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AVALIACAO DA INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO MepA EM Staphylococcus
aureus POR DERIVADOS TIAZOLICOS A BASE DE EUGENOL

Amanda Moura Gongalves' ; Ray Silva de Almeida®
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial inibitorio de derivados tiazolicos a
base de eugenol frente a bomba de efluxo MepA em Staphylococcus aureus. Foi utilizada cepa
bacterian portadora da bomba MepA, submetidas a determinacdo da concentra¢do inibitdria
minima (CIM) dos compostos LF12 e LF26, além do controle positivo CCCP. Também foram
realizados testes de modificagdo da agdo antibidtica de resisténcia bacteriana por meio da
redu¢do da CIM do brometo de etidio e da ciprofloxacina, utilizando andlise estatistica por
ANOVA. Os resultados mostraram que ambos os compostos apresentaram baixa atividade
antimicrobiana direta (CIM > 1024 ng/mL), porém o derivado LF12 reduziu significativamente
a CIM do brometo de etidio, indicando possivel ag@o inibitoria sobre a bomba de efluxo MepA.
Em contrapartida, o composto LF26 nao modificou essa bomba, mas potencializou a a¢ao do
antibidtico ciprofloxacino, sugerindo outro mecanismo de interferéncia na resisténcia
bacteriana. Dessa forma, conclui-se que os derivados tiazolicos a base de eugenol possuem
potencial modificador de resisténcia, reforcando sua importancia como candidatos a adjuvantes
terap€uticos no combate a infec¢des por cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus.
Palavras chave: Staphylococcus aureus. Eugenol. Bombas de efluxo. Resisténcia bacteriana.
Derivados tiazolicos.

1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ um microrganismo de grande relevancia médica, reconhecido
ha muitos anos como um dos principais causadores de infec¢gdes em humanos. Pertencente a
familia Micrococcaceae e ao género Staphylococcus, que inclui mais de 30 espécies, muitas
delas vivem naturalmente na pele e nas mucosas (Martinez; Partida; Elena, 2025). Embora as
infecgdes cutaneas locais, na maioria das vezes, se resolvam espontaneamente, ocasionalmente
elas podem servir como porta de entrada para esse patogeno alcangar os tecidos profundos e a
corrente sanguinea, sendo, na realidade, a fonte mais frequentemente identificada de bacteremia
por Staphylococcus aureus (Kwiecinski; Horswill, 2020).

Resisténcia intrinseca ndo depende da quantidade de antibidtico utilizada e est4 presente
independentemente da exposi¢ao prévia ao farmaco e ja a resisténcia adquirida ocorre quando
uma espécie bacteriana, originalmente sensivel a determinado antibidtico, passa a apresentar
resisténcia devido a alteragdes genéticas, seja por mutagdes ou pela incorporagao de genes de
resisténcia através de plasmideos, transposons ou integrons (Pérez; Robles, 2013).

A bomba de efluxo MepA ¢ uma proteina presente em bactérias como Staphylococcus

aureus, codificada pelo gene mepA. Ela faz parte da familia MATE, composta por bombas de



efluxo que eliminam diversos fairmacos e toxinas da célula. Seu funcionamento depende do
gradiente de prétons, utilizando uma troca de ions s6dio como fonte de energia para transportar
os substratos (Martin, 2023).

No contexto da descoberta de novos candidatos a farmacos, a natureza se destaca como
uma fonte valiosa para a medicina, uma vez que diversas espécies vegetais produzem
substancias naturais com atividade bioldgica. Entre esses compostos, o eugenol se destaca por
ser uma substancia natural (Nakao, 2024).

A sintese de compostos tiazolicos pode ser realizada por meio de diversas metodologias,
destacando-se entre elas a reagdo de Hantzsch como um método classico. Essa técnica
possibilita a producao de derivados tiazélicos com variagdes estruturais que aumentam seu
potencial terapéutico. No processo de desenvolvimento de novos medicamentos, a quimica
computacional e a modelagem molecular tém assumido um papel fundamental, favorecendo a
otimizag¢ao das interagdes entre moléculas biolodgicas e a descoberta de novos alvos terapéuticos
(Kalashnikov et al., 2024). Além disso, a nanotecnologia e a engenharia molecular vém sendo
integradas ao design de compostos heterociclicos inovadores, contribuindo para maior
seletividade e seguranca nos tratamentos de varias doencas. Assim, o avango constante nas
técnicas de sintese e o uso de tecnologias emergentes reforcam a relevancia dos compostos
heterociclicos na medicina contemporanea (Chagh et al., 2022).

