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RESUMO

As infeccOes bacterianas sdo uma das principais causas de morte no mundo
especialmente em paises em desenvolvimento, sendo a resisténcia a antibidticos e a
habilidade de formar biofilmes fatores agravantes para tornar essas infeccbes um
grave problema de saude publica. Uma das estratégias na busca de novos agentes
para combater infec¢cdes bacterianas € o uso de produtos naturais, entre eles, as
diversas classes de quinonas. As cordiaquinonas sédo naftoquinonas obtidas de
plantas do género Cordia com diversas atividades biolégicas ja descritas na
literatura, incluindo atividades antifingica, larvicida e citotoxica. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana das cordiaquinonas B, E, L, N e
O obtidas de Cordia polycephala contra diferentes estirpes de bactérias, incluindo
estirpes resistentes a meticilina. Para isso, foram determinadas as Concentracfes
Inibitéria Minima (CIM) e Batericida Minima (CBM) seguindo as recomendacdes do
CLSI (do inglés: Clinical Laboratory Standard Institute - Instituto de Padrdes Clinico-
Laboratoriais). Para a avaliacdo da inibicdo da formacao de biofilme, concentracdes
de 1/2, 1/4 e 1/8 da CIM foram utilizadas, e o percentual de inibicdo calculado. A
Microscopia de Forca Atbmica (MFA) foi utilizada para identificar alteracbes na
morfologia das células bacterianas em virtude do tratamento com a cordiaquinona L.
A maioria das estirpes Gram positivas testadas foram sensiveis as Cordiaquinonas
B, E, L e N, sendo o menor valor de CIM observado de 7,8 pM (2,53 pg/mL) da
cordiaquinona L contra Staphylococcus saprophyticus. As cordiaquinonas B e E
apresentaram o menor valor de CBM, de 62,5 uyM (20,25 pg/mL), contra essa
mesma estirpe. As cordiaquinonas B e E também foram capazes de inibir a
formacdo do biofilme de S. aureus ATCC 29213 e S. aureus MED 55 (espécime
clinico resistente a meticilina) em cerca de 90%. Dentre as alteracdes morfolégicas
avaliadas por MFA, foi observado que o tratamento com a cordiaquinona L induziu
uma diminuicdo no tamanho das células de S. saprophyticus. Os resultados
apresentados neste trabalho sugerem que as cordiaquinonas possuem um potencial
antibacteriano, uma vez que podem inibir o crescimento tanto de bactérias sensiveis
como resistentes a meticilina, além de inibirem a formacdo de biofilme, um
importante fator agravante de infec¢cGes bacterianas.

Palavras-chave: Naftoquinonas. Antimicrobiano. Antibiofilme.



ABSTRACT

Bacterial infections are a leading cause of death, especially in developing countries,
and resistance to antibiotics, plus the ability to form biofilms contribute to make those
infections a major public health problem. One strategy when searching for agents to
treat bacterial infections is the use of natural products, among them, the different
types of quinones. Cordiaquinones are naphthoquinones obtained from plants of
genus Cordia that have several biological activities reported in literature, such as
antifungal, larvicidal and antitumor. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the antibacterial activity of cordiaquinones B, E, L, N and O against different strains
of bacteria, including Methicillin resistant strains. Thus, the minimum inhibitory (MIC)
and bactericidal concentration (MBC) were determined following CLSI
recommendations. To evaluate if these cordiaquinones can inhibit biofilm formation
1/2, 1/4 and 1/8 of MIC was used and the percentage of inhibition was measured.
Atomic force microscopy (AFM) was performed to identify alterations in bacterial cells
morphology. The majority of Gram positive tested strains were susceptible to
cordiaquinones B, E, L and N. The lowest MIC value was 7.8 pM (2.53 pg/mL) of
Cordiaquinone L against S. saprophyticus. Cordiaquinones B and E showed the
lowest MBC value, 62.5 pM (20.25 pg/mL), against the same strain. Cordiaquinones
B and E inhibit biofilm formation of S. aureus ATCC 29213 and S. aureus Med 55
(clinical specimen resistant to Methicillin) in about 90%. Among the morphological
changes observed by AFM, it was observed that the treatment with cordiaquinone L
reduced mean size of S. saprophyticus cells. The results presented in this work
suggest that cordiaquinones have an antibacterial potential, since they can inhibit the
growth of both sensitive and resistant to Methicillin bacteria, besides, they can inhibit
biofilm formation, an important aggravating factor of bacterial infections.

