvaceae) in
Multiresistant Clinical Isolates of Candida Spp.

Joio T. Calixto Junior,"*" Selene M. Morais,"* Clécio G. Martins,' Larissa G. Vieira,'
Maria Flaviana B. Morais-Braga,' Joara N. P. Carneiro,' Antonio J. P. Machado,’
Irwin R. A. Menezes,” Saulo R. Tintino," and Henrique D. M. Coutinho'

! Luboratirio de Produtos Natursis, Universidade Fstadual do Ceard (UECE), 60730-000 Fortalez, CE, Brazil
*Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), 60730-000 Fortaleza, CE, Brazil

ROYAL SOCIETY
OF CHEMISTRY

Toxicology Research

PAPER

@om-uux Eugenia uniflora leaves essential oil induces

S

toxicity in Drosophila melanogaster: involvement
of oxidative stress mechanisms+

Cite this: Tovicol. Res., 2015, 4, 634
Francisco Assis Bezerra da Cunha,” Gabriel Luz Wallau,” Antonio Ivanildo Pinho,"
Mauro Eugenio Medina Nunes,” Nadghia Figueiredo Lelte," Saulo Relison Tintino,”
Galberto Martins da Costa.“ Margareth Linde Athayde,” Aline Augusti Boligon,"
Henrique Douglas Melo Coutinho,” Antonio Batista Pereira,® Thais Posser” and
Jeferson Luis Franco*®

115



UNIVERSIDAD

428 NACIONAL ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

R http.//www.revistas.unal.edu.co/index. php/actabiol/index

ARTICULO DE INVESTIGACION

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA
DE AMINOGLICOSIDEOS DO OLEO ESSENCIAL
DE Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

Evaluacion de la Actividad Antibacteriana y Moduladora de
Aminoglucésidos de Aceite Escencial de Cymbopogon Citratus (DC.) Stapf

Evaluation of Antibacterial Activity of Aminoglycosides and
Modulating the Essential 0il of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

Braumo F. F. LUCENA', Saulo R. TINTINO'®, Fernando G. FIGUEREDO", Cicera Datiane DE M. OLIVEIRA', José ). DOS S. AGUIAR',
Edmilson DO N. CARDOSO', Pedro E. A. DE AQUINO', Jacqueline C. ANDRADE', Henrique D. M. COUTINHO', Ednardo F. F. MATIAS',
Laboratdéno de Microbsologia ¢ Beologia Molecular, Unversidade Regional do Cann. Rua Cel. Antonio Luis, 1161, Pimenta, 63105-

000. Crato, CE, Brasil
Laboratono de Microbiologia, Faculdade Ledo Sampaio. Av. Ledo Sampaso, Km 3, CEP 63000-000 Juazewro do Norte, CE, Brasil

Laboraténo de Farmacologia e Quimica Medscinal, Universidade Regional do Carwi. Rua Cel. Antonio Luis, 1161, Pimenta, 63105-
000. Crarto, CE, Beasi

*For correspomdence, sautorelisondgmail.com

Jowrnal of Food and Nunition Research, 20135, Vol. 3, No. 8, 340-349

Avmlable online at http//pubs sciepub com/j fur/ 3/89 A w
© Science and Education Publishing =TS cience & Education
DOI:10. 12691/ fiur-3-8-9 Publishing

Obesity and Natural Products

Patricia Rosane Leite de Figueiredo, Aua Luiza de Albuquerque Siebra, Luiz Jardelino de Lacerda Neto,
Larissa Rolim de Olivelra, Andreza Guedes Barbosa Ramos, Gyllyandeson de Araijo Delmondes,
Izabel Cristina Santiago Lemos, Cicera Norma Fernandes, Saulo Relison Tintino, Alefe Brito Montelro,
Dayanne Rakelly de Oliveira, Francisco Elizaudo de Brito Junior, Francisca Valéria Soares de Araujo Pinho,
Valter Menezes Barbosa Filho, Francisco Assis Bezerra da Cunha, Alexandre Magno Rodrigues Texeira,
Roseli Barbosa, Diniz Maciel de Sena Junior, Cicero Francisco Bezerra Felipe, José Galberto Martins da Costa,
Henrique Douglas Melo Coutinho, Irwin Rose de Alencar Menezes, Marta Regina Kerntopf®

Department of Biological Chemistry, University of Regon of Cazrs — URCA, Av. Cel Antonto Lz, 1161, Crato (CE). Brazil
*Correspondine author: mantaremnakemtopfmi@ountlook.com

116



117

Hindawi Publishing Corporation
BioMed Resesrch International
Vohune 2015, Article ID 292797, 7 pages
hetpe//d.dos.org/10.1155/2015292797
Hindawi

Research Article

In Vitro Antimicrobial and Modulatory Activity of
the Natural Products Silymarin and Silibinin

Dayanne Rakelly de Oliveira,' Saulo Relison Tintino,’

Maria Flaviana Bezerra Morais Braga,” Aline Augusti Boligon,’
Margareth Linde Athayde,’ Henrique Douglas Melo Coutinho,’
Irwin Rose Alencar de Menezes,' and Roselei Fachinetto'"

ETNOFARMACOLOGIA

DOI 10.5935/2446-4775.20150009

Efeito antibacteriano e anti-inflamatorio tépico do
extrato metanolico de Chenopodium ambrosioides L.

