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RESUMO

Os compostos fendlicos constituem uma das principais classes de metab6litos secundarios de
plantas, sintetizados para a defesa vegetal e adaptacdo ao estresse ambiental. Estdo
subdivididos em trés grupos: acidos fendlicos, flavonoides e taninos. Tém sido propostos
como tendo uma variedade de efeitos bioldgicos na salde humana e sobre microrganismos
como S. aureus. Casos de infeccOes provocadas por cepas de S. aureus multi droga resistentes
(MDR) tém aumentando ao longo dos anos. Dentre as estratégias de combate a resisténcia de
S. aureus a antibidticos, esta a descoberta dos chamados agentes modificadores da resisténcia
(RMA- resistance-modifying agents). Neste estudo, avaliamos o potencial modulador e efeito
sinérgico de flavonoides, taninos e acido fendlicos sobre a atividade antibidtica de
norfloxanina (NOR), tetraciclina (TET) e eritromicina (ERI) em linhagens de S. aureus.
Foram testados seis flavonoides - O-glicosideo e C-glicosideo - e seus derivados aglicona,
dois taninos (galotanino e elagitanino), acidos fendlicos (&cido hidroxidifénico e derivados do
acido cinamico). Os compostos testados ndo apresentaram atividade antimicrobiana a 128
ug/mL (CIM entre 256 e 512 pug/mL). No teste de modulagao, os flavonoides O-glicosilados
ndo apresentaram efeito redutor da CIM dos antibidticos testados, no entanto, seus derivados
aglicona reduziram a CIM da NOR em até dezesseis vezes (128 para 8 ug/mL), em contra
partida, os flavonoides C-glicosilados, miricetrin e quercetrin, reduziram a CIM da NOR em
até quatro vezes (128 para 32 pug/mL) e os seus derivados aglicona ndo apresentaram efeito
redutor da CIM dos antibidticos testados; o acido hexahidroxidifénico (&cido galico) néo
apresentou efeito redutor da CIM dos antibidticos testados; dentre os derivados do &cido
cindmico ensaiados, apenas o acido 3-metoxicinamico, acido 3,4-dimetoxicinamico e acido
3,4,5-trimetoxicinamico reduziram a CIM da NOR (128 para 64 ug/mL), enquanto o &cido 3-
metoxicindmico, apresentou efeito redutor da CIM da tetraciclina (64 para 32 pg/mL); 0
elagitanino (&cido elagico) nao apresentou efeito redutor da CIM dos antibioticos testados, ja
0 galotanino (acido tanico — AT) reduziu trinta e duas vezes a CIM da NOR (128 para 4
ug/mL), no teste checkerboard o AT apresentou efeito sinérgico quando aplicado em
combinagdo com NOR (ICIF = 0,15) CIM do AT diminuiu de 512 para 64 pg/mL (oito
vezes), enquanto a CIM da NOR diminuiu de 128 para 4 pg/mL (trinta e duas vezes). Os
resultados obtidos demonstram que compostos fendlicos, possuem um potencial de aplicacado
como adjuvante de antibioticos, particularmente quando em uso combinado com NOR.

Palavras-chave: resisténcia bacteriana; Staphylococcus aureus; compostos fendlicos.



ABSTRACT

Phenolic compounds are a major class of plant secondary metabolites synthesized for plant
and adaptation to environmental stress defense. Are divided into three groups: phenolic acids,
flavonoids and tannins. Have been proposed as having a variety of biological effects on
human health and microorganisms such as S. aureus. Cases of infections caused by strains of
S. aureus multi drug resistant (MDR) has increased over the years. Among the strategies to
combat resistance of S. aureus to antibiotics, is the discovery of so-called modifiers resistance
(Resistance-Modifying Agents - RMA). In this study, we evaluated the potential modulator
and synergistic effect of flavonoids, tannins and phenolic acid on antibiotic activity
norfloxanina (NOR), tetracycline (TET) and erythromycin (ERI) in strains of S. aureus. Six
flavonoids have been tested - O-glycoside and C-glycoside - and their aglycone derivatives,
two tannins (gallotannin and ellagitannin), phenolic acids (hydroxydiphenic acid and
cinnamic acid derivatives). The compounds tested showed no antimicrobial activity at 128
ug/mL (MIC between 256 and 512 pg/mL). In the modulation test, the O-glycosylated
flavonoids showed no reducing effect of the MIC of antibiotics tested, however, its aglycone
derivatives reduced the MIC in the NOR sixteen fold (8 to 128 ug/mL), in contrast, the C-
glycosylated flavonoids, quercetin and myricetin, reduced the MIC in the NOR up to four fold
(32 to 128 pg/mL) and their aglycone derivatives showed no reducing effect MIC of the tested
antibiotics; the hexahydroxydiphenic acid (gallic acid) showed no reducing effect of MIC of
the tested antibiotics; among the cinnamic acid derivatives tested, only 3-methoxycinnamic
acid, 3,4-dimethoxycinnamic acid and 3,4,5-trimethoxycinnamic acid reduced the MIC in the
NOR (64 to 128 ug/mL), while the 3-methoxycinnamic acid presented reducing effect of
tetracycline MIC (64 to 32 ug/mL); the ellagitannin (ellagic acid) showed no reducing effect
of MIC of antibiotics tested, already the gallotannin (tannic acid - TA) reduced thirty-two fold
the MIC NOR (128 to 4 ug/mL), the test checkerboard TA had effect synergistic when
applied in combination with NOR (FICI = 0.15) TA MIC decreased from 512 to 64 pug/mL
(eight fold) while the MIC of NOR decreased from 128 to 4 pg/mL (thirty-two fold). The
results demonstrate that the phenolic compounds have a potential application as an adjunct to
antibiotics, particularly when in combination with NOR.

Keywords: bacterial resistance; Staphylococcus aureus; phenolic compounds.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5A-

Figura 5B-

Figura 6 -

LISTA DE FIGURAS

Estrutura genérica da molécula de flavonoide.

Exemplos de tanino hidrolisavel e ndo-hidrolisavel.

Exemplos de acidos (a) hidroxibenzoicos e (b) hidroxicindmicos.
Mecanismos de resisténcia bacteriana.

Aprovagdes de antibidticos de 1983 (dados obtidos a partir do relatorio
do IDSA) em que a maioria desses medicamentos (75%) séo de duas
classes, b-lactamicos e quinolonas.

Historia de drogas antibacterianas, introducdes e aprovacao.

Provaveis meios de atuacdo de um inibidor de sistema de efluxo

20

21

25

27

28

29

33



Dissertagdo

Quadro 1-

Quadro 2-

Quadro 3-

Quadro 4-

Quadro 5-

Artigo

Tabela 1 -

Tabela 2 -

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Classes de compostos fendlicos em plantas.

Historia do desenvolvimento dos agentes antimicrobianos x subsequente
aquisicao da resisténcia pelos microrganismos.

Linhagens de S. aureus ensaiadas.

Solventes e Diluentes para a Preparacdo de Solugcdes Padrdo de Agentes
Antimicrobianos.

Compostos fenolicos ensaiados.

Values of minimum inhibitory concentration (MIC) of antibiotics and
ethidium bromide in the absence and presence of AT or AG against
effluxing strains of S. aureus.

Values of minimum inhibitory concentration (MIC) for AT and norfloxacin,
and fractional inhibitory concentration index (FICI) of the combined
application of both, against efluxing strains of S. aureus.

Outros resultados

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos fenolicos frente a
linhagens de S. aureus que superexpressam genes para proteinas de
efluxo.

Concentracdo inibitéria minima (CIM) de norfloxacina na presenca e
auséncia dos flavonoides frente a linhagem de S. aureus SA-1199B.

Concentracdo inibitéria minima (CIM) de norfloxacina na presenca e
auséncia dos taninos frente a linhagem de S. aureus SA-1199B.

Concentracdo inibitéria minima (CIM) de norfloxacina e tetraciclina na
presenca e auséncia dos derivados do acido cinamico frente a linhagens de
S. aureus 1S-58 e SA-1199B.

63

64

65

66

67

68



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABC - Superfamilia “4TP binding cassette”

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

AF — Acido ferralico

AE — Acido elagico

AG — Acido galico/ GA — Gallic acid

AT — Acido tanico/ TA — Tannic acid

BAB - Blood Agar Base

BHI — Brain Heart Infusion (caldo infusdo cérebro-coracao)
BRIC - Brasil, RUssia, india e China

BrEt — Brometo de Etidio/ EtBr — Ethidium bromide

CCDEP — Center for Disease Dynamics, Economics & Policy
CIF — Concentracéo Inibitoria Fracionaria/ FIC — Fractional Innhibitory Concentration
CIM — Concentragéo Inibitéria Minima

DMSO - Dimethyl sulfoxide

EPIs — Efflux Pump Inhibitors (inibidores de bomba de efluxo)
ERI — Eritromicina

ET - Elagitanino

FDA — Food and Drug Administration

FQS — Fluoroquinolonas

GT — Galotanino

HHDP — Acido hexahidroxidifénico

MATE - Multidrug And Toxic Compound Extrusion

MDR - Multiple drug resistance (Resisténcia multipla as drogas)

MRSA - Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (S. aureus resistente a meticilina)



MsrA — Macrolide Efflux Protein (proteina de efluxo para macrolideos)

MSSA - Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus (S. aureus sensivel a meticilina)
MFES - “Major Facilitator Superfamily”

NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards

NOR - Norfloxacina

NorA — Proteina de efluxo para fluoroquinolonas e outras substancias

TetK — Proteina de efluxo para tetraciclina



SUMARIO

LINTRODUGAO. ... e e
2 REVISAO DE LITERATURA. ......oiiiiiiiiiiiieee e
2.1 COMPOSTOS FENOLICOS: CLASSIFICA(;AO E BIOATIVIDADE ..................
P 0 A F= Y0 o] [ [
0 A - o 1 [0TSR
2.1.3 ACIdOS TENONCOS .......oveeiee e,
2.2 RESISTENCIA BACTERIANA . ......ooooeeeeeeeeeeeeeee ettt e
2.3 Staphylococcus aureus: ASPECTOS GERIAS E RESISTENCIA A DROGAS .......
2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA ADROGAS. ......ueiiieeiee e,
2.5 SISTEMAS DE EFLUXO ... e e e
2.6 AGENTES MODIFICADORES DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA..............
3MATERIAIS E METODOS. ......uiiiiiiiiiieee e
3.1 LINHAGENS DE TESTEE MEIOSDE CULTURA ... ..o,
3.2 ANTIBIOTICOS, BROMETO DE ETIDIO E CORANTE RESAZURINA............
COMPOSTOS FENOLICOS TESTADOS ..oovv e,
3.4 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA........cooviiiiiiiiiee,

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA A
DROGAS ... s

3.6 ENSAIO CHECKERBOARD . ..o,
REFERENCIAS
APENDICES

Apéndicel - Tannic acid as potential modulator of norfloxacin-resistance in
Staphylococcus aureus over-expressing norA-gene

4 OUTROS RESULTADOS . ..o
REFERENCIAS
B CONCLUSOES . ...



15

1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos constituem uma das principais classes de
metabdlitos secundarios, caracterizados por apresentar um anel aromatico, tendo um ou mais
substituintes hidroxilo (BRAVO, 1998; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;
LI et al., 2014). Podem ser subdivididos em trés grupos: &cidos fenolicos, flavonoides e
taninos (ROBBINS, 2003; VAQUERO et al, 2010; VAQUERO; FERNANDEZ; NADRA,
2011). Estes compostos tém sido propostos como possuidores de uma variedade de efeitos
bioldgicos sobre a salde humana, incluindo a atividades anti-inflamatéria, antialérgica,
antioxidante, vascular, e citotoxica antitumoral (HARBONE; WILLIAMS, 2000;
VAQUERO; NADRA, 2008).