A resisténcia bacteriana representa um dos principais desafios da satde publica global,
especialmente no combate ao Staphylococcus aureus, um patogeno oportunista frequentemente
associado a infecgdes hospitalares e comunitarias.

Entre os mecanismos utilizados por essa bactéria para resistir aos antimicrobianos,
destacou-se a agdo de bombas de efluxo, como a MepA, que atuaram na expulsdo ativa dos
farmacos, reduzindo sua concentracdo intracelular e, consequentemente, sua eficécia.
A investigacdo de estratégias capazes de inibir essas bombas, juntamente com a avalia¢do da
permeabilidade da membrana bacteriana, constituiu uma abordagem promissora para
potencializar a agdo de antimicrobianos.

Nesse contexto, a utilizagdo de derivados tiazdlicos representa uma alternativa
inovadora no enfrentamento de cepas resistentes. Este estudo justificou-se pela necessidade
urgente de identificar novas estratégias terap€uticas e adjuvantes farmacologicos que
contribuissem para o controle eficaz de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes.

Avaliou-se os efeitos da inibicdo da bomba de efluxo MepA e da alteragdo da
permeabilidade da membrana na susceptibilidade antimicrobiana de Staphylococcus aureus por

derivados tiazolicos a base de eugenol.



2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Microrganismo

Para a realizagdo dos testes foram utilizadas cepas bacterianas portadoras de bomba de
efluxo Staphylococcus aureus K2068, portadora da bomba MepA. A bactéria foi doada pelo
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular — LMBM, da Universidade Regional do
Cariri. Para a realizag@o dos testes as cepas foram cultivadas em meio de cultura Brain Heart

Infusion (BHI), 24 horas antes do teste e incubadas a uma temperatura de 37 °C.

2.1.2 Preparacdo das solugdes e antibidticos

Os derivados tiazolicos baseados no eugenol foram cedidos pela professora Dra.
Danielle Ferreira do Instituto de Quimica — UNIFAL-MG. O antibiotico ciprofloxacina e a
substancias Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone - CCCP e brometo de etidio foram
obtidos através do fabricante Sigma Aldrich. Em relagdo ao preparo destas substancias, cada
uma foi pesada 10 mg e diluida em 500 pL de solvente dimetilsufoxido (DMSO), com excegao
do brometo de etidio que foi diluido totalmente em agua destilada estéril. Apos essa dilui¢ao
prévia em DMSO, cada composto, antibidtico e substancia foi adicionado a 9,265 mL de agua
destilada estéril, resultando em uma concentragdo inicial de 1.024 pg/mL para cada composto,

antibiotico e substancia.
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2.1.3 Determinagdo da concentracdo inibitdria minima (cim)

Nesta etapa, avaliamos a concentra¢do inibitdria minima dos derivados tiazdlicos
baseados no eugenol (LF12 e 26), como também do CCCP. Cada indculo foi preparado com
10% de Brain Heart Infusion (BHI) na propor¢ado de 1:9. Em seguida, 100 pL do in6culo foram
colocados em eppendorfs contendo 900 pL. de meio BHI a 10%, homogeneizado e transferido
100 pL para placa de 96 pogos. Apos isso, foram adicionados 100 pL da substincia ou composto
e microdiluidos, obtendo-se concentragdes variando de 512 a 8 pg/mL, seguido de incubacdo a
37 °C por 24 h. Controles positivos (meio + indculo) foram incluidos nos ultimos pogos da
placa (Nccls, 2003). Apos a incubacdo, 20 pL. de resazurina sodica foram adicionados a cada
poco, seguido por um periodo adicional de incubagdo de 1 h a temperatura ambiente. Uma
mudanga na cor da solucdo, devido a redugdo da resazurina, foi utilizada como indicador de
crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado para todas as

cepas bacterianas (Mann et al., 1998; Palomino et al., 2002; Coutinho et al., 2008).