Antibacterial and topical anti-inflammatory effect of methanol
extract of Chenopodium ambrosioides L.

"Nara L. F. Pereira; 2Pedro E. A. Aquino; ?Monalisa R. Silva; Eloiza M. Nascimento; *Ana R. S.
Grangeiro; *Cicera D. M. Oliveira; *Saulo R. Tintino; “Fernando G. Figueiredo; *Helenicy N. H. Veras;

Yrwin R. A. Menezes



% NACIONAL ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

v
) DE COLOMBIA hitp.//www.revistas.unal.edu.co/indes. php/actabiol/index

0" i‘

ARTICULO DE INVESTIGACION

In vitro EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND MODULATORY
ACTIVITIES OF CORN AND SOY FIXED OILS

Evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana
y moduladora de aceites de maiz y soja

Emanuele N. TAVARES', Jacqueline C. ANDRADE', Cicera Datiane De M. OLIVEIRA', Saulo R. TINTINO', Michefine A. LIMA®,
Henrique D.M, COUTINHO'
Universidade Regional do Cann-URCA. Av. Cel. Antonso Luz, 1161. Crato, CE, Bran!
Universsdade Federal da Paraiba, UFPB. Cidade Unwersitana, Campus | Phone:. Jodo Pessoa, PB, Braal
For correspondence. hdmcoutinhedgmail.com

o NACIONAL ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

S aan b http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/actabiol/index

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

s
A

118

ARTICULO DE INVESTIGACION / ORIGINAL RESEARCH PAPER

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E EFEITO COMBINADO SOBRE
DROGAS ANTIFUNGICAS E ANTIBACTERIANAS DO FRUTO DE
Morinda citrifolia L.

Antimicrobial Activity and Combined Effects on Antifungal and
Antibacterial Drugs the Fruit of Morinda citrifolia L.

Actividad antimicrobiana y efecto combinado sobre medicamentos
antifingicos y antibacterianos del fruto de Morinda citrifolia L.

Saulo R. TINTINO', Abel A. de C. NETO?, Irwin R. A. MENEZES?, Cicera Datiane de M. OLIVEIRA?, Henrique D. M. COUTINHO!
! Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular, Universidade Regional do Cariri. Rua Cel. Antonio Luis, 1161, Pimenta, CEP
63105- 000. Crato, CE, Brasil.
? Laboratorio de Microbiologia, Faculdade Ledo Sampaio. Av. Ledo Sampaio, Km 3, CEP 63000-000 Juazeiro do Norte, CE, Brasil.
3 Laboratéria de Farmacologia e Quimica Medicinal, Unwversidade Regional do Cariri. Rua Cel. Antonio Luis, 1161, Pimenta, CEP
63105- 000. Crato, CE, Brasil.
For correspondence. saulorelison@gmail.com



Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(4):719-733

PRODUCTOS NATURALES

Caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade
antioxidante, antifungica e moduladora do extrato
etandlico de Anadenanthera macrocarpa (BERTH)
BRENAN

Chemical characterization and antioxidant, antifungal and
modulating activity of the alcohol extract from Anadenantera
macrocarpa (Berth) Brenan

Caracterizacion quimica y actividad antioxidante, antifungica
y moduladora del extracto alcohélico de Anadenantera
macrocarpa (Berth) Brenan

Vivianne Inacio Leite,! Cicera Datiane de Morais Oliveira,’! Jakson Gomes
Figueredo, Pablo Antonio Maia de Farias,' Saulo Relison, Edinardo
Fagner Ferreira Matias,! Pedro Everson Alexandre de Aquino, I Henrique
Douglas Melo Coutinho,® Jodo Victor de Alencar Ferreira,' Luciene Ferreira
de Lima,” Fernando Gomes Figueredo®!!!