Key words: Naphthoquinones. Antimicrobial. Antibiofilm.
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1 INTRODUGAO

Doencas infecciosas, principalmente as causadas por bactérias, ainda sao
uma das principais causas de morte no mundo, de acordo com dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2019). O combate as infecgbes
bacterianas tem sido um desafio para a humanidade desde a antiguidade até os dias
atuais, além disso, o crescente quadro de resisténcia a antibidticos vem contribuindo
para uma necessidade cada vez maior de novos compostos com efeito
antibacteriano (VENTOLA, 2015).

Os produtos naturais tém se mostrado uma excelente fonte para a descoberta
de novos medicamentos ao longo dos anos, especialmente aqueles derivados de
micro-organismos terrestres e plantas (PAN; HEE-BYUNG; KINGHORN, 2013). Um
exemplo classico de produto natural utilizado como agente antibacteriano € a
penicilina, presente no fungo Penicillium notatum, tendo sido identificada por
Alexander Fleming, em 1928. Sua descoberta desencadeou uma revolu¢do no
descobrimento de novos compostos com potencial antibacteriano derivados de
produtos naturais (SINGH, 2014). A partir disso, diversos agentes antibacterianos,
tais como B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, estreptograminas, também
de origem natural, surgiram durante a chamada “era de ouro” dos antimicrobianos
(WALSH; WENCEWICZ, 2014).

Outro exemplo de produto natural usado como agente antibacteriano sédo as
quinonas. Sabe-se que as quinonas sdo substancias biologicamente ativas,
distribuidas amplamente nos organismos vivos e amplamente utilizadas em
medicamentos, bem como reagentes quimicos (ASCHE, 2005; MARINHO-FILHO et
al., 2009; DE LUCAS; FERREIRA; NETTO-FERREIRA, 2014). Diversas atividades
biolégicas das quinonas ja foram relatadas na literatura, tais como atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, anticancer, antifingica e antibacteriana (DE
OLIVEIRA et al., 2017; DEY; RAY; HAZRA, 2014; SREELATHA et al., 2014).

As cordiaquinonas séo substancias pertencentes a classe das quinonas, mais
precisamente das naftoquinonas, extraidas de plantas do género Cordia (BIEBER et
al., 1990; DINIZ et al., 2015). Esse género abrange cerca de 250 espécies, e
apresenta larga distribuicdo, ocorrendo desde a América Central até a Argentina. As
espécies deste género sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de
varias doencas que afetam humanos (OZA; KULKARNI, 2015; MATIAS et al., 2015).
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Atividade antinociceptiva (BAYEUX et al.,, 2002), antioxidante, anti-inflamatéria
(SHARMA; ASATI, 2010), antifungica e antibacteriana (SALAZAR-ARANDA et al.,
2011), dentre outras, foram encontradas em estudos com plantas desse género.

As primeiras cordiaguinonas (A e B) foram isoladas e identificadas em 1990
por Bieber e colaboradores. Em seguida, outros estudos de isolamento, sintese em
laboratorio, e investigacdo de atividades biologicas foram realizados, sendo essas
substancias amplamente estudadas (BIEBER et al., 1990; BIEBER; KREBS;
SCHAFER, 1994; IOSET et al 1998, 2000; ARKOUDIS; STRATAKIS, 2008;
FREITAS et al., 2012).

A crescente necessidade de novos agentes antibacterianos motiva o estudo
de substancias com potencial acdo contra esses patdgenos. O fato de outras
naftoquinonas ja terem atividade antibacteriana relatadas na literatura, bem como as
cordiaguinonas terem se mostrado biologicamente ativas em estudos anteriores
levam a acreditar no seu potencial antibacteriano. Dessa maneira, este trabalho teve
como objetivo investigar pela primeira vez a atividade antibacteriana das
cordiaquinonas isoladas E, L, N e O, bem como da cordiaquinona B, obtidas de

Cordia polycephala.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infec¢cdes bacterianas

As bactérias sdo seres unicelulares e procariontes, ou seja, hdo possuem
membrana nuclear envolvendo seu material genético. Esses micro-organismos
possuem uma parede celular que pode ser composta majoritariamente por
peptideoglicanos ou lipopolissacarideos (LPS), estdo presentes em todos o0s
ambientes, no entanto, apesar de possuirem uma ampla capacidade de colonizar
hospedeiros, nem sempre sdo capazes de provocar doencas (BOWER;
ROSENTHAL, 2006; HAY; MORIS-JONES, 2016)