Embora a terapia a base de plantas medicinais venha sendo praticada ha
milhares de anos, a identificacdo, eficacia e funcédo sinérgica dos constituintes presentes nas
plantas e alimentos vegetais ainda € pouco explorado. Dentre os fitoconstituintes que tem sido
investigados destacam-se metabdlitos secundarios, que sdo sintetizados para a defesa vegetal
em resposta de adaptacdo ao estresse ambiental (MCCLANAHAN, 2012).

Os fitoconstituintes tem sido propostos como uma das estratégias
alternativas para conter a resisténcia bacteriana e aumentar o uso clinico dos antibidticos
existentes, sendo aplicados como moduladores da resisténcia a drogas que inibam
determinados mecanismos de resisténcia, os chamados inibidores de bomba de efluxo (EPI —
Efflux pump inhibitor) que poderdo ser co-administrados com os antibidticos de uso corrente
(LYNCH, 2006). Alguns EPIs conhecidos apresentarem toxicidade na concentracdo desejada.
Nesta perspectiva, 0s compostos obtidos de plantas, relatados na literatura como possuidores
de atividade antimicrobiana, vém sendo avaliados como moduladores da resisténcia a drogas
ou adjuvantes de antibioticos (TEGOS et al., 2002; STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007).

Estima-se que mais de 70% das bactérias patogénicas sdo resistentes a pelo
menos um dos antibioticos disponiveis para uso clinico. Os chamados "superbugs"
(organismos que sdo resistentes a maioria dos antibioticos utilizados clinicamente) ou MDR
(Multidrug resistant- multidroga resistente) estdo surgindo em ritmo acelerado. Dentre estes,
destaca-se a bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus) responsavel por diversos casos de
infeccdes (LINDSAY; HOLDEN, 2004; DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Em 2014 a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou dados sobre a resisténcia a antibi6ticos que
mostra que a situacdo se agravou, principalmente, nos paises em desenvolvimento, onde

ocorre uso excessivo e falta de regulamentacdo na prescri¢do e venda destes medicamentos.
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Entre os principais mecanismos de resisténcia bacteriana pode-se citar o
sistema de efluxo (RUSSELL, 2000; POOLE, 2002). Estes sistemas sdo compostos por
proteinas hidrofdbicas capazes de exportar classes de medicamentos especificos ou compostos
de estruturas quimicas diversas ou toxinas, utilizando ATP ou gradientes idnicos como fonte
de energia (PUTMAN; VAN VEEN; KONINGS, 2000; SCHINDLER; JACINTO; KAATZ,
2013).

Considerando as diversas propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos
jé& relatadas na literatura, e o interesse atual para a descoberta de novos RMA, este estudo
investigou o efeito de trés grupos de compostos fendlicos — flavonoides, taninos e acidos
fendlicos - na modulacdo de resisténcia a drogas em linhagens de S. aureus multi-resistentes e

portadoras de bombas de efluxo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPOSTOS FENOLICOS: CLASSIFICACAO E BIOATIVIDADE

As plantas tém sido fonte de novos produtos quimicos e inimeros estudos
clinicos provaram o valor terapéutico de moléculas de origem vegetal, no organismo humano.
Na verdade, os produtos de origem vegetal representam cerca de 25 % dos medicamentos em
utilizacdo clinica corrente. Das mais de 350000 espécies de plantas superiores reconhecidas
atualmente, s6 5 a 10% foram investigados. Considerando-se que cada espécie de planta pode
conter de 500 a 800 diferentes metabolitos secundarios, assim o potencial para a descoberta de
novos produtos terapéuticos neste recurso largamente inexplorado é consideravel (ABREU;
MCBAIN; SIMOES, 2012).

Os autores acima citados ainda afirmam que alguns destes produtos
produzidos por plantas podem combater infeccbes com sucesso, e que de fato, a raridade
relativa de doengas infecciosas em plantas selvagens é uma indicacdo da eficacia dos seus
mecanismos de defesa inatos. Assim, acredita-se que esses fitoquimicos agem sinergicamente
com outros produtos intrinsecos (por exemplo, inibidores bomba de efluxo), desempenhando
assim um papel contra a infec¢do no sistema de defesa da planta.

Produtos fenolicos constituem um dos mais numerosos grupos de
metabolitos secundario onipresentes em plantas, comumente encontrados em diversos
produtos alimentares, principalmente vegetais e frutas (SOOBRATTEE et al., 2005;
VAQUERO; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008; LI et al., 2014). Estes compostos tém
um papel importante no crescimento e reproducédo, proporcionando protecdo contra patdgenos
e predadores (BRAVO, 1998). Muitos destes produtos sdo produzidos como um mecanismo
de defesa da planta em resposta ao rompimento do tecido ou ataque patogénico. (ABREU;
MCBAIN; SIMOES, 2012).

Ahmad et al. (2012) definem polifendis como fito-quimicos naturais de
plantas que possuem atividade antioxidante, quimio-preventiva e propriedades
quimioterapicas. Alimentos como macd, frutas vermelhas, meldo, uva, pera, ameixa, brocolis,
repolho e cebola sdo ricos em polifendis. Alguns polifendis sdo conhecidos por bloquear a
acdo de enzimas e outras substancias que promovem o crescimento de células cancerosas.
Além disso, os efeitos benéficos da dieta rica em polifendis sdo, em parte, ligados ao bloqueio
da sintese de ATP nas células tumorais conduzindo assim a apoptose. Os polifendis séo

também conhecido por ter atividade antimicrobiana através de agdes inibidoras em ATP
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sintase. Assim, o entendimento do mecanismo de agdo dos polifendis pode levar ao
desenvolvimento de melhores estratégias de combate os efeitos de bactérias patogénicas
(AHMAD et al., 2012).

Estruturalmente, os compostos fendlicos compreendem um anel aromatico,
tendo um ou mais substituintes hidroxilo, e uma gama de moléculas fendlicas simples para
compostos altamente polimerizados (BRAVO, 1998; BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006; LI et al., 2014). Apesar desta diversidade estrutural, o grupo de compostos
é frequentemente referido como ‘polifendis’.

Embora o esqueleto basico permaneca 0 mesmo, a posi¢do e o nimero de
grupos hidroxilo no grupo de fenol sdo considerados diretamente relacionados com a sua
toxicidade relativa para 0s microrganismos e sdao as principais caracteristicas estruturais que
influenciam a capacidade antioxidante de fendis, com a evidéncia do aumento da toxicidade
como resultado da hidroxilagdo (COWAN, 1999; SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010;
BORGES et al., 2013). Além disso, alguns autores descobriram que os fendis mais oxidados
tém propriedades antimicrobianas mais elevadas (COWAN, 1999; SCALBERT, 1991;
SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010).

Compostos fendlicos podem ser categorizados em varias classes, como
mostrado no quadro 1 (HARBORNE, 1989; HARBORNE; BAXTE; MOSS, 1999). Destes,
0s &cidos fenolicos, flavonoides e taninos sdo considerados como 0s principais compostos
fendlicos na dieta humana (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; BORGES et
al., 2013; KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014).

Quadro 1 - Classes de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoéicos Ce-C;
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Ces-Cs
Acidos hidroxicinamico, fenilpropanoides CC
(cumarinas, isocumarinas, cromonas, cromenas) 673
Naptoquinonas Ce-Cs
Xantanas Ce-C1-Cq
Estilbenas, antraquinonas Ce-C-Cs
Flavovonoides, isoflavonoides Ce-C3-Cs
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C5-Co)2
Ligninas (Cs-C3)n
Taninos condensados (proantocianidinas) (Cs-C3-Co)n

Fonte: Adaptado de BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006.




19

2.1.1 Flavonoides

Os principais ingredientes nutracéuticos ativos em plantas séo flavonoides.
Os flavonoides naturais, especialmente seus glicosideos, sdo os compostos fendlicos mais
abundantes em alimentos e sdo de grande interesse geral, devido as suas diversas atividades
bioldgicas. Dados epidemioldgicos indicam que os flavonoides dietéticos desempenham
papéis fundamentais na prevencdo e controle de doencgas crdnicas, tais como cancer, diabetes
e doencas cardiovasculares. Como ¢ tipico para os compostos fendlicos, que podem agir como
potentes antioxidantes e quelantes de metais. Flavonoides também tem sido desde ha muito
reconhecidos por possuirem atividades anti-inflamatéria, antialérgico, hepato protetora,
antitrombdtica, antiviral e anticarcinogénica (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008; XIAO;
MUZASHVILI; GEORGIEV, 2014). A atividade antimicrobiana de flavonoides &, em grande
parte devido a sua capacidade de penetrar membranas biologicas (DAVIDSON; NAIDU,
2000).

Os flavonoides constituem um dos grupos mais ubiquos de todos os
compostos fendlicos de plantas, sendo que 8000 variedades de flavonoides ja foram
identificadas. Aproximadamente 50 anos atras, informacgdes sobre 0s mecanismos de acao de
flavonoides apresentavam-se como suposicdes. Em 1930, Szent-Gyorgyi isolou uma nova
substancia a partir de laranjas e classificou-a como vitamina P, entretanto mais tarde, tornou-
se claro que esta substancia representava na verdade um flavonoide (HARBORNE et al.,
1999; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008; EL ANTRI et al., 2004).

Flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo de quinze
atomos de carbono, dispostos em uma configuracdo C6-C3-C6. Essencialmente, a estrutura é
composta de dois anéis aromaticos A e B, unidas por uma ponte 3-carbono, geralmente sob a
forma de um anel heterociclico, C (Figura 1). O anel aromatico A é derivado do etilo/via
malonato, enquanto que o anel B é derivado da fenilalanina através da via do chiquimato.
Ocorrem como agliconas, derivados glicosideos e metilado. Em plantas, flavonoides agliconas
(isto é, flavonoides sem acucar ligado) ocorrem numa variedade de formas estruturais
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE,
2008).
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Figura 1 - Estrutura genérica da molécula de flavonoide. Fonte: BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006.

Os flavonoides ocorrem como o ou B glicosideos, tais como flavonoides
glicosideos, galactosideos, rhamnosides, arabindsidos e rutinosides (FANG et al, 2013.;
PUGLIESE et al, 2013.; TAHERI et al., 2013). Flavonoides que ocorrem naturalmente sao
como O- ou C-glicosideos da fragdo flavonoide, ocorrem principalmente nas posicdes 3 ou 7
O-glicosideos, mas podem ocorrer nas posicdes C-5, 6, 8 e 4. Em algumas frutas, como
macas, flavonois sdo geralmente O-glicosilados na posicdo C-3 (TIBERTI et al., 2007). Os O-
glicosideos possuem substituintes de agucar ligado a um grupo hidroxilo da aglicona,
considerando que possuem grupos C-glicosideos de aclcar ligado ao carbono de aglicona
geralmente em C-6 ou C-8 através da formacdo de uma ligacdo C-C, dando-lhes maior
resisténcia a hidrdlise acida (RIJKE et al, 2006; YEGANG et al, 2010; CHOI et al., 2014). Os
flavonoides C-glicosideos, membros importantes do familia dos flavonoides presente nos
alimentos e nutracéuticos, foram relatados possuir uma vasta gama de atividades bioldgicas
(CHOI et al., 2014).

2.1.2 Taninos

Taninos sdo polifendis soliveis em agua, classificados em hidrolisaveis e
ndo-hidrolisaveis (condensaveis) (Figura 2) comumente encontrados em fontes herbaceas e
caules de plantas. Tanino é o Unico grupo de metabdlitos fendlicos com peso molecular entre
500 e 30.000 Da, que esta amplamente distribuida em quase todos os alimentos de origem
vegetal (SALIMEN; KARONEN, 2011; ZHANG et al., 2012).

Taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acidos fendlicos - quando acido galico

(AG) origina galotaninos (GTs); quando acido hexahidroxidifénico (HHDP), origina



21

elagitaninos (ETs) - e um poliol, normalmente glicose. O &cido hexahidroxidifénico de
elagitaninos sofre lactonizacdo para produzir &cido elagico (AE). (SCALBERT, 1991;
AKIYAMA, 2001; SERRANO et al., 2009; ZHANG et al., 2012). Os galotaninos e
elagitaninos, sédo produtos do metabolismo do AG oriundo do metabolismo do shikimato
(&cido 3,4,5-trihidroxibenzoico) (HASLAM; CAI, 1994; QUIDEAU et al., 2011) Tém sido
reportados como bacteriostaticos ou bactericidas contra S. aureus (AKIYAMA, 2001; XU et
al., 2015).

Acido tanico Acido elagico
(Hidrolisével) (N&o-hidrolisavel)

HO

OH

H° 5 p 0.__0 OH
o@m b ()
HO

O OH

o "0

Figura 2. Exemplos de tanino hidrolisavel e ndo-hidrolisavel. Fonte: SIGMA-ALDRICH

O é&cido tanico (AT) é um importante membro dos galotaninos pertencentes
a classe hidrolisavel (AKIYAMA et al., 2001). E considerado como Aditivo Reconhecido
Geralmente como Seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) para 0 uso
como um aditivo direto em alguns produtos alimentares (21 CFR184. 1.097, US Code of
Federal Regulation, 2006). Ele é tradicionalmente relacionado a um importante fator de
defesa da planta contra insetos herbivoros, fungos e bactérias, além de apresentar atividade
antioxidante sobre acidos graxos polinsaturados, além de atividade antiviral (SCALBERT,
1991; MAQSOOD; BENJAKUL, 2010; SALMINEN; KARONEN, 2011; ZANG et al., 2012;
XU et al., 2015).

O AT € um eéster D-glicose de acido galico em que os grupos hidroxilo do
hidrato de carbono estdo totalmente esterificados com dimeros de acido galico. Seus maltiplos

grupos fendlicos podem interagir com macromoléculas bioldgicas. Possui forte poder
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adstringente, antioxidante, hemostético, propriedades antibacterianas e aplicacGes benéficas,
pois, além de outros usos nos industrias téxteis, vinho e madeira, foi descoberto na area
médica como uma droga para o tratamento de Ulceras cutaneas, queimaduras, feridas e dor de
dente (XU et al., 2015). Estad presente numa variedade de frutas e vegetais, incluindo cha,
cacau, feijdo, uva, morango, caqui, especialmente a casca da espécie de carvalho (ZENGIN et
al., 2014).

ETs sdo polifendis bioativos abundantes em algumas frutas, nozes e
sementes, como romés, framboesas, morangos e améndoas. O AE e seus derivados complexos
sdo os principais representantes de ETs. Hidrolise de ETs com acidos ou bases, produz acido
hexahidroxidifénico. Esta reacdo tem sido utilizada para a detecgéo e quantificagdo de ETs em
equivalentes AE apds hidrdlise &cida de amostras de alimentos (LANDETE, 2011).

O AE é um polifenol encontrado em altas concentragbes em frutos
comestiveis. Bagas da familia Rosaceae, em particular, contém altos niveis de equivalentes
AE. E derivado a partir de &cido galico, em que duas moléculas sio ligadas por ligacdes éster.
Tem sido o foco de muitos estudos nos ultimos anos, principalmente relacionada a suas
atividades antioxidante, anti-proliferativa, anti-estrogénica, anti-inflamatdria, antibacteriana e
inibindora da proteina quinase CK-2. Relatorios relativa a propriedades inibidoras de biofilme
contra Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae, Pseudomonas putida, e Burkholderia
cepacia tambem surgiram recentemente. Derivados do AE, por outro lado, tém sido relatados
como possuidores de atividades antiplasmodica, antibabesial, antioxidantes e antibacteriana
(QUAVE et al., 2012).

Taninos exercem atividade antimicrobiana através de ligacdo a parede
celular, perturbando a integridade da membrana. Os mecanismos antimicrobianos dos taninos
podem ser resumidos da seguinte maneira: (a) A propriedade adstringente do tanino pode
induzir complexacdo com enzimas ou substratos. Muitas enzimas microbianas em culturas
filtradas ou em formas purificadas sdo inibidas quando misturadas com taninos. (b) A
toxicidade tanina pode ser relatada por sua acdo nas membranas dos microrganismos. (c) A
complexacdo de ions metélicos por taninos pode ser responsavel por toxicidade tanina
(AKIYAMA et al., 2001; LI et al., 2013).
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2.1.3 Acidos fendlicos

Acidos fendlicos (AF) tais como p-cumarico, ferdlico, ou os acidos cafeico
sdo compostos fendlicos essenciais no reino vegetal, uma vez que eles sdo constituintes da
parede celular vegetal e estdo presentes em vacuolos. Eles podem ser liberados pelas plantas
durante vias de defesa e por plantas submetidas decomposicdo (no solo, fermentacGes de
alimentos, e no intestino). Na sua forma livre, acidos fendlicos sdo moléculas antimicrobianas
para alguns microrganismos (LICANDRO-SERAUT et al., 2013).

Os AFs constituem dois subgrupos, isto é, &cidos hidroxibenzdicos e
hidroxicinamicos (Figura 3). Acidos hidroxibenzoicos incluem o gélico, p-hidroxibenzdico,
protocatéquico, &cido vanilico e siringico, que tém em comum a estrutura C6-C1. Acidos
hidroxicinamicos, por outro lado, s&o compostos aromaticos com uma cadeia de trés carbonos
laterais (C6-C3), como caféico, ferulico, acidos p-cumarico e sindpico sendo 0 mais comum
(BRAVO, 1998; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). AF apresentam um
acido carboxilico funcional e sdo derivados hidroxilados de benzdico (por exemplo, &cidos
galico, protocateico e p - hidroxibenzdico) e acidos cindmico (por exemplo, acidos cafeico, p -
cumarico e feralico) (ROBBINS, 2003; STALIKAS, 2007; WANG et al., 2011).

a COOH COOH
HO YLOH S oH
OH OH
gallic acid protocatechuic acid
b
HO ’m/ COCH
. COOH T )
ﬂ\ j/ HO™ ™~
HO™ ™~ p-coumaric acid caffeic acid

CH,0._~__ . COOH
CH,O._~_ -~ COOH

HO™ ™~ |
ferulic acid HO \[/

OCH, sinapic acid

Figura 3. Exemplos de acidos (a) hidroxibenzéicos e (b) hidroxicinamicos. Fonte: BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006.
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Segundo Sénchez-Maldonado, Schieber e Génzle (2011) o aumento do
namero de grupos hidroxilo aumentada a atividade inibidora do crescimento de ambos &cidos
hidroxibenzdico e hidroxicindmicos. A substituicdo de grupos hidroxilo por grupos metoxi
aumentou a atividade de &cidos hidroxibenzdicos, mas ndo de hidroxicindmicos.

Os é&cidos hidroxicinamicos tém atividade antioxidante significativamente
maior do que os acidos hidroxibenzoico, que pode ser atribuido a presenca do grupo CH = CH
— COOH dos écidos hidroxicinamicos e o grupo COOH nos &cidos hidroxibenzdico. A
presenca do grupo CH=CH-COOH em acidos hidroxicindmicos fornece maior capacidade de
doar H e estabilizacdo subsequente do radical que o grupo carboxilato nos acidos
hidroxibenzédicos (BORGES et al., 2013). Uma explicacdo para a toxicidade acidos fendlicos
é que eles poderiam permeabilizar membrana celular, devido a sua estrutura e seu carater
lipofilico (CAMPOS et al. 2009; LICANDRO-SERAUT et al., 2013).