119



120

Suudi Joumal of Biologicul Sciences (MH6) 13, 40 440

King Saud University

Saudi Journal of Biological Sciences

a.=s_ol_> T
agsuncliadl
gt St | humenry O

www ks odu e

Huad bl At A
WWW soencedirovt.com ok pplal 4y )

AL BICLSOM AL JECNTY

ORIGINAL ARTICLE

Phenolic composition and antiparasitic activity of () ces
plants from the Brazilian Northeast “Cerrado”™

Joio Tavares Calixto Junior ", Selene Maia de Morais ", Celeste Vega Gomez ",
Cathia Coronel Molas", Miriam Rolon", Aline Augusti Boligon",

Margareth Linde Athayde’, Cicera Datiane de Morais Oliveira,

Saulo Relison Tintino “, Henrique Douglas Melo Coutinho ™

" Post Gradwation Blotechnological Programeme — RENORBIO, Laboratory of Natwral Products, State University of Ceard
Itaperi Campus, Fortaleza, Ceard, Brazil

1632
Original Article

CHEMICAL COMPOSITION, ANTIBACTERIAL AND MODULATORY
ACTION OF THE ESSENTIAL OIL OF Croton rhamnifolioides LEAVES Pax
and Hoffman

) COMPOSICAO QUIMICA, ACAO ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Croton rhamnifolioides Pax and Hoffman

Cinara Soares VIDAL'; Cicera Datiane Morais OLIVEIRA-TINTINO'; Saulo Relison
- - . . . 2
TINTINO®; Hericka Bruna Figueiredo GALVAO?; José Galberto Martins da COSTA?;
. 3+ . r
Henrique Douglas Melo COUTINHO™; Irwin Rose Alencar de MENEZES'

1. Department of Biological Chemistry, Laboratory of Pharmacology and Molecular Chemistry, Regional University of Cariri-URCA,
Crato-CE, Brazil; 2. Department of Biological Chemistry, Laboratory of Research in Natural Product, Regional University of Cariri -
URCA, Crato, CE, Brazil; 3. Department of Biological Chemistry, Laboratory of Microbiology and Molecular Biology, Regional
University of Cariri, URCA, Crato-CE, Brazil.; 4. St George's, University of London, Cranmer Terrace, London - SW17 ORE



121

Industrial Crops and Products 94 1 2016 63-008

Contents lists avallable at Scienoelimmc

Industrial Crops and Products

journal homepage: www.eluaviar,com/locate/indcrop

Short communication

HPLC profile and antibiotic-modifying activity of Azadirachta indica A. @mm
Juss, (Meliaceae)

Jannyketchuly S. Cristo®, Edinardo F.F. Matias*, Fernando G. Figueredo*,

Joycy F.S. Santos”, Nara LF. Pereira®, José G.A.S. Junior?®, Pedro E.A, Aquino~,

Maria N.F. Nogueira®, Jaime Ribeiro-Filho*, Francisco de A.B. Cunha“, Maria S. Costa“,
Fabia F. Campina“, Saulo R. Tintino*, Cristiane C.M. Salgueiro®,

Henrique D.M. Coutinho**

¥
8
BIO~SRIM ISSN 1983-4209 - Volume 12 = Namero 03 - 2016
PRODUCAO SINTETICA DE NUTRACEUTICOS X EXTRACAO NATURAL:
ASPECTOS POSITIVOS DA PRODUCAO SINTETICA DE  VITAMINAS
LIPOSSOLUVEIS SOBRE A EXTRACAO ORGANICA EM VEGETAIS PARA

CONSERVACAO DA DIVERSIDADE BIOLOGICA

. X . 7 B o U B . N
Henrigue Coutinho', Jacqueline Cosmo Andrade’, Saulo Relison Tintino’, Thiago Sampaio Freitas’

Articulos de investigacion cientifica

Avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora dos
extratos metanélico e hexdnico da folha de Allivm cepa

Evaluation of the Antibacterial and Modulating Activity of Methanolic and Hexanic Extracts of the Allium
Cepa Leaf

Evaluacion de la Actividad Antibacteriana y Moduladora de los Extractos metanol y Hexano de la Hoja de
Allium cepa

Ana JF Cruz MD', Israel P Brito MD', Maria AF Sobral MD', Amanda TL Sousa MD', Erivania F Alves MD', Raul S Andreza MD,
Sarah S Ferreira MsC', Roberta O Costa MsC', Fernando G Figueredo MsC', Tassia Tam Guedes MsC', Rakel O Macédo MD',
Tatianne RG Ribeiro PhD', Livia MG Leandro MD', Cicera DM Oliveira MsC%, Saulo R Tinfino PhD?, Maria S Costa MD?,

Pedro EA Aquino MsC:

Recibido: 12 de marzo de 2015 ® Aceptado:11 de sepfiembre de 2015



122

Pharmaceutical Biology

ISSN: 1388-0209 (Print} 1744-5116 {Online} jJournal homepage: http:/fwww tandfonline comfoiiphb20