As bactérias podem ser divididas em dois grupos principais (Gram-Positivas e
Gram-negativas) de acordo com o seu padrdo de coloracdo, que € baseado na
composicdo de sua parede celular (TSUKATANI et al., 2011). A figura 1 apresenta
uma ilustragdo e uma fotomicrografia obtida por microscopia eletrbnica de
transmissao (MET), onde € possivel observar a estrutura basica das bactérias. As
estruturas marcadas em vermelho sdo encontradas em todas as bactérias como
membrana plasmatica, citoplasma e parede celular. As demais estruturas como
capsula, flagelos e plasmideo ndo sao comuns a todas as bactérias (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

Figura 1: Estrutura de uma célula bacteriana.

o \
Inclusdo \ —= Parede celular

Membrana plasmatica

Nucleoide
contendo DNA

Cépsula

Parede celular Plasmideo

Membrana
plasmatica

Fimbrias

Fonte: TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012.
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As infecgBes causadas por bactérias estao diretamente relacionadas com trés
das 10 principais causas de morte em todo o mundo, sendo elas as infec¢cdes do
trato intestinal, infeccbes do trato respiratério inferior, bem como a tuberculose, de
acordo com dados da OMS (WHO, 2018). Essas infec¢cdes sdo especialmente
comuns em paises em desenvolvimento, e podem ter relacdo com as condi¢bes
socioecondmicas e sanitarias do local (DEY; RAY; HAZRA, 2014; PLACIDO et al.,
2017).

2.1.1 Fatores de viruléncia de bactérias

A patogenicidade das bactérias esta relacionada ao impacto acumulativo de
fatores de viruléncia, que séo uteis na diferenciacdo de estirpes patogénicas de néo
patogénicas (PUAH; CHUA; TAN, 2016). Como ilustrado na figura 2, os fatores de
viruléncia podem ser dividios em dois tipos: os fatores de colonizagdo, como as
moléculas de adesao, ou adesinas, fimbrias, capsulas, coagulases, hialuronidases, e
os fatores de lesdo, como as endotoxinas, que sdo componentes da estrutura das
bactérias Gram-negativas, e exotoxinas, que séo toxinas secretadas por algumas

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SILVA et al., 2016).

Figura 2: Fatores de viruléncia de bactérias.
Pili

Proteinas de
superficie j" Z Capsula
\ 7N\
p &5 jAdesinas

Plasmideo  producio
de toxina

\ Enzimas
! virulentas

+

Flagelo =——

Coagulases e
Hialuronidases

Fonte: AUTORIA PROPRIA.
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As adesinas sdo moléculas presentes na superficie das bactérias, sejam em
forma monomérica ou filamentosa, que sdo capazes de se ligar a receptores
presentes nas células dos hospedeiros, bem como a moléculas sollveis presentes
no soro, mediando assim a entrada destas na célula (KLINE et al., 2009; OTTO,
2018). As fimbrias ou pili, também sao fatores de viruléncia importantes no processo
de adesdo, uma vez que ajudam a superar a repulsdo de cargas entre as células da
bactéria e do hospedeiro, por vezes, com adesinas aderidas a sua extremidade
(PROFT; BAKER, 2009; HAIKO; WESTERLUND-WIKSTROM, 2013).

As capsulas bacterianas funcionam como um fator de prote¢cdo contra
antibacterianos, uma vez que podem limitar a ligagéo e interacdo de alguns agentes
a superficie das bactérias, e possiveis modificacbes na permeabilidade das
membranas bacterianas (SILVA et al, 2016). Hialuronidases, coagulases,
esfingomielinases e fosfolipases sdo exemplos de enzimas virulentas capazes que
promover a quebra de determinados componentes da matriz extracelular e dos
tecidos e dessa maneira auxiliam na invasdo dos mesmos por patdgenos
(KADIOGLU et al., 2008; FLORES-DIAZ, 2016).