2.1.4 Analise de inibi¢do da bomba de efluxo por redu¢do da cim de brometo de etidio

Neste teste, a CIM do brometo de etidio foi determinada na presenga ou auséncia de
concentragdes subinibitorias dos compostos LF12 e 26, e também CCCP. Resumidamente, os
inoculos bacterianos foram preparados em meio BHI 10% e os tratamentos foram adicionados
em concentracdes equivalentes a sua CIM + 8. Os pocos de uma placa de 96 pogos foram
preenchidos com 100 pL das solugdes de cada tratamento e, em seguida, foi adicionado brometo
de etidio aos pogos em concentragdes variando de 512 a 0,5 pg/mL. Uma redugdo na CIM do
brometo de etidio foi interpretada como inibi¢do da bomba de efluxo (Tintino et al., 2017). Os
controles experimentais e os valores de MIC para os compostos foram determinados conforme

descrito acima. Todos os testes foram realizados em triplicatas.

2.1.5 Analise da potencializacdo da atividade antibiotica pela inibicdo da bomba de efluxo

Considerando que as cepas de S. aureus K2068 carrega genes que codificavam proteinas
de efluxo associadas a resisténcia ao antibiotico ciprofloxacina. Este protocolo foi utilizado
para avaliar a capacidade dos compostos LF12 ¢ 26 em modular a resisténcia bacteriana em
associacdao com esse antibiotico contra a bomba correspondente. Os indculos bacterianos foram
preparados em meio BHI 10% e os tratamentos foram adicionados em concentragdes
equivalentes a sua CIM =+ 8. Os pocos de uma placa de 96 pogos foram preenchidos com 100
pL das solugdes de cada tratamento e, em seguida, cada antibidtico foi adicionado aos pogos
em concentragdes variando de 512 a 0,5 pg/mL. Uma redug¢do na CIM do antibidtico foi
interpretada como inibicdo da bomba de efluxo (Tintino et al., 2017). Os controles
experimentais e os valores de MIC para os compostos foram determinados conforme descrito

acima. Todos os testes foram realizados em triplicado.

2.1.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média geométrica + erro padrao da média e foram
analisados por analise de variancia (ANOVA), seguida de pds-teste de Bonferroni utilizando o
software GraphPad Prism versdao 9.2.0. Foi considerada significancia estatistica quando p <

0,05.



3. Resultados e Discussdo

3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE DIRETA

Tabela 1: Resultado da avaliagdo da concentragdo inibitéria minima dos derivados tiazolicos

baseados no eugenol e da substancia CCCP.

Substancias S. aureus - K2069
LF12 >1024 pg/mL
LF26 >1024 png/mL
CCcCp 64 png/mL

As substancias LF12 e LF26 foram avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana
frente a cepa Staphylococcus aureus K2069. Ambas apresentaram valores de concentragdo
inibitoria minima (CIM) > 1024 ng/mL, indicando auséncia de atividade inibitoria significativa
nas concentracdes testadas. Em contraste, o controle positivo CCCP (carbonil cianeto-m-
clorofenil hidrazona) apresentou uma CIM de 64 pg/mL, demonstrando maior potencial de
inibicao bacteriana sob as mesmas condi¢des experimentais.

Esses resultados sugerem que LF12 e LF26 possuem baixa eficicia antimicrobiana
contra S. aureus K2069, enquanto o CCCP confirma sua agdo como agente inibidor efetivo,

servindo como referéncia positiva para os ensaios.



3.2 ANALISE DE INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO POR REDUCAO DA CIM DE
BROMETO DE ETIDIO

Figura 1: Avaliagdo da inibi¢do da bomba de efluxo MepA pelos derivados tiazolicos baseados
em eugenol e CCCP associados com brometo de etidio frente a cepa de Staphylococcus aureus
K2068. N =3. ****p <(,0001 indica diferengas significativas entre os grupos. A significancia

estatistica foi determinada por ANOVA unidirecional e teste de post-hoc de Bonferroni.
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Na cepa Staphylococcus aureus K2068, foi possivel observar que o brometo de etidio
(EtBr) apresentou uma concentragdo inibitéria minima (MIC) alta no controle, em torno de 70
pg/mL, indicando que a bactéria possui um nivel elevado de resisténcia a esse agente. Quando
o EtBr foi combinado com o composto CCCP, conhecido por inibir bombas de efluxo, a MIC
caiu de forma expressiva para aproximadamente 10 pg/mL, mostrando uma diferenga altamente
significativa em relagdo ao controle (**** p <0,0001). Essa redu¢do demonstra que as bombas
de efluxo estdo envolvidas na resisténcia do microrganismo, uma vez que, ao serem inibidas, o
EtBr volta a ser eficaz.