HPLC-DAD phenolic profile, cytotoxic and anti-
kinetoplastidae activity of Melissa officinalis

Francisco Cunha, Saulo R. Tintino, Fernando Figueredo, Luiz Barros, Antonia
E. Duarte, Maria Celeste Vega Gomez, Cathia Cecilia Coronel, Mirian Rolén,
Nadghia Leite, Celestina E, Sobral-Souza, S. V. Brito, Emily Pansera Waczuc,
Aline Augusti Boligon, Margareth Athayde, Jean Paul Kamdem, Henrique
Douglas Melo Coutinho & Jéferson Franco

Revista Cubana de Plantas Medicinales 2016;21(1):71-82

ARTICULO ORIGINAL

Avaliacdo da atividade antimicrobiana e moduladora do
extrato etandlico de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.
Queiroz

Evaluacion de la actividad antimicrobiana y modulatodria del
extracto etanolico de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz

Evaluation of antimicrobial and modulatory activity of the
ethanol extract of Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz

Jodo Victor de Alencar Ferreira,! Luciene Ferreira de Lima,' Fernando Gomes
Figueredo,! Edinardo Fagner Ferreira Matias,! Elba Sobral de Souza,!
Jacqueline Cosmo Andrade,! Saulo Relison Tintino,! Nadghia Figueiredo Leite,!
Rosimeire Sabino Albuquerque,! Maria Flaviana Bezerra Morais Braga,’
Francisco Assis Bezerra da Cunha,® José Galberto Martins da Costa,' Henrique
Douglas Melo Coutinho!



123

Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (3): 173-179

ARTICULOS ORIGINALES

Avaliagao da atividade anti-Leishmania e anti-Trypanosoma do extrato etandlico
das folhas de Annona squamosa L.
Evaluation of the anti-leishmania and anti-trypanosoma activity of ethanolic extract

from the ieaves of Annona squamosa L.

Sobrera Dantas Nobrega de Figudiredo, Francsco Rodolpho'; de Arado Delmondes, Gyllyandeson®; Paulo da Cruz, Lu-
zia'; Amaro do Nascimanto, Erka’; Relison Tintino Saulo”; Santiago Lemos, tzabel Cristing'; Bezerra da Cunha, Fran-
cisco Assis’; Vega Gomez, Maria Celeste”; Coronel, Cathia®; Martins da Costa, José Galberto®; Melo Coutinho, Hen-

rique Douglas®; Bezerra Falipe, Cicero Francisco'; Alencar de Menazes, Irwin Rose'; Kerntopf, Marta Regina'™

*Laboratdnio de Farmacologia & Quirnica Molecutar, Universidade Regional do Carirl, Crato-CE. Rua Cel. Amtdnio Luss, 1161, Pimeanta,
CEP: 63105-00. Fone:+55 (88) 3102 1212; Fax; +55(8831021291. “Laboratdrio de Microbiclogia e Biologia Molecular da Universida-
de Regional do Cariri, Crato-CE. *Ceniro para el Desarolio de la Investigacion Cientifica (CEDIC), Fundacion Moisés Bertoni/Labo-
ratonios Diaz Gill, Asuncion-Paraguay. “Laboratorio de Pesquisa com Produtos Naturais, Universidade Regional do Cariri, Crato-CE.
*martareginakerntopfm@outiook.com

Hindawi Publishing Corporation
Sclentifica

Volume 2016, Article ID 4154265, 5 pages
http//dx.dol.org/10,1155/2016/4154265

Hindawi

Research Article
Cytoprotective Effect of Lygodium venustum Sw. (Lygodiaceae)
against Mercurium Chloride Toxicity

Fernando G. Figueredo, Luciene F. Lima, Maria Flaviana B. Morais-Braga,
Saulo R. Tintino, Pablo A. M. Farias, Edinardo F. F. Matias, José Galberto M. Costa,
Irwin R. A, Menezes, Raimundo L. S. Pereira, and Henrique D. M. Coutinho

Microbidl Patdngeessis 99 (2016 56-&1

Contents lists available st Sciencalirsa

Microbial Pathogenesis

journal homepage: www . sisavier.com/looate micpath

Antimicrobial and enhancement of the antibiotic activity by phenolic @QM ”
compounds: Gallic acid, caffeic acid and pyrogallol
Valéria N. Lima °, Cicera D.M. Oliveira-Tintino ", Enaide S. Santos *, Luis P. Morais “,

Saulo R. Tintino *, Thiago S. Freitas *, Yuri S. Geraldo ©, Raimundo LS. Pereira *,
Rafael P. Cruz *, Irwin RA. Menezes *, Henrique D.M, Coutinho *°



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2016;21(3)

ARTICULO ORIGINAL

Atividade moduladora sobre antibiéticos pelo extrato
aquoso das folhas de Bauhinia ungulata L.