Endotoxinas sao constituintes da membrana externa da parede celular de
bactérias Gram-negativas, também denominadas lipopolissacarideos, capazes de
induzir reacdes toxicas no hospedeiro (HOLST et al.,, 1996; MALDONADO; SA-
CORREIA; VALVANO, 2016). Essas moléculas sdo mais estaveis em altas
temperaturas que as exotoxinas. Além disso, as exotoxinas ndo fazem parte da
estrutura bacteriana, mas sim sdo secretadas pelas bactérias. Como exemplos,
temos as toxinas colérica, tetanica, do choque téxico estafiloccico, hemolisinas,
entre outras, que podem causar dano de diferentes maneiras, como pela direta
destruicdo da célula hospedeira, ou pela ativacdo exacerbada do sistema imune
(CAVAILLON, 2017). Outro exemplo de exotoxina, presente em algumas espécies
de Staphylococcus é a leucocidina Panton-Valentine, uma citotoxina que causa a
destruicdo de leucécitos e necrose de tecidos, podendo levar a morte do hospedeiro
(SHALLCROSS et al., 2013).

2.1.2 Biofilmes
As populagbes de bactérias apresentam uma capacidade de se comunicar e
cooperar intra e inter-espécie, levando a alguns comportamentos como, por

exemplo, a formacéo de biofilmes, um fator critico para a persisténcia de infec¢des
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bacterianas cronicas (KAVANOUGH et al., 2019). Os biofilmes podem ser definidos
como uma comunidade fixa de micro-organismos, podendo ser formados a partir de
uma unica espécie ou da combinacdo de duas ou mais (HAWSER; DOUGLAS,
1994; LEUNG et al., 1998; OTTO, 2018). A figura 3 apresenta uma imagem de
microscopia de forca atbmica de um biofilme formado por Staphylococcus aureus em
uma superficie de vidro. E possivel observar inimeras colonias fortemente

agregadas entre si e aderidas a superficie.

Figura 3: Imagem de microscopia de for¢a atbmica (MFA) de um biofilme formado por S. aureus
ATCC 25923 cultivado em caldo triptona de soja (TSB) aderido a uma superficie de vidro.

Fonte: ZMANTAR et al., 2017.

Biofiimes sdo uma forma natural e ubiqua de crescimento bacteriano,
podendo ser formados diversas superficies bibticas, tais como superficies corporais
animais e vegetais, ou abidticas, tais como lentes de contato, navios, laticinios e
oleodutos, rochas em riachos e todas as variedades de implantes biomédicos e
dispositivos transcutaneos (CARPENTIER; CERF, 1993; KANG; DIETZ; LI, 2019).
Um biofilme possui trés componentes principais: micro-organismos, fator crucial para
sua formacdo, uma superficie para aderéncia dos mesmos, e um ambiente, ,

chamado de matriz extracelular (MEC), composta por diversos polimeros, tais como
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proteinas, lipideos, &acidos nucleicos e polissacarideos, que facilitam a fixacdo
irreversivel das bactérias (AGARWAL; SINGH; JAIN, 2010).

A formacdo do biofiime se da em quatro estagios: a fixacdo inicial, com a
adesdo do micro-organismo a superficie, a formacdo de colbnias e a fixacao
irreversivel, a maturacdo do biofilme através do crescimento bacteriano e geracéo
de MEC, e finalmente a dispersdo de bactérias para novos nichos (LU et al., 2019).

A figura 4 demonstra esses quatro estagios do ciclo de um biofilme.

Figura 4: Formacéo de um biofilme.
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As quatro etapas da formacdo de um biofilme. MEC: matriz extracelular.
Fonte: Adaptado de LU et al., 2019.

Outro fator crucial para os biofilmes € o quorum sensing (QS). Essa forma de
comunicacdo entre micro-organismos permite que as bactérias reconhecam a
densidade populacional através da deteccdo da acumulacdo de moléculas
sinalizadoras especificas, secretadas pela comunidade. Essas moléculas sé&o
capazes de alterar a expressdo génica bacteriana e ativar respostas cooperativas,
bem como genes que codificam um diversos fatores de viruléncia, como
exoenzimas, proteases e elastases (ABISADO et al., 2018; LU et al., 2019).

Uma vez estabelecidos, os biofilmes sédo capazes de se proteger contra a
resposta imune do hospedeiro e se tornam extremamente dificeis de serem
combatidos (WANG et al.,, 2009). Além disso, a habilidade de formar biofilmes
complica o tratamento medicamentoso dessas infeccfes, uma vez que o biofilme

dificulta a difusdo de antibidticos, possuindo uma taxa de tolerancia de 10 a 1000
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vezes maior a antibidticos e desinfetantes, o que pode estar relacionado, por
exemplo, ao aumento da ativagdo de mecanismos de resisténcia aos mesmos, bem
como maior facilidade de transmisséo dos genes relacionados com essa resisténcia
(STREMPEL; STREHMEL; OVERHAGE, 2015; RAVAL et al., 2019).