2.2 RESISTENCIA BACTERIANA

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou em abril de 2014 o
relatorio intitulado “Antimicrobial Resistance: Global Report on surveillance” no qual
descreve a atual situacdo da problematica da resisténcia bacteriana no mundo. Segundo o
documento, o0 mundo esta prestes a entrar em uma era "pos-antibioticos”, uma vez que em
algumas regides, 0 uso de antibidticos ndo é eficaz. Ainda segundo o relatorio, o problema
também parece ser particularmente agudo nos paises de economias emergente, conhecidos
como estados do ‘BRIC’: Brasil, Rissia, india e China. Paises desenvolvidos também s&o
afetados em grande escala por estes microrganismos. No entanto, nos Estados Unidos da
América, S. aureus resistente a meticilina provocou uma taxa de mortalidade maior que 0s
casos de morte por HIV e Hepatite B somados (Center for Disease Dynamics, Economics &
Policy — CDDEP, 2010).

Um panorama mundial, a partir da analise de dados oficiais nacionais,
mostra que o quadro é preocupante. A comecar pela falta de informac6es dos paises sobre a
situacdo de seus territdrios, uma vez que apenas 114 dos 194 paises forneceram dados
nacionais sobre resisténcia aos antibiéticos (OMS, 2014). No Brasil — embora seja 0 maior
pais da América Latina e apresente centros médicos de exceléncia — a resisténcia bacteriana
nos hospitais representa um grande problema e um desafio na terapia das infeccdes
bacterianas (ROSSI, 2011).
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O uso de antibidticos na pecuéria, o langcamento de aguas residuais das
industrias farmacéuticas em rios utilizados pela populacdo, falta de saneamento basico e,
principalmente, uso descontrolado de antibidticos, sdo as provaveis causas para o acelerado
aumento da resisténcia bacteriana. Na China, por exemplo, hospitais e clinicas recebem
incentivos financeiros para a prescricdo de medicamentos, e os antibiéticos sdo a sua maioria
(REARDON, 2014).

As taxas de resisténcia estdo aumentando mundialmente, novos mecanismos
de resisténcia estdo surgindo e infec¢bes causadas por bactérias multi-resistentes estdo cada
vez mais dificeis de tratar. Nosso arsenal atual de antibidticos esta constantemente a perder a
sua eficacia e ha poucos sinais de que serd devidamente reposto em um futuro préximo
(WRIGHT; SEIPLE; MYERS, 2014).

O surgimento de cepas de S. aureus resistente a uma ampla distribuicéo de
antibioticos — incluindo S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) da classe dos -
lactdmicos, aminoglicosideos, macrolideos, lincosamidas, fluoroquinolonas (FQS),
cloranfenicol, sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina — é uma causa de preocupacao
crescente em todo mundo e tornou-se um problema de pandemia devido a limitadas opcoes
terapéuticas disponiveis (SCHINDLER et al, 2013; FERREIRA et al., 2014).

Diante deste quadro mundial e da crescente problematica no territorio
brasileiro, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) por meio da resolucdo —
RDC N° 20, de 5 de maio de 2011 — tornou mais rigida a venda de antibioticos. Esta medida
busca reduzir/inibir a automedicacdo ja que, mesmo sendo necessaria a apresentacdo da
receita médica, esta nem sempre era solicitada e a venda destes medicamentos acontecia de

maneira indiscriminada.

2.3 Staphylococcus aureus: ASPECTOS GERAIS E RESISTENCIA A DROGAS

S. aureus sdo cocos Gram-positivos pertencentes a familia Micrococcaceae.
Suas colbnias geralmente medem cerca de 1 a 3 mm. S&8o bactérias anaerobicas facultativas
que estdo dispostas sozinhas, em pares ou formando grupos irregulares com aspecto de cacho
de uva (LINDSAY; HOLDEN, 2004). Este microrganismo € um membro comum da
microbiota natural da pele e fossas nasais de humanos (HANSON et al., 2011). O principal
reservatorio de S. aureus em humanos é nas fossas nasais, embora também € encontrada nas
mdos. Pode afetar negativamente a salde humana e animal, causando lesbes necréticas
graves, abscessos, endocardite e bacteremia (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013;
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FERREIRA et al., 2014). Também é uma das causas mais comum de infec¢des de feridas pos-
operatdrias e algumas cepas de S. aureus produzem toxinas que causam uma variedade de
sintomas especificos, incluindo a sindrome do choque tdxico e intoxicagdo alimentar (OMS,
2014).

S. aureus e suas vérias formas de MDR, tais como S. aureus heterogéneo
glicopeptideo — intermediario (hGISA ) e S. aureus resistente & meticilina (MRSA) tém sido
relatadas como preocupante pois 0s agentes patogénicos MDR comprometem a eficacia do
tratamento de infec¢Oes bacterianas. S. aureus resistente a meticilina (MRSA) inclui aquelas
estirpes que tenham adquirido um gene dando-lhes resisténcia a meticilina e, essencialmente,
todos os outros antibidticos p-lactamicos. (FITZGERALD et al., 2001; WEESE et al, 2005).

2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A DROGAS

O desenvolvimento da resisténcia € um processo evolutivo normal para os
microrganismos, mas € acelerado pela presséo seletiva exercida pela utilizagcdo generalizada
de agentes antibacterianos. Cepas resistentes sdo capazes de se propagar onde héa
descumprimento de medidas de prevencao e controle de infecgdes (OMS, 2014).

A introducéo dos antibidticos na quimioterapia das infec¢bes bacterianas em
meados do século XX revolucionou o tratamento medico, ocasionando a reducdo drastica da
mortalidade causada por doencas microbianas. Esses agentes antimicrobianos podem eliminar
as bactérias (atividade bactericida) ou evitar o seu crescimento (atividade bacteriostatica)
atacando principalmente trés alvos basicos dos sistemas bacterianos: biossintese da parede
celular, sintese de proteinas, reparo e replicacdo do DNA (WALSH, 2000).

A forma mais comumente descrita de resisténcia ocorre por mutagdo
genética ou através da aquisi¢do de nova informacdo genética que codifica para o elemento da
resisténcia. Os mecanismos conhecidos de resisténcia (Figura 4) incluem: 1) inativacdo da
droga catalisada por enzima — por hidrolise ou a formacao de derivados inativos; 2) mutacéo,
destruicdo ou superproducdo do alvo — a molécula alvo pode ser alterada por mutacdo ou
modificacdo enzimatica de tal modo que a afinidade do antibidtico para o alvo esta reduzida;
3) diminuicdo das concentrac@es intracelulares de drogas — absorcao prejudicada ou bombas
de efluxo dependentes de energia que promovem a eliminacdo de agentes antimicrobianos
para 0 meio extracelular mais rapido que a difusdo pela membrana plasmatica de maneira que
a concentracdo intracelular do agente se mantém insuficiente para bloquear as funcdes

celulares; 4) reducdo da permeabilidade da membrana externa — a droga ndo consegue



27

penetrar eficientemente na célula bacteriana (ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012;
SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013).

4) impermeabilidade de membrana
3) bomba de efluxo

membrana externa

|
Peptideoglicano *

membrana interna,
» /
/
‘\,

1) inativacao da droga

Nature Reviews | Microbiology

Figura 4 - Mecanismos de resisténcia bacteriana. Fonte: Adaptado de ALLEN et al. (2010).

Por muitos anos, 0s antibioticos apresentaram efeito no tratamento de
muitas infec¢des causadas por patdgenos, como S. aureus (FOURNIER; ARAS; HOOPER,
2000). No entanto, apos a difusdo do uso clinico das penicilinas, ocorreu o primeiro relato de
S. aureus resistentes a penicilina em 1940, seguindo-se do aparecimento de estirpes S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) (DIARRA et al., 2013), capazes de produzir penicilinase. No
fim da década de 50 do século passado, algumas linhagens de S. aureus tinham adquirido
resisténcia a praticamente todos os antibioticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina e a
tetraciclina (CHAMBERS, 1988).

Nos anos seguintes, outras linhas de defesa contra a ameaca do S. aureus
surgiram, como a descoberta do antibidtico vancomicina — um glicopeptideo isolado a partir

do fungo Amycolatopsis orientalis — a qual apresentou um excelente desempenho frente as
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linhagens MRSA. Fato que propiciou, ainda que de forma temporaria, certa tranquilidade no
combate a esses microrganismos, causando inclusive uma desaceleragdo nos investimentos de
empresas farmacéuticas em programas de pesquisa de novos agentes antimicrobianos. Porém,
a incidéncia de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA) abalou essa tranquilidade
(SILVEIRA et al., 2006).

A busca por novos antimicrobianos para superar os problemas da resisténcia
tem sido uma das prioridades da pesquisa na industria farmacéutica. No entanto, nos Gltimos
trinta anos, apenas duas novas classes de antibi6ticos entraram no mercado, 0s oxazolidinones
e os lipopéptidos ciclicos, os quais sdo utilizados contra infec¢des bacterianas Gram-positivas
(Figura 5A). A baixa taxa de surgimento de novas classes de drogas desde a década de 1960 é
evidente quando se examina a historia da Food and Drug Administration (FDA) a aprovacao
de agentes antibacterianos (Figura 5B). Na verdade, apenas seis novos antibidticos foram
aprovados ao longo dos ultimos nove anos e o sucesso deles foi comprometido devido ao
surgimento de resisténcia (ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012).

Total # New Antibacterial Agents
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Figura 5A. Aprovacdes de antibioticos de 1983 (dados obtidos a partir do relatorio do IDSA) em que a
maioria desses medicamentos (75%) sdo de duas classes, b-lactamicos e quinolonas. Fonte: ABREU;
MCBAIN; SIMOES, 2012,
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Figura 5B. Historia de drogas antibacterianas, introdugdes e aprovagdo. Fonte: ABREU; MCBAIN;
SIMOES, 2012.

2.5 SISTEMAS DE EFLUXO

A primeira descrigdo de proteina de efluxo em bactérias ocorreu em 1980,
ao se estudar a resisténcia a tetraciclina em Escherichia coli (McMURRY; PETRUCCI,
LEVY, 1980). Depois, diversas bombas de efluxo foram identificadas em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas resistentes a diferentes classes de antibidticos, incluindo
macrolideos, fluoroquinolonas, p-lactamicos e mais recentemente os aminoglicosideos (VAN
BAMBEKE et al., 2003; STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007).