Actividad modulador acerca de antibiéticos por el extracto
acuoso de las hojas de Bauhinia ungulata |.

Modulatory activity about antibiotics by aqueous extract of the
leaves of Bauhinia ungulata |.

Giovana Mendes de Lacerda,! Alefe Brito Monteiro,! Saulo Relison Tintino,
Gyllyandeson de Araijo Delmondes, ! Cicera Norma Fernandes,! Izabel
Cristina Santiago Lemos,! Emmily Peticia do Nascimento,! Tatyelle Bezerra
Carvalho,! Henrique Douglas Melo Coutinho,! Irwin Rose Alencar de
Menezes,!I Marta Regina Kerntopf,!

Contents lists available at ScienceDirsc

S
; V) Microbial Pathogenesis
& sl
journal homepage: www.alsevier.com/locate/micpath
Psidium guajava L. and Psidium brownianum Mart ex DC.: Chemical \!)‘_-mm

composition and anti — Candida effect in association with fluconazole

Maria Flaviana B. Morais-Braga * ", Débora L. Sales ", Joara Nalyda P. Carneiro ?,

Antonio Judson T. Machado ?, Antonia Thassya L dos Santos °, Maria Audilene de Freitas ",
Gioconda Morais de A, Bezerra Martins ¥, Nadghia Figueiredo Leite *,

Yedda Maria L.S. de Martos #, Saulo R. Tintino *, Djair S.L. Souza ©, Irwin R.A, Menezes ",
Jaime Ribeiro-Filho Y, José G.M. Costa ", Henrique D.M. Coutinho "

124



(:’ Tayk ’ b branchs
Natural Product Research
Formerly Natural Product Letters
IS5N: 14780419 (Print) 1478-6427 (Online) Journal homepage: http.//www tandfonline com/olignpl20
Additive effect of Lygodium venustum SW. in
association with gentamicin
Marlia F. B. Morals-Braga, Teogenes M. Souza, Karla K. A. Santos, Glaucia
M. M. Guedes, Jacqueline C. Andrade, Saulo R. Tintino, Celestina E. Sobral-
Souza, José G. M. Costa, Antonio A. F. Saraiva & Henrique D. M. Coutinho
EIOTA Cros
AMTUARZONTIA chec
CFEN JOMNEL, SyaTem, et G
DOk hitp://dx.doi.org/10.18561/2179-5746 /biotaamazonia.vénl pb4-69

Efeito antibacteriano e antifingico de extratos etanélico, hexdnico e metanélico a partir de
folhas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers (Malva corama) contra cepas multi-resistentes a drogas

Paloma de Souza Santana’, Raul Souta Andreza', Vivianne Indcio Leite’, Priscila Carocas Vieira de Souse’, Amanda Aragéo
Alver’, Saulo Relison Tintino', Clicere Datiane Morais de Oliveira’, Fernando Gomes Figueredo®, Gabriel Gusmdo Grisi Rocha’,
Ano Luiza de Aguiar Rocha Martin’, Bruna Suellen Pereira”, Roberfo Oliveiro da Costa’, Francisco Adelvane de Poulo
Rodrigws", Livio Maria Garcio Leandro’, Padro Everson Alexandre de Aquino |

125

Articulos de investigacion cientifica

Avaliacdio da afividade antibacteriana dos extratos metandlico
e hexdnico do caule folhado de Melissa Officinalis L.

Evaluation of the Antibacterial Activity of Methanolic and Hexanic Extracts of Puff Pastry Stem,
Melissa Officinalis L.

Evaluacion de la actividad anfibacterial de extractos metanol y hexano, el tallo rodadura Mefissa Officinalis L.

Amanda . L. de Sousa MD', Raul de S. Andreza MD', Erivania F. Alves MD', Ana J. F. Cruz MD', Livia M. G. Leandro MD',
Tassia T. de A. M. Guedes MD', Rakel 0. de Macédo MD', Luciene F. de Lima MD?, Cicera Datiane M. de Oliveira-Tinfino MD?,
Henrique DM Coutinho PhD? Saulo R. Tintino PhD?, Priscila C. V. de Sousa MS¢*, Pedro E. A. de Aquino MS¢!