De forma semelhante, o composto LF12 também reduziu significativamente a MIC do
EtBr, apresentando resultados comparaveis aos do CCCP. Isso sugere que o LF12 pode agir
como um possivel inibidor de bombas de efluxo, aumentando a sensibilidade da bactéria ao
EtBr. Em contrapartida, o composto LF26 nao provocou alteragdes significativas (ns) e manteve

a MIC em niveis elevados, indicando que ele ndo interfere nesse mecanismo de resisténcia.
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Assim, os resultados apontam o LF12 como um candidato promissor para estudos futuros sobre

moduladores de resisténcia bacteriana

3.3 ANALISE DA POTENCIALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA PELA
INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO

Figura 2: Avaliacdo da inibicdo da bomba de efluxo mepA pelos derivados tiazolicos baseados
em eugenol e CCCP associados com ciprofloxacina, frente a cepa de Staphylococcus aureus
K2068. N =3. ****p <(,0001 indica diferengas significativas entre os grupos. A significancia

estatistica foi determinada por ANOVA unidirecional e teste de post-hoc de Bonferroni.
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O grafico mostra os valores de MIC do antibiotico ciprofloxacino (Cipro) contra a cepa
S. aureus K2068, tanto sozinho quanto em combinacao com diferentes compostos moduladores.
Observa-se que o tratamento apenas com ciprofloxacino (CM Cipro) apresenta um valor de
MIC elevado, indicando baixa sensibilidade da bactéria ao antibiotico. Quando o ciprofloxacino
¢ combinado com o composto CCCP, ha uma redugdo dréstica no MIC, sugerindo que esse
composto potencializa fortemente a acdo do antibiotico.

As combinagdes com LF12 e LF26, mostram reducdo significativas no MIC em
comparagdo com o ciprofloxacino isolado, apenas para o composto LF26, embora o efeito
potencializador varie entre os compostos. O LF12 apresenta o maior valor de MIC entre as
combinagdes, maior até mesmo que o controle de modulagdo, enquanto o LF26 mostra uma

diminui¢do mais expressiva, mas ainda superior a obtida com CCCP. As diferengas sdo
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estatisticamente significativas, reforcando que o composto LF26 testado aumenta a eficacia do
ciprofloxacino contra S. aureus K2068, possivelmente atuando sobre mecanismos de

resisténcia bacteriana que ndo seja a bomba de efluxo.

3.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os derivados tiazdlicos a base de
eugenol (LF12 e LF26) apresentaram baixa atividade antimicrobiana direta contra
Staphylococcus aureus K2069, uma vez que ambos exibiram valores de concentragao inibitoria
minima (CIM) > 1024 pg/mL. Este achado esta em concordancia com estudos prévios, como o
de Yuen et al. (2023), que apontam que compostos fenolicos e seus derivados, quando nao
modificados estruturalmente para aumentar a lipofilicidade ou a reatividade com membranas
bacterianas, podem exibir atividade antimicrobiana limitada em cepas resistentes. Contudo, a
auséncia de atividade antimicrobiana direta ndo invalida seu potencial modulador, uma vez que
muitos inibidores de bombas de efluxo (EPIs) ndo possuem agao bactericida isoladamente, mas
potencializam a eficécia de antibioticos ou de agentes toxicos quando utilizados em combinagdo
(Coutinho et al., 2008; Tintino et al., 2017).