A Resisténcia a antibioticos mediada por efluxo tem sido amplamente
descrita na literatura (McCALLUM; BERGER-BACHI; SENN, 2010, SCHINDLER;
JACINTO; KAATZ, 2013 ). E causada pela expressdo aumentada do gene codificador de
bombas de efluxo através de uma acdo reguladora da proteina, mutagdes reguladoras,
aquisicdo de plasmideo ou mutacbes que potencializam as bombas aumentando o efluxo da
droga. Sdo proteinas hidrofobicas, capazes de exportar classes especificas de drogas ou
compostos estruturalmente diversos e toxinas, utilizando ATP ou gradiente de ions como
fonte de energia (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013).

Bombas de efluxo sdo proteinas transmembrana envolvidas no transporte de
substratos toxicos, incluindo todas as classes de antibioticos clinicamente relevantes, do
interior da célula para o ambiente extracelular, diminuindo a concentracdo intracelular do
substrato antimicrobiano (PIDDOCK, 2006). Essas proteinas podem ser especificas a um
substrato ou transportar varios compostos estruturalmente ndo relacionados, como antibidticos
de classes diferentes. Neste Ultimo caso, tais bombas podem estar associadas a MDR

(WEBBER; PIDDOCK, 2003). Os compostos anfipaticos catidnicos sdo 0s substratos mais
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frequentes de muitas proteinas MDR (LEWIS, 2001). Os genes codificadores das proteinas de
efluxo e seus produtos estdo presentes em todos os organismos, desde bactérias até fungos e
eucariotos superiores (VAN BAMBEKE et al., 2003).

Os sistemas de efluxo séo classificados em 5 grandes familias. De acordo
com a energia usada para expulsar o substrato e a similaridade na sequéncia aminoacidica, sao
elas: superfamilia MFS (Major facilitator), superfamilia ABC (ATP binding cassette), familia
RND (resistance nodulation division), familia MATE (multidrug and toxic compound
extrusion) e familia SMR (small multidrug resistance) (SANCHEZ, 2003; KUMAR,;
SCHWEIZER, 2005).

Bombas MFS predominam entre bactérias Gram-positivas, incluindo o S.
aureus (HASSAN; SKURRAY; BROWN, 2007). Bombas MFS em S. aureus incluem o
bombas de efluxo MDR LmrS, NorA, NorB, NorC, MdeA, SdrM e QacA/B e o0s
transportadores especificos de tetraciclina Tet38 e TetK (YAMADA et al., 2006; FLOYD et
al.,2010; SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013).

Transportadores ndo-MFS em S. aureus incluem MsrA (ABC), Sav1866
(ABC), QacC (pequenas MDR), MepA (MATE) e o transportador SepA (ROSS, 1989;
SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013). Os perfis dos substrato destas bombas de MDR
variam em magnitude. Ao todo sdo capazes de transportar compostos, tais como antibioticos
(por  exemplo, aminoglicésidos, macrolideos, fluoroquinolonas, tetraciclina e
estreptogramina), biocidas (por exemplo, compostos de aménio quaternario [QAC] e
monovalente e cations divalentes) e corantes intercalantes (por exemplo, brometo de etidio
[EtBr], acriflavina e Hoechst 33342) (HASSAN; SKURRAY; BROWN, 2007; LI;
NIKAIDO, 2009).

A proteina de efluxo MDR melhor caracterizada em S. aureus € a NorA,
encontrada tanto em linhagens MSSA (Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina) como
em MRSA (GIBBONS, 2004; PIDDOCK, 2006), bem como, em linhagens clinicas que
superexpressam o0 gene norA (KAATZ; SEO; RUBLE, 1993; JONES et al., 2000). O gene
norA foi primeiro identificado em S. aureus, em 1990. Sua proteina (NorA) transporta
diversos substratos, tais como: fluoroquinolonas hidrofilicas (norfloxacina, ciprofloxacina,
lomefloxacina e ofloxacina), brometo de etidio, acriflavina, rodamina, centrimida, cloreto de
benzalconio, brometo de tetrafenilfosfonio, clorafenicol, além do alcaloide berberina
(NEYFAKH; BORSCH; KAATZ, 1993; KAATZ; SEO, 1995; AESCHIMANN; et al.,

1999). A inibicdo da proteina NorA fornece o aumento da susceptibilidade bacteriana de
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quatro a oito vezes mais para as fluoroquinolonas (YAMADA et al., 1997; HSIEH et al.,
1998).

2.6 AGENTES MODIFICADORES DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O aparecimento da resisténcia aos antibidticos tem reduzido o valor
terapéutico dos agentes existentes (Quadro 2) criando a necessidade da descoberta de novos
agentes antibacterianos cada vez mais eficientes — sejam de origem natural, semi-sintética ou
sintética (SILVEIRA et al., 2006; CHOPRA et al., 2002) — sendo também necessarios estudos
que levem a criacdo de formas mais ageis de diagndstico, que ajudem a entender como 0s
microrganismos Se tornam resistentes a medicamentos, e sobre como o comportamento

humano influencia essa resisténcia (OMS, 2014).

Quadro 2. Histéria do desenvolvimento dos agentes antimicrobianos x subsequente aquisicdo da
resisténcia pelos microrganismos.

Desenvolvimento dos antibiéticos

Relatos de resisténcia bacteriana

Penicilina (1942)

Estreptomicina (1947)
Tetraciclina (1952)

Vancomicina (1958)

Meticilina (1959)

Cefalotina (1964)
Gentamicina (1967)
Cefatoximina: aprovada
pela FDA (1981)

Imipenem, 1% carbapenem (1984)
Linezolida, 1* oxazolidinona: FDA aprovada
(2000)

Propagacéo da Penicilinase (1945)

Penicilinases transferidas a Gonococcus (1976)
Enterococcus resistente a penicilina (1983)
Resisténcia a estreptomicina (1947)

Resisténcia a tetraciclina (1956)

Raramente usada até meados de 1980
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) (1987)
S. aureus resistente intermediario a vancomicina (VISA) (1996)
S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) (2002)
S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (1961)
MRSA adquirida na comunidade (1999)

Resisténcia a cefalotina: 1% cefalosporina (1966)
Resisténcia a gentamicina (1970)

Resisténcia a cefatoximina (1983)

1° surto de K. pneumoniae resistente & 3* geracéo de cefalosporina (1987)

Acinetobacter baumanii resistente a carbapanem (1998)

S. aureus e VRE resistente a linezolida (2001)

Fonte: Adaptado de HUH; KWON, 2011.

Os problemas trazidos pela resisténcia bacteriana sdo agravados pela falta
de novas drogas antimicrobianas (em desenvolvimento) e isso é mais do que apenas um

problema de oferta futura de antibiéticos. Ensaios clinicos das empresas farmacéuticas de
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antibidticos constituiam uma valiosa fonte de dados de resisténcia para os pesquisadores de
salde publica (REARDON, 2014).

Uma importante estratégia potencial para ajudar a combater o problema da
resisténcia envolve a descoberta e desenvolvimento de novos agentes ativos capazes de
suprimir parcial ou totalmente 0 mecanismo de resisténcia bacteriana. O desenvolvimento dos
denominados agentes modificadores da resisténcia (RMA - Resistance-Modifying Agents)
representa uma atrativa estratégia para reduzir a disseminacdo da resisténcia bacteriana a
drogas, uma vez que poderiam facilitar a bem estabelecida reciclagem dos antibi6ticos, que
sd0 muitas vezes mais barato e menos toxico do que novos antimicrobianos (ABREU;
MCBAIN; SIMOES, 2012).

Os inibidores de resisténcia, também chamados moduladores da resisténcia
a drogas, modificadores de atividade antibiotica ou adjuvantes de antibioticos, sao
considerados como a alternativa mais apropriada das novas terapias antibacterianas (VAN
BAMBEKE et al, 2006; LYNCH, 2006). Moduladores da resisténcia a antibioticos séo
compostos que potencializam atividade antibiotica contra cepas resistentes. Alguns destes
agentes atuam como inibidores da bomba de efluxo (EPIs) (MAIA et al., 2011).

A procura por compostos que interagem com os sistemas de efluxo,
inibindo-os, foi iniciada nos anos 90, focando principalmente em S. aureus (PIDDOCK,
2006). Os mecanismos pelos quais os inibidores de bomba de efluxo podem atuar nao estdo
claramente compreendidos, mas tém sido propostas algumas formas de acdo (Figura 3), como:
ligar-se diretamente a um ou mais sitios de ligacdo na proteina de efluxo, de maneira
competitiva ou ndo -competitiva; apresentar afinidade pelo substrato transportado pela bomba,
formando um complexo que podera ndo ser mais reconhecido pela bomba de efluxo; interferir
no gradiente de proton; interagir com a membrana plasmatica modificando a conformacéo da
proteina de efluxo ou inibir a expressdo do gene de efluxo. Assim, a aplicacdo desses
inibidores em associacdo com antibidticos convencionais pode aumentar a concentracao
intracelular desses antibidticos, restaurando sua eficiéncia e reduzindo o emergente
desenvolvimento da resisténcia bacteriana (MARKHAM et al., 1999; ZLOH; KAATZ;
GIBBONS, 2004; LOMOVSKAYA; BOSTIAN, 2006; POOLE; LOMOVSKAY A, 2006;).
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Antibidticos

e Proteina de efluxo %
+ inibidor

Proteina
de efluxo

Inibidor

Figura 6. Provaveis meios de atuacdo de um inibidor de sistema de efluxo.
Fonte: https://news.brown.edu/articles/2011/11/bacteria, acesso em 23/03/2015.

Tal tratamento combinado pode reduzir o aparecimento de cepas resistentes
aos antibioticos, ampliar espectros de antibacterianos e reduzir a formacdo de biofilme e
resisténcia (LOMOVSKAYA; BOSTIAN, 2006; KVIST; HANCOCK; KLEMM, 2008;
SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013). Independentemente do mecanismo de acdo, um
EPI clinicamente relevante deve estar ativo em concentracao atingivel no soro (e/ou no tecido
alvo) com toxicidade minima e agir sinergicamente com os antibioticos, produzindo um efeito
combinado que seja superior ao efeito dos agentes isoladamente (DAWSON; LOCHER,
2006). E também desejavel que o EPI apresente baixa atividade antibidtica intrinseca para
bomba de efluxo alvo (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013).