Os fungos e/ou bactérias presentes em biofilmes possuem caracteristicas
alteradas, como taxas de metabolismo bacteriano e de transcricdo génica, o que
promove mudancas fisioldogicas no crescimento das bactérias. Propriedades
especificas dos biofilmes, como a fase fisioldgica estacionaria, o baixo crescimento
bacteriano, além da ligacdo de antibidticos aos componentes da matriz extracelular
dos biofilmes, contribuem para a maior resisténcia dos mesmos aos antibioticos
(FOSTER, 2005; STREMPEL; STREHMEL; OVERHAGE, 2015).

Diversos agentes capazes de inibir a formacdo de biofilmes ou eliminar o
biofilme formado j& foram descritos na literatura, no entanto, nenhum medicamento
antibiofilme foi aprovado para comercializagdo até o momento. Esses agentes
podem atuar de diversas formas, conforme descrito na figura 5, principalmente na
supressdo da aderéncia a superficies e adesédo intercelular, na inibicdo da matriz
polimérica e da geracdo de MEC, bem como interferindo na Coagregacgédo bacteriana
e arede QS (LU et al., 2019).

Figura 5: Alvos de agentes inibidores da formacéo de biofilmes.
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Fatores importantes para a formacao de biofilmes que podem ser alvos de agentes inibidores.
Fonte: AUTORIA PROPRIA.



20

2.1.3 Género Staphylococcus

Entre os principais patdogenos causadores de infec¢des bacterianas é possivel
destacar o género Staphylococcus. Esse género é caracterizado por uma elevada
patogenicidade, bem como por ser capaz de colonizar diversos tecidos, e assim
causar uma grande variedade de doencas (GIL et al., 2005; ARAUJO et al., 2015),
tais como, infec¢do do trato urinario, de pele e mucosas, intoxicacdes alimentares,
infeccbes do trato respiratorio, como pneumonia, além de infec¢cdes primarias da
corrente sanguinea (IPCS), podendo causar infec¢cdes fatais em criancas
(MOSQUERA et al., 2019) e adultos (FRAZEE et al., 2005; GOTLAND et al., 2016)

Estafilococos sdo os patégenos mais comuns em casos de bacteremia,
endocardite e sepse (XIANG et al.,, 2017). Em 2015, no Brasil, de acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foram notificados 22.499 casos
de IPCS em pacientes adultos de UTI, sendo o género Staphylococcus
predominante entre 0s micro-organismos causadores identificados (29,7% dos
casos) (ANVISA, 2016). Especula-se que essas bactérias sejam as maiores
causadoras de morbidade e mortalidade entre os agentes infecciosos (VAN HORN
et al., 2014).

A elevada patogenicidade das bactérias desse género se deve principalmente
a sua habilidade de produzir toxinas, tais como hemolisinas, enterotoxinas,
coagulases e toxina-1 da sindrome do choque toxico (LEE et al., 2016), além de
proteinas de adesdo, que facilitam a colonizacdo de tecidos. Algumas espécies,
como S. aureus e S. epidermidis, sdo capazes de aderir e formar biofilmes em
diversas superficies como cateteres, implantes, préteses e equipamentos médicos,
sendo a mais importante causa de infec¢cdo associada ao uso desses dispositivos
(ZMANTAR et al., 2017).

Diversas espécies do género Staphylococcus também sdo conhecidas por
apresentarem resisténcia a antibioticos o que dificulta o tratamento dessas infeccbes
BOCE et al., 2019). De acordo com o CDC (do inglés: Center for Disease Control,
Centro para o Controle de Doencas) MRSA (do inglés: Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus, Stapylococcus aureus resistentes a Meticilina) contribuem
com mais da metade das mortes por resisténcia a antibioticos (CDC, 2013). MRSA
sdo uma das predominantes causas de infeccdes nos servicos de saude
(MOSQUERA et al., 2019), mas nos ultimos anos, uma mudanca nesse perfil vem

acontecendo, e esses patogenos também vem se tornando frequentes na
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comunidade (VINDEL et al., 2014), tornando cada vez mais necessario 0
desenvolvimento de compostos para combater as infec¢cdes causadas pelos

mesmaos.