Recbido: 12 de marzo de 2015 @ Aceptado: 13 de septiembre de 2015



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2016;21(1):20-30

ARTICULO ORIGINAL

Atividade antibacteriana e moduladora in vitro de extrato
metanédlico e hexanico de beta vulgaris spp. (Linnaeus)

Actividad antibacteriana y modulacion in vitro de extractos
de metanol y hexano del beta vulgaris spp. (Linnaeus)

Antibacterial activity and modulatory in vitro methanol and
ethanol extracts of beta vulgaris spp. (Linnaeus)

Maria Aline Ferreira Sobral,® Raul de Sousa Andreza,! Erivania Ferreira Alves,!
Ana Jessica Furtado Cruz,! Amanda Talita Lopes de Sousa,! Cicera Datiane de
Morais Oliveira,’! Saulo Relison Tintino, Livia Maria Garcia Leandro,! Pedro
Everson Alexandre de Aquino,™ Luciene Ferreira de Lima™

126



127

Seuds Joumul of Biological Scenves (2017) 24 59-64

King Saud University

g Saudi Journal of Biological Sciences

www ksisadusu
www acenoedinect com

ORIGINAL ARTICLE

Menadione (vitamin K) enhances the antibiotic @) e
activity of drugs by cell membrane permeabilization
mechanism

Jacqueline C. Andrade “, Maria Flaviana B. Morais Braga ",
Glaucia Morgana M. Guedes *, Saulo R. Tintino *, Maria A. Freitas ”,
Lucindo J. Quintans Jr.", Irwin R.A. Menezes *. Henrique D.M. Coutinho *

Environ Sci Pollut Res @ CrossMark
DO 10,1007 511 356-017-9366-x

PLANT-BORNE COMPOUNDS AND NANOPARTICLES: CHALLENGES FOR MEDICINE, PARASITOLOGY

Toxicity against Drosophila melanogaster and antiedematogenic
and antimicrobial activities of Alternanthera brasiliana (L.)
Kuntze (Amaranthaceae)

Henrigue Douglas Melo Coutinho' « Cicern Datiane de Morais Oliveira- Tintino*
Saulo Relison Tintine' « Rnimundo Luiz Sitva Pereira’ « Thingo Sampaio de Freitas' «
Maria Arlene Pesson da Silva '+ Jeferson Luis Franco® -

Francisco Assis Bezerra da Cunha® « José Galberto Martins da Costa® -

Irwin Rose Alencar de Menezes® « Aline Augusti Boligon "+

Joiio Batista Teixeirn da Rocha” « Maria Ivancide Rocha ' -

Joyey Francely Sampaio dos Santos”

food and Chenncal Tomacolagy 107 (2017 572 =50

Contents lists available st ScienceDiract = Faod vt
Tosacoingy

Food and Chemical Toxicology

Fl SEVIER journal homepage: www. slsevier.com/locatefoodohamtox s

Seasonal variation of Brazilian red propolis: Antibacterial activity, @Cwm
synergistic effect and phytochemical screening
M.S. Regueira Neto ™, Saulo Relison Tintino ", Ana Raquel Pereira da Silva ",

Maria do Socorro Costa ", Aline Augusti Boligon °, Edinardo F.F. Matias °,
Valdir de Queiroz Balbino *, Irwin R.A. Menezes ", Henrique Douglas Melo Coutinho "



128

Revista Cubana de Plantas Medicinales 2017;22(1)

ARTICULO ORIGINAL

Modulacdo in vitro da atividade antibiética pelo éleo
essencial dos frutos de Piper tuberculatum Jacq

Modulacién in vitro de la actividad antibiotica por el aceite
esencial de frutos de Piper tuberculatum Jacq

In vitro modulation of the antibiotic activity of essential oil
from fruits of Piper tuberculatum Jacq

Valterlicio dos Santos Sales, Emmily Peticia do Nascimento, Alefe Brito
Monteiro, Maria Haiele Nogueira da Costa, Gyllyandeson de Araujo
Delmondes, Tereza Raquel Carneiro Soares, Saulo Relison Tintino,
Francisco Rodolpho Sobreira, Dantas Nobrega de Figuéiredo, Cristina Kelly
de Souza Rodrigues, José Galberto Martins da Costa, Henrique Douglas
Melo Coutinho, Cicero Francisco Bezerra Felipe, Irwin Rose Alencar de
Menezes, Marta Regina Kerntopf

Contents lists available at ScienceDirect

i Industrial Crops & Products

journal homepage: www slsevier com/locatallnde

Short communication

Trypanocide, antileishmania and cytotoxic activities of the essential oil from (!)VW_,_"_
Rosmarinus officinalis L in vitro

Pedro S. Pereira®, Ana J. Maia”, Saulo R. Tintino”, Cicera Datiane de M, Oliveira-Tintino®,
[ranir Samya de S, Raulino”, Maria C. Vega”, Miriam Rolon”, Cathia Coronel”,

Luiz Marivando Barros®, Antonia Eliene Duarte”, Irwin RA. de Menezes”,

Henrique D.M. Coutinho™, Teresinha G. da Silva



129

Water Air Soil Pollut (2017) 228:424 @ CrossMark
https:/idoiorg/ 10.1007/511270-017-3614-2