A escassez de inibidores de efluxo efetivos na préatica clinica leva a
constante procura pela identificacdo e desenvolvimento de novos inibidores, tanto contra os
sistemas de efluxo em microrganismos como em células tumorais resistentes a mualtiplas
drogas (KAATZ et al., 2003; DICKSON et al., 2006). Além disso, EPIs bacterianos podem
ser ferramentas muito Gteis para o estudo de bombas de efluxo em eucariotos (por exemplo, as
células cancerosas com fenotipo MDR), desde bombas bacterianas a eucarioticas tém
mostrado caracteristicas farmacoldgicas semelhantes, e partilham de inibidores semelhantes
(GIBBONS et al., 2003; FALCAO-SILVA et al., 2009).
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Entre os anos 90 e 2010, numerosos compostos estruturalmente diversos
ttm sido estudados e mostraram ter atividade inibidora de efluxo. Estes incluem
medicamentos disponiveis atualmente empregados para outras indicagdes, bem como
moléculas naturais e sintéticas (PIDDOCK et al., 2010; SABATINI et al., 2011). Determinar
relacdes estrutura-atividade (SARS) e desenho racional do mais seguro e potente EPI é feito
um desafio pela heterogeneidade estrutural dos EPIs, a compreensdo incompleta dos
mecanismos de inibicdo, amplos perfis de substrato de bomba de efluxo MDR e a
possibilidade de mdltiplas bolsas de ligacdo dentro um Unico sitio de ligacdo (HIGGINS,
2007; GERMAN; KAATZ; KERNS, 2008).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LINHAGENS DE TESTE E MEIOS DE CULTURA
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Foram utilizadas linhagens de S. aureus fornecidas pelo Dr. Simon Gibbons

(The School of Pharmacy, University of London), como mostra o quadro 3. Todas estas

linhagens foram mantidas em meio de cultura Agar sangue (Blood Agar Base — BAB, Difco)

inclinado. Antes de serem utilizadas, as células foram crescidas em caldo nutritivo de infusdo
(Brain Heart Infusion - BHI, Difco) por 18-24 horas a 37°C.

Quadro 3. Linhagens de S. aureus ensaiadas.

Estirpe

Gene ou

Proteina

Antibiético

bacteriana plasmideo expressa utilizado Fonte
IS-58 Gene tetK TetK Tetraciclina | GIBBONS; UDO, 2000
(plasmidial)
RN4220 MsrA Eritromicina
puULS5054 CHAN et al, 2013
SA-1199B Gene norA NorA Norfloxacina | GIBBONS; UDO, 2000

3.2 ANTIBIOTICOS, BROMETO DE ETIDIO E CORANTE RESAZURINA

As solucdes estoque de norfloxacina (Nor), tetraciclina (Tet) (e eritromicina

(Eri) foram preparadas de acordo com o descrito por Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2012a) exibidas no quadro 4. A solucdo estoque de brometo de etidio (BrEt)

(12,8 mg/10 mL, p/v) e do corante resazurina (0.01 g/100 mL, p/v) (Inlab, Brasil) foram

preparadas em agua destilada, enquanto Antibidticos, compostos fendllicos e EtBr foram

adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
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Quadro 4. Solventes e Diluentes para a Preparacdo de SolucBes Padrdo de Agentes Antimicrobianos.

Agente Antimicrobiano Solvente Diluente
(concentragéo de 1280ug/mL)
Tetraciclina 10 mL Agua (100%) Agua
L 10 mL Alcool absoluto (P.A) ;
Eritromicina (100%) Alcool
. 9 mL Agua
0,
Norfloxacina 1 mL NAOH 0,1 mol/L (10%) (90%)

Fonte: Adaptado de CLSI (2012a).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS TESTADOS

As solucbes mde dos compostos fenolicos (flavonoides, taninos e &cido
fendlicos) foram preparados em DMSO (80%) e agua destilada (20%) (3,2 mg/1250 uL, p/v).

DMSO a sua concentragdo mais elevada ensaiada definitiva - apds diluicdo em caldo (4%) -

ndo causou inibicdo do crescimento bacteriano. Os CF foram adquiridos da Sigma-Aldrich

(St. Louis, EUA).

Quadro 5 — Compostos fenolicos ensaiados.

Flavonoides Cddigo

Hesperetina Sigma-Aldrich® W431300
Hesperidina Sigma-Aldrich® H5254

Naringenina Sigma-Aldrich® W530098
Naringina Sigma-Aldrich® 71162
Diosmetina Sigma-Aldrich® D7321
Diosmina Sigma-Aldrich® D3525
Floretina Sigma-Aldrich® P7912
Floridzina Sigma-Aldrich® 274313
Miricetina Sigma-Aldrich® M6760
Miricitrina Sigma-Aldrich® 91255

Quercetina Sigma-Aldrich® 1592409
Quercitrina Sigma-Aldrich® Q4951
Taninos Cddigo
Acido elagico Sigma-Aldrich® E2250



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w431300?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h5254?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w530098?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/71162?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d7321?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/d3525?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p7912?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/274313?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m6760?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/91255?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/1592409?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/q4951?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/e2250?lang=pt&region=BR
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Acido tanico Sigma-Aldrich® 403040
Acidos fendlicos Codigo
Acido galico Sigma-Aldrich® G7384
Acido trans-4-Hidroxi-3-metoxicindmico Sigma-Aldrich® 650765
Acido cafeico Sigma-Aldrich® 60020
Acido 2-metoxicinamico Sigma-Aldrich® 65400
Acido 3-metoxicindmico Sigma-Aldrich® M13602
Acido ferulico Sigma-Aldrich® Y0001013
Acido p-cumérico Sigma-Aldrich® C9008
Acido p-metoxicinamico Sigma-Aldrich® M13807
Acido 3,4-dimetoxicinamico Sigma-Aldrich® D133809
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico Sigma-Aldrich® T70408

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Ensaios foram realizados em placa de microtitulacdo para determinar 0s
valores da concentracdo inibitoria minima (CIM) dos antibidticos, CF e BrEt de acordo com o
método padréo descrito por Clinical and Laboratory Standards Institute (WIEGAND et al,
2008;. CLSI, 2012b). As placas de 96 pocos foram preparadas dispensando 180 uL de caldo
BHI contendo 1,8 uL de suspensdo bacteriana (8 unidades formadoras de colonias de log por
ml - CFU/ml). Em seguida, 20 uL de solucGes de cada antibiotico/CF/BrEt (256-0,25 ug/ml)
foram adicionados a cada poco. Cada placa incluindo controles positivos sem
antibiotico/CF/BrEt. O sistema foi incubado a 37 °C durante 24 h. ApOs o periodo de
incubacdo, uma aliquota da solucdo aquosa de resazurina (20uL) foi adicionado a cada poco.
As mudangas de cor foram entdo avaliadas visualmente apds 20 min a 37 °C. O crescimento
bacteriano foi indicado por mudancas de cor em cada poco de purpura a cor de rosa (ou
incolor). Os valores de CIM foram confirmados como sendo a mais baixa concentracéo capaz

de inibir o crescimento de estirpes.
3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA A DROGAS
Para a avaliacdo dos CF como agentes modificadores (inibidores da bomba

de efluxo) da atividade de antibidticos sintéticos, a CIM dos antibioticos e Brtt foi

determinada na auséncia e na presenca (em 1/4 da CIM, concentracdo sub-inibitdria) dos


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/403040?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g7384?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/650765?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/60020?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/65400?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/m13602?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/y0001013?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c9008?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/m13807?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/d133809?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/t70408?lang=pt&region=BR
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compostos fendlicos (GIBBONS et al., 2003; STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007). O
sistema foi incubado a 37 °C durante 24 h. Ap6s o periodo de incubacdo, uma aliquota da
solugdo aquosa de resazurina (20uL) foi adicionado a cada poco. As mudangas de cor foram
entdo avaliadas visualmente ap6s 20 min a 37 °C. O crescimento bacteriano foi indicado por
mudancas de cor em cada pogo de purpura a cor de rosa (ou incolor).

3.6 ENSAIO DE CHECKERBOARD

O método checkerboard foi realizado utilizando microdiluicdo em BHI para
obter o Indice Concentracéo Inibitoria Fracional (ICIF) da aplicacio combinada do AT e Nor.
O ICIF foi calculado da seguinte forma: (CIM do AT em combinagdo com Nor/CIM do AT
sozinho) + (CIM de Nor em combinacdo com AT/CIM de Nor sozinho). AT e Nor foram
ensaiados com CIM, 1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 CIM, 1/16 CIM e 1/32 CIM em diferentes
combinagdes de cada uma das concentracGes diferentes de cada composto testado. A sinergia
foi definida como CIF < 0,5; indiferenga (sem interagdo) foi definido como CIF > 0,5-4; e
antagonismo foi definida como CIF > 4 (MACKAY et al, 2000; HEMAISWARYA et al.,
2008).

Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experiéncias separadas.
Os resultados foram expressos como valores modais, porque os valores da repeticdo eram 0s

mesmaos.
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Abstract

Tannins have shown antimicrobial activity against antibiotic-resistant Staphylococcus aureus
by antagonizing their resistance mechanisms. The increasing antibiotic-resistance in S. aureus
is a major public health problem all over the world. Therefore, this study investigated the
effects of tannic acid (TA) and gallic acid (GA) as modulators of antibiotic-resistance using a
strain of S. aureus (S. aureus SA-1119) overexpressing the norA gene - encoding NorA-efflux
protein. The minimum inhibitory concentration (MIC) of norfloxacin (Nor) was determined in
absence and presence of TA and GA at subinhibitory concentration. TA and GA showed weak
inhibitory effects against S. aureus SA-1199B (MIC 512 pg/mL). However, when TA was
tested in combination with norfloxacin (Nor), the MIC of Nor was reduced thirty-two fold
(128 pg/mL to 4 pg/mL). Still, TA decreased four-fold the MIC of ethidium bromide (32
ug/mL to 8 pg/mL). In checkerboard assay, MIC of TA and Nor in combination reduced of
512 to 64 pg/mL (eight-fold) and 128 to 4 ug/mL (32-fold), respectively. Combination of TA
and Nor presented a CIFI of 0.15, indicating a synergistic effect. From this, tannic acid could

be an interesting agent able to increase the clinical efficacy of Nor to control S. aureus.

Key-words: phenolics; Staphylococcus; efflux system; putative efflux-pump inhibitor
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1 Introduction

Tannins are water soluble polyphenols, classified into hydrolyzable and
non-hydrolyzable (condensable) (Salimen and Karonen, 2011). Hydrolyzable tannins are
esters of phenolic acids and a polyol, normally glucose. Gallotannins and ellagitannins are
formed when the phenolic acid present in tannin structure is gallic acid (GA) and
hexahydroxidifenic acid, respectively (Scalbert, 1991; Serrano et al., 2009). GA - formed via
shikimate (3,4,5-trihydroxybenzoic acid) pathway - serves as a fundamental precursor of
gallotannins and ellagitannins (Haslam and Cai, 1994; Quideau et al., 2011). Tannins are
widely distributed in plant foods and they been reported as inhibitors of S. aureus, although
these inhibitory effects (bacteriostatic and bactericidal) have been variable (Akiyama et al.,
2001; Xu et al., 2015).