No teste de inibicdo da bomba de efluxo MepA, observou-se que o composto LF12
reduziu significativamente a CIM do brometo de etidio, em magnitude comparavel ao inibidor
controle positivo CCCP. Essa redu¢do demonstra que o LF12 possui atividade moduladora
efetiva sobre o sistema de efluxo, aumentando a retengdo intracelular do corante. De acordo
com o artigo, derivados tiazolicos contendo nucleos aromaticos e grupos doadores de elétrons
apresentam potencial para interagir com residuos hidrofobicos presentes nos canais de
transporte das bombas de efluxo, bloqueando a extrusdo de compostos e promovendo aumento
da sensibilidade bacteriana a antimicrobianos. Essa interagdo pode ocorrer por meio de ligagdes
de hidrogénio e interagdes m-m com aminoacidos aromadticos da proteina MepA, o que
compromete o transporte ativo de substratos como o brometo de etidio (Folquitto et al., 2025).

Por outro lado, o composto LF26 ndo apresentou modulagdo significativa da CIM do
brometo de etidio, o que indica auséncia de efeito inibitdrio direto sobre o sistema MepA. Essa
diferenca de comportamento entre os compostos pode estar relacionada as variagdes estruturais
entre os derivados, que influenciam a capacidade de atravessar a membrana bacteriana e de se
acoplar aos sitios ativos da bomba de efluxo. Pequenas modifica¢des nos grupos substituintes
de compostos tiazdlicos podem alterar drasticamente sua conformagdo e, consequentemente,

sua afinidade por alvos moleculares especificos. Dessa forma, a auséncia de modulacao por
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LF26 pode decorrer de uma menor afinidade pelo sitio de ligagdo da MepA ou de um fraco
acumulo intracelular (Kalashnikov et al., 2024).

A andlise de potencializacao da atividade antibidtica revelou que a combinagdo de
ciprofloxacino com LF26 promoveu uma redugdo significativa na CIM do antibiotico frente a
cepa S. aureus K2068, embora o composto nao tenha atuado diretamente na bomba MepA. Este
achado sugere que o LF26 possa interferir em outros mecanismos de resisténcia, como
alteragdes na permeabilidade da membrana celular ou inibi¢do de outras bombas de efluxo,
como NorA ou MsrA. Ja o LF12, apesar de ter se mostrado ativo contra a bomba MepA no
ensaio com brometo de etidio, ndo apresentou potencializacdo significativa da ciprofloxacina,
o que indica que a modulacdo observada pode ser dependente do substrato transportado pela
bomba ou de interagdes quimicas especificas com o antibiotico.

A atividade observada para o controle positivo CCCP em ambos os ensaios confirma a
validade experimental, visto que esse composto ¢ um desacoplador de fosforilagdo oxidativa,
promovendo colapso do gradiente de prétons essencial para o funcionamento das bombas
MATE (Martin, 2023). A forte redu¢do da CIM de EtBr e ciprofloxacino na presenca de CCCP
refor¢a que os mecanismos de efluxo sdo determinantes na resisténcia apresentada pela cepa de
S. aureus K2068, e que sua inibicdo ¢ uma estratégia promissora para restaurar a eficacia
antimicrobiana.

Assim, os resultados deste estudo corroboram as evidéncias apresentadas por Folquitto
et al. (2025), que destacaram o potencial dos derivados tiazolicos como inibidores seletivos de
bombas de efluxo em Staphylococcus aureus, especialmente quando associados a antibidticos
convencionais. Embora os compostos LF12 e LF26 apresentem perfis distintos de atividade,
ambos contribuem para o avango no entendimento das interacdes entre derivados tiazolicos e
proteinas de resisténcia bacteriana. Esses achados refor¢am a relevancia do desenvolvimento
racional de moduladores baseados em estruturas naturais, como o eugenol, visando a supera¢ao

da resisténcia antimicrobiana em patdgenos clinicos

4. CONCLUSAO

Tais resultados refor¢gam o papel promissor dos derivados tiazolicos como candidatos a
moduladores de resisténcia bacteriana e ressaltam o potencial terapéutico de compostos
baseados em eugenol na busca por alternativas eficazes contra infeccdes causadas por cepas

multirresistentes de Staphylococcus aureus.
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Dessa forma, o estudo contribui para o avanco do conhecimento sobre o uso de
compostos naturais e seus derivados sintéticos como adjuvantes antimicrobianos, incentivando
novas investigacdes in vitro e in silico sobre o mecanismo de a¢ao desses compostos, visando
ao desenvolvimento de agentes mais seletivos, seguros e eficazes no combate a resisténcia

bacteriana.
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