Stryphnodendron rotundifolium Mart. As an Adjuvant
for the Plant Germination and Development Under Toxic
Concentrations of HgCl, and AICl,

Henrigue D. M. Coutinho « Gioconda M. A. B. Martins « Maria F. B. Morais-Braga «
Irwin R. A Menezes « Antonio J. T. Machado « Maria A. Freitas - Antonia T. L. Santos -
Maria S, Costa « Fiabia F. Campina « Ana Raquel P. Silva « Luciene F. Lima -

Nadghia F. Leite - Saulo R, Tintino

Food and Cheemcal Taccology 109 | 2077 ) 957561

“ "?7'“#‘ iy Contants lists available at ScienceDitect ‘ 2 g‘a =
E econagy |
";‘g% s "L \

Food and Chemical Toxicology

journal homepage: www . slsevier.com/locata/Toodechemiox _—' =

Inhibition of the TetK efflux-pump by the essential oil of Chenopodium @ A —
ambrosioides L. and z-terpinene against Staphylococcus aureus 1S-58

Paulo W. Limaverde *, Fabia F. Campina *, Francisco A.B. da Cunha *,
Francidalva D. Crispim *, Fernando G. Figueredo *, Luciene F. Lima *,

Cicera Datiane de M. Oliveira-Tintino ", Yedda M.L. S. de Matos ",

Maria Flaviana B. Morais-Braga *, Irwin R.A. Menezes ", Valdir Q. Balbino *,
Henrique D.M. Coutinho ", José P. Siqueira-Junior “, Jackson R.G.S. Almeida *,
Saulo R. Tintino !

Micrutdal Famogeregs 115 (201H) 175178

Contents lists available at SeienceDirect "1, ,ﬁﬂ.}
& T3 1 Y

)

Microbial Pathogenesis v

ELSEVIER journal homepage: www slsaviar.com/ilocate/micpath

Evaluation of antibacterial and modifying action of catechin antibiotics in )
resistant strains ==

Fernanda Mateus Silva Gomes®, Jayze da Cunha Xavier’, Jovey Francely Sampaio dos Santos™”,
Yedda Maria Lobo Soares de Matos®, Saulo Relison Tintino”, Thiago Sampaio de Freitas®,
Henrique Douglas Melo Coutinho"

* Laboraroey of Microbiolegy ind Molacular Wology (L MUM), Dieperteneny of Solapical Chamsstry, CCIS AURCA, Brazil
¥ Laborutary of Semt Arid Bigrospecting (Ld-Sugragpe ). Dipartaens of Bulopkal Chambstry/ CORS/URCA, Brosd




130

Saudi Journal of Biological Sciences (2018) 25, 37-43

King Saud University

Saudi Journal of Biological Sciences

www.ksu.edu.sa

Al Apprall Agagst
www.sciencedirect.com T

BAUD! BIOLOGICAL SOCIETY

ORIGINAL ARTICLE

Potentiation of antibiotic activity by Passiflora W) s
cincinnata Mast. front of strains Staphylococcus
aureus and Escherichia coli

Ana Luiza A. Siebra®, Larissa R. Oliveira “, Anita O.B.P.B. Martins *,

David C. Siebra", Rosimeire S. Albuquerque “, Izabel Cristina Santiago Lemos *,
Gyllyandeson A. Delmondes *, Saulo R. Tintino “, Fernando G. Figueredo .

Jose Galberto M. da Costa “, Henrique D.M. Coutinho “, Irwin R.A. Menezes *,
Cicero F.B. Felipe *, Marta R. Kerntopf **

* Laboratory of Pharmacology and Molecular Chemistry and Laboratory of Pharmacology of Natwral Products,

Center of Biological Sciences and Health, Regional University of Cariri, Crato, CE, Brazil

Y Federal University of Ceard, Campus Cariri, Barbalha, CE, Brazil

¢ Laboratory of Microbiology and Molecudar Biology, Regional University of Cariri, Crato, CE, Brazil

4 Laboratory of Research in Natural Products, Center of Biological Sciences and Health, University of the Region of Cariri,
Crato, CE, Brazil

Contonts Tists avallably ut Sciencetilect

Phytomedicine

| joumal homepage: www. elsavinr camiocata’phymed

Oniginal Article

Anti-inflammatory and anti-edematogenic action of the Croton campestris A. St.-Hil
(Euphorbiaceae) essential oil and the compound B-caryophyllene in in vivo models 5

Cicera Datiane de Momis Oliveira-Tintino™™", Renata Torres Pessoa”,

Maria Nevze Martins Fernandes”, Isabel Sousa Alcintara”, Bruno Anderson Fernandes da Silva”,
Maria Rayane Correia de Oliveira”, Anita Oliveira Brito Percira Bezerra Martins®,