The tannic acid (TA) is a major member of hydrolyzable gallotannins class
(Akiyama et al., 2001) known as important plant defense factor against herbivorous insects,
fungi, bacteria and viruses, besides to have antioxidant-protecting effects on polyunsaturated
fatty acids (Scalbert, 1991; Magsood and Benjakul, 2010; Salminen and Karonen, 2011). TA
is already considered as Generally Recognized as Safe (GRAS) by Food and Drug
Administration (FDA) and permitted for use as additive in foods (21 CFR184. 1.097, US
Code of Federal Regulation, 2006).

Reports of infections caused by multidrug-resistant S. aureus (MDRSA)
have increased over the last years, especially in developing countries (WHO, 2014). The
discovery of alternative agents able to increase the clinical efficacy of existing antibiotics, the
so-called modifiers of resistance (resistance-modifying agents - RMA), has been considered
as interesting and feasible strategy to combat antibiotic resistance in S. aureus. The use of
RMA may provide a new and effective tool to control resistant bacteria in clinical practice
using a reduced set of classical antibiotics, which have often lower costs when compared to
new antibiotics (Abreu et al., 2012).

Considering the well-known biological properties of AT, and the current
interest in the search for new RMA, this study investigated the effect of AT and of its
precursor molecular constituent AG on modulation of norfloxacin resistance in an S. aureus

strain overexpressing the norA gene.
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2 Materials and methods
2.1 Norfloxacin, ethidium bromide and phenolic compounds

The stock solution of norfloxacin (Nor) (in 1M NaOH/distilled water, 1:9)
was prepared according to described by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012a). The stock solution of ethidium bromide (EtBr) was prepared in distilled water, while
the stock solutions of TA and GA were prepared in DMSO (80%) and distilled water (20%).
DMSO at its highest final assayed concentration - after dilution in the broth (4%) - caused no
inhibition of bacterial growth. NOR, TA, GA and EtBr were obtained from Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA).

2.2 Test strain and growth conditions

Staphylococcus aureus SA-1199B (S. aureus SA1199B) that over-express
the norA gene encoding the NorA efflux protein was used as test. Prior the assays the cells
were grown overnight at 37 °C in brain heart infusion broth - BHI (Himedia, India). Stock

cultures were kept in BHI broth containing glycerol (15 g/100mL) at — 20 °C.

2.3 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and assessment of modulatory
antibiotic activity

Microtiter plate assays were used to determine the MIC values of TA and
GA according to the standard method described by Clinical and Laboratory Standards
Institute (Wiegand et al., 2008; CLSI, 2012b). The 96-well plates were prepared by
dispensing 180 uL of BHI broth containing 1.8 uL of bacterial suspension (8 log colony
forming unit per milliliters - CFU/mL). Then, 20 uL of solutions TA or GA (256-0,25 ul/mL)
were added to each well. Each plate included positive controls without the TA and GA. The
system was incubated at 37 ° C for 24 h. After the incubation period, an aliquot of resazurin
aqueous solution (20 pL, 0.01 g/100 mL, w/v) (Inlab, Brazil) was added to each well. Color
changes were then visually evaluated after 20 min at 37 ° C. The bacterial growth was
indicated by color changes in each well from purple to pink (or colorless). The MIC values
were confirmed as being the lowest concentration able to inhibit the growth of strains.

For the evaluation of TA as resistance-modifying agents (efflux pump
inhibitors) of activity of synthetic antibiotics, the MIC of Nor and EtBr was determined in
absence and presence (at 1/4 of MIC; sub-inhibitory concentration) of TA (Gibbons et al.,
2003; Stavri et al., 2007). Assays for determination of MIC of Nor and EtBr were performed

using the microtiter plate assay as described above.
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2.4 Checkerboard assay

The checkerboard method was performed using microdilution in (BHI)
broth to obtain the Fractional Inhibitory Concentration index (FICI) for the combined
application of TA and Nor. The FICI was calculated as follows: (MIC of TA in combination
with Nor/MIC of TA alone) + (MIC of Nor in combination with TA/MIC of Nor alone). TA
and Nor were assayed at the MIC, 1/2 MIC, 1/4 MIC, 1/8 MIC, 1/16 MIC and 1/32 MIC in
different combinations of each of the different concentrations of each tested compound.
Synergy was defined as FIC < 0.5; indifference (no interaction) was defined as FIC > 0.5 to 4;
and antagonism was defined as FIC > 4 (Mackay et al., 2000; Hemaiswarya et al., 2008).

The assays were performed in triplicate on three separate experiments. The

results were expressed as modal values because the values of the repetition were the same.

3 Results and discussion

TA and GA showed low efficacy to inhibit the growth of S. aureus SA-
1199B, when considering the high MIC values detected (512 pg/mL). Even without
presenting strong inhibitory activity against S. aureus SA-1199B, TA when incorporated into
the growth medium at 128 ug/mL (1/4 MIC) or 64 pg/mL (1/8 MIC) was capable to decrease
the MIC of Nor (128 to 4 pg/mL, thirty-fold decrease) against this strain (Table 1).

Taking into account that only TA presented modulator effect on inhibitory
activity of NOR against S. aureus SA-1199B, TA was further tested to verify modulator
effects on EtBr inhibitory activity. Results of this assays showed decrease in MIC of EtBr (32
ug/mL to 8 ug/mL, four-fold) against S. aureus SA-1199B (Table 1). The decrease of EtBr
MIC indicates that putative modulation of NOR resistance in S. aureus SA-1199B occurred
via inhibition of efflux pump (Falcéo-Silva et al., 2009). EtBr is a well-known substrate for
NorA efflux protein and the active efflux is the only resistance mechanism already established
for EtBr (Kumar et al., 2008).

The checkerboard assay was performed to determine the kind of interaction
between TA and Nor against S. aureus SA-1199B. In agreement with results of modulator
testing, TA alone was not effective (MIC > 128 pg/mL) to inhibit S. aureus SA-1199B in
checkboard assay. However, a synergistic effect was detected when TA was assayed in
combination with Nor (Table 2). When TA and Nor were assayed in combination, the MIC of
TA decreased from 512 to 64 pg/mL (eight-fold), while the MIC of Nor decreased from 128
to 4 ug/mL (32-fold). The FICI value for the combined application of TA and Nor was 0.15,

suggesting a synergistic interaction against S. aureus SA-1199B.
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Previous study reported that TA is capable to inhibit the growth of different
pathogenic bacteria, including S. aureus (Chung et al., 1993). In the same study, GA showed
no inhibitory effect on the tested strains. The authors stated that the inhibitory effects of TA
are possibly related with the occurrence of an ester bond between GA and glucose. Thus, this
structural feature may have important role to establish the antimicrobial effects TA.

Some authors also propose that antimicrobial effects of tannins could be
related with their ability to form complexes with metal ions and/or to precipitate
macromolecules in microbial cell membrane, such as proteins and polysaccharides (Akiyama
et al., 2001; Serrano et al., 2009; Payne et al., 2013). Because of this ability to precipitate
proteins, the TA (as a tannin) provokes loss of membrane integrity of target organisms and
alterations in structure and functions of membrane-embedded proteins (Akiyama et al., 2001).
Still, it has been reported that TA impairs the function of extracellular microbial enzymes,
decreases supply of substrates needed for microbial growth or causes direct disturbance of
microbial metabolism via inhibition of oxidative phosphorylation (Xu et al., 2015).

Thus, if TA affects the membrane-embedded proteins, TA may also
interfere on functions of proteins forming efflux pumps (e.g. NorA protein) and ultimately on
efflux systems. This could explain why S. aureus SA1199B showed a sharp decrease in MIC

values of Nor in the presence of TA.

4 Conclusions

The results of this study demonstrate that: i) TA presents potential (putative)
NorA efflux pump inhibitor effects in S .aureus; and ii) TA and Nor present a synergistic
interaction against S .aureus. Overall, TA could be an interesting adjuvant compound for use

in combination with Nor to control infections caused by antibiotic-resistant S. aureus.
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Values of minimum inhibitory concentration (MIC) of antibiotics and ethidium bromide in the

absence and presence of AT or AG against effluxing strains of S. aureus.

+ Agent MIC (ng/ml)

SA-1199B (NorA)

. ethidium
norfloxiacin )
bromide
only antibiotic 128 32
+ Tannic acid* 4 (32)** 8 (4)**
+ Gallic acid* 128 -

*tested at 128 pg/ml (1/4 MIC) and 64 pg/ml (1/8 MIC)

** fold reduction in MIC value
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Values of minimum inhibitory concentration (MIC) for AT and norfloxacin, and fractional

inhibitory concentration index (FICI) of the combined application of both, against efluxing

strains of S. aureus.

S. aureus compound MIC (pg/ml) FIC FIC index
strain
Alone Combined*
SA-1199B tannic acid 512 64 0.125
norfloxacin 128 4 0.031 0.15

* tannic acid + norfloxacin
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4 OUTROS RESULTADOS

Né&o foi observada atividade inibidora frente as linhagens de S. aureus para
os compostos fendlicos ensaiados a 128 ug/mL, sendo observado valores da concentracdo
inibitéria minima (CIM) entre 512 pg/mL e 256 pg/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos fendlicos frente as linhagens de S.
aureus que superexpressam genes para proteinas de efluxo.