2.2. Agentes antibacterianos

O tratamento usual para infeccdes bacterianas € a administracdo local ou
sistémica de antibidticos (LOS et al.,, 2013). A descoberta dos antibiéticos trouxe
uma revolugdo no tratamento das infec¢cdes bacterianas, uma vez que essas eram
responsaveis por milhdes de mortes antes da descoberta dos mesmos (SAVOIA,
2012). A figura 6 apresenta o histérico da introducdo no mercado das diferentes
classes de agentes antibacterianos aprovados pelo FDA (do inglés: Food and Drug
Administration, Administracdo de alimentos e drogas, EUA). O periodo de 1940 a
1960 foi considerado a “era de ouro” dos antimicrobianos, tendo inicio com a
producado da penicilina. Com o passar dos anos, no entanto, houve uma diminuigéo
da introduc@o de novos medicamentos antibidticos, com cerca de 10 anos sem que
nenhum antibioético tenha sido aprovado (DURAND; RAOULT; DUBOURG, 2018).

Figura 6: Histérico da aprovacgdo de antibiéticos.
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Fonte: Adaptado de DURAND et al., 2018.
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A descoberta de novos agentes antibacterianos tem falhado em acompanhar
o rapido desenvolvimento de resisténcia pelos micro-organismos (ABREU; McBAIN;
SIMOES, 2012). O custo elevado é um fato contribuinte para a diminuicdo no
investimento da industria farmacéutica para o desenvolvimento e comercializacéo de
novos agentes. De fato, embora uma grande quantidade de substancias com
potencial antibacteriano tenha sido publicada na literatura nos Gtimos cinco anos,
apenas 12 foram aprovados para a fase de testes clinicos e cinco para venda pelo
FDA (FDA, 2019).

2.2.1 Mecanismos de acao de antibacterianos

A atividade dos antibiéticos ocorre por diversos mecanismos de acdao,
podendo agir inibindo o crescimento bacteriano ou levar a morte da bactéria. Entre
0s mecanismos de acdo destacam-se a inibicdo da sintese da parede celular; a
fragmentacdo da membrana celular, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da
sintese de acidos nucleicos e inibicdo do metabolismo bacteriano (BBOSA et al.,
2014). A figura 7 apresenta os mecanismos de acgdo de diversas classes de

antibiéticos e seus alvos na célula bacteriana.

Figura 7: Mecanismos de acdo dos agentes antibacterianos.
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7

A parede celular das bactérias é formada por uma macromolécula
denominada, peptideoglicano. A camada de peptideoglicano confere forca e
resisténcia as bactérias, e necessitam da acdo das enzimas biofuncionais contendo
dominios transpeptidase e transglicosilase. Essas enzimas sdo os alvos dos
medicamentos denominados 3-lactamicos, como as penicilinas e cefalosporinas, que
agem como pseudo-substratos para essas enzimas e acetilam os seus sitios ativos.
A vancomicina também atua impedindo a sintese da parede celular bacteriana, mas
em vez de se ligarem as enzimas que a sintetizam, se ligam aos substratos
peptidicos, impedindo que os mesmos se liguem as enzimas (FERNANDES;
MARTENS, 2017).

Os ribossomos responsaveis pela sintese proteica em bactérias sdo bastante
diferentes dos presentes nas células eucaridticas. Dessa maneira, estes funcionam
como alvo de diversos inibidores da sintese de proteinas bacterianas, possuindo
atividade antibacteriana seletiva. As tetraciclinas, eritromicina e os aminoglicosideos
sdo exemplos de antibiéticos amplamente utilizados na clinica que inibem a sintese
de proteinas (BROWN; LISTER; MAY-DRACKA, 2014). Outros antibidticos, como as
quinolonas, promovem a morte celular bacteriana atuando na enzima DNA girase,
fundamental para a replicacdo do DNA das células (EHMANN; LAHIRI, 2014).

2.2.2 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

s

O uso excessivo de antibiéticos € bastante comum em muitos paises,
podendo exercer uma pressdo seletiva em estirpes multirresistentes de bactérias
patogénicas, e culminar no aumento da circulagcdo das mesmas (LOS et al., 2013).
Sabe-se que a resisténcia a antibiéticos € um forte agravante de infeccbes
bacterianas, mas seus impactos vao além e afetam outros setores, como a
economia, uma vez que o custo financeiro de uma terapia fracassada devido a
bactérias resistentes é bastante elevado. Nos Estados Unidos, por exemplo, o0 custo
estimado dos gastos com a resisténcia bacteriana é de cerca de 4 a 5 bilhdes de
dolares por ano (DEL FIOL et al., 2010). Além disso, existe o impacto da reducéo de
produtividade causada pela doenca tanto em seres humanos como em animais
(ANVISA, 2016).