Maria do Socorro da Silva®, Saulo Relison Tintino”, Fibio Fernandes Galvao Rodrigues’,

José Galberto Martins da Costa”, Sidney Gongalo de Lima®, Marta Regina Kerntopf”,



Erwian Jovamal of Pharsserstical Resssssth (JOIX) 17 (1) 248.273 Copmgts € 2010 by Scheol of Mhmmary
Reveived: Nasepster 2017 Thabead Retimbei Unvoornts of Madacal Scimnces sad Beadts Sevoe
Arerpiod Augint 2016

Original Article

Antiparasitic Activity and Essential Oil Chemical Analysis of the Piper
Tuberculatum Jacq Fruit

Valterlicio dos Santos Sales®, Alefe Brito Monteiro®, Gyllyandeson de Aranjo Delmondes®, Ennuily
Peticia do Nascimente®, Francisco Rodolpho Sobreira Dantas Nobrega de Fignéiredo®, Cristing Kelly
de Souza Rodrigues®, Josefa Fermanda Evangelista de Lacerda®, Cicera Norma Fernandes”, Maysa de
Oliveira Barbosa®, Adamo Xenofonte Brasil, Saulo Relison Tmtine®, Maria Celeste Veza Gomez",
Cathin Coronel’, Henrique Douglas Melo Coutinho®, José Galberto Martins da Costa®, Cicero
Francisco Bezerra Felipe!, Irwin Rose Alencar de Menezes® and Marta Reginn Kemtopt™”

“Department of Blological Chemistry, Regional University of Cariri, Crato, CE, Brazil.
‘Cunter for the Development of Sctentific Research, Foundation Moisés Bertoni/Laboratories
Dea: Gill, Asuncién-Paraguay, "Department of Molecular Bilogy, Federal University of
Paralba, Paratbo, PB, Brazil.

Abstranct

Compamtivr Immunobegy, Micrabislogy nmd Edertious Dtsssssy 57 (2010) 2220

Contents lists svaillable at ScienceDirecs

Comparative Immunology, Microbiology
g A8 and Infectious Diseases
ELSEVIER journal homepage: www aisevier.com/locatalcimid

In vitro e in silico evaluation of the inhibition of Staphylococcus aureus efflux | )
pumps by caffeic and gallic acid H

Joycey E.S. dos Santos", Saulo R. Tintine", Thiago S. de Freitas”, Fibia F. Campina®,
Irwin R. de A. Menezes®, José P. Siqueira-Jinior”, Henrique D.M. Coutinho™",
Francisco A.B, Cunha”

* Labvoratory of Sem-Avid Mepengucrig (Lab-Bigvegec), Depsriment of Biogical Chemisiry/ CORS/URCA, Cear, Brasd

® Laborsiory of Microbinlngy el Molreadar Molegy (UMM, Deparemeny of MiologicalChemsry/ CCBS/URCA, Crand, Rraxi

* Labs y of Ph logy and Molrcdar Chemisry (LIQM), Deparmens of Mudogical Chessry /CCRSURCA, Ceard, Brosdl
“wqmmaﬂanumuqnmwmmm

131



Contents lists available at SSenceDirect

Food Chemistry

ELSEVIER journal homepage: www slssvier com/locstefoodohem

CHEMISTRY

Inhibition of the essential oil from Chenopodium ambrosioides L. and a-
terpinene on the NorA efflux-pump of Staphylococcus aureus

Cicera Datiane de Morais Oliveira-Tintino™", Saulo Relison Tintino®, Paulo W. Limaverde",
Fernando G. Figueredo®, Fibia F. Campina®, Francisco A.B. da Cunha”, Roger H.S. da Costa”,
Pedro Silvino Pereira®, Luciene F. Lima®, Yedda M.L.S. de Matos”,

Henrique Douglas Melo Coutinho™”, José P. Siqueira-Jinior”’, Valdir Q. Balbino®,

Teresinha Gongalves da Silva“

-meqmumw W.ymw Regonad Undversity of Cortri O, Brasd

f Chemisitry Lals . D of Chemical Sioleyy, Reghomel University of Cortl, Oueo, Coara, Brasil
“ Fruk ,uuq.nl- ¥ Laborutery (LABHE), Deportsent of Genitics — CCH, UVVE, Brasil
‘Lﬁu-nvyafwca‘uﬂﬂl) llpmldl‘dmﬁruv -~ COEN, LPPR, freesd
* Laboesory of R qecting of Pt s (ROSARMATOX], D of Amstkescs, Federal L ty of Permasteco (UIPE), Recft.

Nroml

132