CIM (pg/mL)

Linhagens*
Agente 1S-58 (TetK) RN-4220 (MrsA) SA-1199B (NorA)
Naringenina >256 >256 >256
Naringina >256 >256 >256
Diosmetina >256 >256 >256
Diosmina >256 >256 >256
Hesperitina >256 >256 >256
Hesperidina >256 >256 >256
Miricetina 256 >256 256
Miricitrina >256 >256 >256
Quercetina >256 >256 >256
Quercetrina >256 >256 >256
Floretina >256 >256 >256
Floridzina >256 >256 >256
Acido elagico >256 >256 >256
Acido tanico 256 >256 >256
Acido Galico >256 >256 >256
Acido 3,4-Dihidroxicinamico
(&cido caféico) >256 >256 >256
Acido trans-4-Hidroxi-3-
metoxicinamico >256 >256 >256
Acido 2-Metoxicindmico >256 >256 >256
Acido 3-Metoxicindmico >256 >256 >256
Acido 3-Hidroxi-4-
metoxicindmico (acido ferrulico) >256 >256 >256
Acido p-cumarico >256 >256 >256
Acido p-metoxicindmico >256 >256 >256
Acido 3,4-dimetoxicinamico >256 >256 >256
Acido 3,4,5-trimetoxicindmico >256 >256 >256

*Linhagens: 1S-58, que possui a proteina de efluxo para tetraciclina (TetK); RN-4220 que possui o plasmideo
pUL5054, o qual, carrega o gene que codifica a proteina para efluxo de macrolideos (MsrA); SA-1199B, que
super expressa 0 gene norA codificador da proteina de efluxo NorA
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Nos ensaios de modulacéo da atividade antibi6tica flavonoides possuidores
do residuo O-glicosideo, naringina, floridzina, diosmina e hesperidina ndo apresentaram efeito
modulador da atividade antibidtica (Tabela 2) sobre as linhagens testadas; por outro lado, 0s
flavonoides aglicona, naringenina, floretina, diosmetina e hesperitina apresentaram efeito
modulador da resisténcia a Nor na linhagem SA-1199B, reduzindo a CIM de 128 pg/mL para
32 pg/mL (reducdo de 4 vezes) nos ensaios com naringenina, floretina e diosmetina, 128
ug/mL para 8 ug/mL (reducéo de 16x) nos ensaios com hesperidina.

Diosmetina a aglicona de diosmina, também apresenta atividade
antibacteriana contra a Helicobacter pylori (BAE et al., 1999) e Bacillus subtilis (MENG et
al., 2000) com MICs>80 e 50 pg/ml, respectivamente. Em estudo realizado por Chan et al.
(2013) o diosmetina apresentou efeito aditivo quando combinado com o antibitico
ciprofloxacina (fluoroquinolona) quando testado contra a linhagem SA- 1199B.

Mandalari et al. (2007) compararam a atividade antimicrobiana do
naringenina, hesperetina e erioditiol e seu naringina, neohesperidina e neoeriocitrina di-
glicosideos contra Listeria innocua e S. aureus FI10139. Os seus resultados sugerem que, se
existe uma diferenca entre agliconas e di-glicosideos, os flavonoides agliconas seriam mais
ativos. Han e You (1988) constataram que o flavonoide aglicona naringenina foi mais eficaz

do que o naringenin (O-glicosideo) na inibi¢ao de bactérias Gram- positivas.

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de norfloxacina na presenca e auséncia dos
flavonoides frente a linhagem de S. aureus SA-1199B.

CIM (png/mL)

SA-1199B (NorA)
+ Agente Norfloxiacina Brometo de etidio
s0 antibidtico 128 32
+ Naringenina (128 pg/mL) 32 (4)* 8 (4)*
+Naringina (128 pg/mL) 128 i
+ Floretina (128 pg/mL) 32(4) 16 (2)*
+Floridzina (128 pg/mL) 128 i

+ Diosmetina (128 ug/mL) 32 (4)* 32
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+Diosmina (128 pg/mL) 128 i

+ Hesperitina (128 pg/mL) 8 (16)* 16 (2)*
+Hesperidina (128 pg/mL) 128 i
+Miricetina (128 pg/mL) 32 (4)* 32

+ Miricitrina (128 pg/mL) 32 (4)* 16 (2)*
+Quercetina (128 ug/mL) 128 -
+Quercitrina (128 pg/mL) 64 (2)* 32

* fator de reducéo do valor da CIM

Os flavonoides com o residuo C-glicosideo, quercetrina e miricitrina,
apresentaram efeito modulador da atividade antibiotica (Tabela 2) reduzindo a CIM de Nor
128 para 32 pg/mL (redugdo de 4 vezes) frente a linhagem SA-1199B, e os flavonoides
aglicona, quercetina e miricetina, ndo apresentaram efeito modulador da atividade de Nor.

De acordo com Xiao, Muzashvili e Georgiev (2014) a O-glicosilacéo reduz
a bioatividade dos flavonoides. No entanto, C-glicosilacdo pode melhorar alguns dos
beneficios dos flavonoides sobre a saide humana, incluindo o seu antioxidante e potencial
antidiabético. O que justifica a atividade moduladora dos flavonoides sem a O-glicosilacdo e a

mesma atividade dos flavonoides com a C-glicosilacéo.

Tabela 3. Concentracgdo inibitéria minima (CIM) de norfloxacina na presenca e auséncia dos taninos
frente a linhagem de S. aureus SA-1199B.

CIM (pg/mL)
SA-1199B (NorA)
+ Agentes Norfloxiacina Brometo de etidio
s0 antibidtico 128 32
+Acido Tanico (128 pg/mL)  4(32)* 8(4)*

+Acido Galico (128 ng/mL) 128 -

+Acido elagico (128 ug/mL) 128 -

* fator de reducdo do valor da CIM.
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O 4cido elagico e o acido galico ndo apresentaram efeito modulador da
atividade antibidtica dos antibiéticos contra as linhagens testadas (Tabela 2). Mesmo sem
apresentar uma forte atividade inibidora contra S. aureus SA-1199B, o &cido tanico (TA),
quando incorporado no meio de crescimento a 128 pg/mL (1/4 CIM) foi capaz de diminuir a
CIM de Nor (128-4 pug/mL, reducédo de 32 vezes).

Tabela 4. Concentrac¢do inibitéria minima (CIM) de norfloxacina e tetraciclina na presenca e auséncia
dos derivados do acido cinamico frente as linhagens de S. aureus 1S-58 e SA-1199B.

CIM (pg/mL)

1S-58 (TetK) SA-1199B (NorA)
+ Agentes Tetraciclina Norfloxiacina Brometo de etidio
s0 antibiotico 64 128 32
+ Acido 2-metoxicindmico (128

64 128 -
png/mL)
+ Acido 3-metoxicinamico (128

32 (2)* 64 (2)* 32
sginl) 2) 2)
+ Acido 3-hidroxi-4- 64 128 i
metoxicindmico (128 ug/mL)
+Acido p-cumarico 64 ]
(4-hidroxycinamico) (128 128
pg/mL)
+Acido p-metoxicinamico (4- * i
metoxycindmico) (128 pg/mlL) 32(2) 128
+Acido 3,4-dimetoxicindmico N N
(128 pg/mL) 32(2) 64 (2) 32
+Acido 3,4,5-trimetoxicindmico N N
(128 ug/ml ) 32(2) 64 (2) 32
+Acido trans-4-hidroxi-3 —
metoxicinamico (128 pg/mL) 64 128 i
+Acido 3,4-dihidroxicinamico 64 128 i

(128 pg/mL)

* fator de reducdo do valor da CIM.

Dentre os acidos cindmicos ensaiados, apenas 0 acido 3-metoxicindmico,
acido 3,4-dimetoxicinamico e acido 3,4,5-trimetoxicindAmico apresentaram atividade aditiva
da atividade antibiotica (Tabela 2) sobre a linhagem SA-1199B, reduzindo a CIM de Nor (128
para 64 pg/ml) 2 vezes. J& 0 &cido 3-metoxicindmico, apresentou efeito redutor da CIM da
tetraciclina (64 para 32 pg/ml). Os acidos p-metoxicindmico, 3,4-dimetoxicindmico e 3,4,5-

trimetoxicinamico apresentaram efeito redutor da CIM da tetraciclina sobre a linhagem 1S-58
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(32 pg/mL para 64 pg/mL). Na literatura, hd poucos relatos de provaveis inibidores do
sistema de efluxo TetK em S. aureus.

O BrEt que € um corante conhecido como substrato para bomba de efluxo
NorA (STAVRI et al., 2007) foi incluido como um controle positivo em caso de reducéo da
CIM do antibiético (KUMAR et al., 2008). Por terem apresentado efeito modulador da
atividade antibiotica de Nor sobre a linhagem S. aureus SA-1199B, os flavonoides aglicona -
naringenina, floretina, diosmetina, hesperitina - , os flavonoides gliconas C-glicosideo -
miricitrina e quercetrina - , os taninos acido ténico e acido galico, e os derivados do &cido
cindmico - 3-metoxicindmico, 3,4-dimetoxicindmico, 3,4,5-trimetoxicindmico - foram
ensaiados para determinacgdo da CIM em combinacao com o BrEt.

No teste com naringenina, foi observada reducéo (32 pg/mL para 8 pg/mL)
de quatro vezes da CIM do BrEt, no teste com floretina, hesperitina e miricitrina foi
observada reducao de (32 pg/mL para 16 pg/mL) duas vezes da CIM do BrEt frente a
linhagem S. aureus SA-1199B (Tabela 2), j& no teste com 3-metoxicindmico, 3,4-
dimetoxicinamico e 3,4,5-trimetoxicindmico nao foi observada reducdo da CIM do BrEt, ao
passo que o AT reduziu a CIM do BrEt de 32 ug/mL para 8 ug/mL (reducdo de 4 vezes). O
BrEt é um substrato bem conhecido para a proteina de efluxo NorA, sendo que o efluxo ativo
€ 0 Unico mecanismo de resisténcia conhecido para este intercalante de DNA. Portanto, a
utilizacdo de BrEt contra a estirpe SA-1199B indica que a modulagéo da resisténcia a Nor em

S. aureus SA-1199B ocorreu por meio da inibicdo do sistema de efluxo NorA.
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5 CONCLUSOES

Dentre os inameros compostos fendlicos testados, 7 dos 12 flavonoides, 1
dos 3 taninos e 3 dos 10 é&cidos fendlicos apresentaram atividade de modulacdo da
norfloxacina frente a linhagem S. aureus SA-1199B que superexpressa O gene norA
codificador da proteina de efluxo NorA, enquanto 4 acido fendlicos apresentaram atividade de
modulagdo da tetraciclina frente a linhagem S. aureus 1S-58 que expressa o gene plasmidial
tetK codificador da proteina de efluxo TetK.

Ainda pode-se concluir que o acido tanico se apresenta como uma potencial
inibidor de bomba de efluxo NorA em S .aureus, bem como que este composto quando
aplicado em combinacdo com norfloxacina apresenta uma interacdo sinérgica frente a cepa de
S. aureus que superexpressa 0 gene codificador da proteina de afluxo NorA. De forma geral,
pode-se inferir que o &cido tanico possui um potencial de aplicacdo como adjuvante de

antibioticos, particularmente quando em uso combinado com norfloxacina.