Os diversos mecanismos de resisténcia aos antibiéticos incluem: enzimas que

inativam o agente, o uso de outras vias metabdlicas, que ndo a alvo do antibiético,
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modificacdo no alvo do antibiético, diminuicdo da entrada do agente antibacteriano
na célula, efluxo do agente para fora da célula, aumento da producédo do alvo do
antibiotico (KEYES; LEE; MAURER, 2008). A figura 8 apresenta os principais
mecanismos de resisténcia a antibacterianos. O exemplo mais conhecido de
resisténcia a antibioticos é a producao de enzimas hidroliticas, conhecidas como B-
lactamase, que sdo capazes de desativar o anel B-lactamico de penicilinas e
cefalosporinas, por meio de modificacbes estruturais, impedindo que estas
moléculas funcionem como pseudosubstrato para transpeptidases e
transglicosilases, perdendo seu poder antibiético (SINGH, 2014).

Algumas bactérias se tornaram resistentes a tetraciclina por meio da
producdo de proteinas que funcionam como bombas de efluxo, ou seja, com a
capacidade de exportar o antibiético, impedindo a sua acumulacdo no citoplasma,
necessaria para qgue o mesmo consiga inibir a sintese proteica. Ja algumas bactérias
desenvolveram um mecanismo que permitiu modificar um residuo especifico na
unidade 23S do RNA bacteriano, diminuindo a afinidade dos antibioticos da classe

das eritromicinas pelo ribossomo das bactérias (FERNANDES; MARTENS, 2017).

Figura 8: Mecanismos de resisténcia a antibacterianos.
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Nesse contexto, a resisténcia a meticilina merece destaque, uma vez que
MRSA sao uma das principais causas de mortalidade em razdo da resisténcia a
antibioticos (VAN HORN et al, 2014). A resisténcia a meticilina se deve
principalmente a presenca do gene mecA, que codifica uma proteina alternativa de
ligacdo a penicilina (PBP2a) que tem baixa eficiéncia de acetilagdo por B-lactamicos,
0 que impede a acdo dos mesmos. O gene mecA é transportado dentro de um
elemento genético mével denominado cassete cromossdmico estafilococico mec
(SCCmec) (VINDEL et al., 2014).

Este elemento genético movel é composto de dois elementos principais, o
complexo mec contendo mecA e formas intacta e deletada de seus reguladores
(mecl, mecR1) e o complexo ccr composto por recombinases cromossémicas em
cassete (ccr) que estdo envolvidas na mobilidade do complexo. As porcbes
restantes do SCCmec apresentam componentes ndo considerados essenciais,
chamados de genes adicionais, que conferem resisténcia a metais e antibidticos,
bem como genes de funcdo desconhecida, que sdo chamadas de regibes J
(KATAYAMA; ITO; HIRAMATSU, 2000; MIRAGAIA, 2018).

As bactérias podem adquirir resisténcia, tanto de forma vertical, quando
herdam o gene de resisténcia da célula progenitora, ou de forma horizontal, quando
adquirem o gene de outra bactéria, dentro da mesma espécie ou de espécies
diferentes. Essa habilidade de compartilhar genes de resisténcia dificulta ainda mais
o tratamento das infec¢cdes bacterianas, tornando cada vez mais necessaria a busca
de novos agentes para combater as mesmas (ABREU; McBAIN; SIMOES, 2012).
Nesse contexto, os produtos naturais, amplamente utilizados no combate a diversas
doencas, incluindo as causadas por bactérias (SAVOIA, 2012), podem se apresentar
como uma boa alternativa nessa busca por antibacterianos, que sejam capazes de

combater bactérias com tais habilidades.

2.2.3 Produtos naturais como agentes antimicrobianos

Devido a sua alta complexidade, diversidade molecular, e facil obtencéo de
produtos, a natureza tem sido uma fonte de medicamentos por milénios, sendo o0s
primeiros registros datados de 2.600 a.C do uso de plantas com propriedades
medicinais (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Com o passar dos anos, e o desenvolvimento da ciéncia e da medicina, as

plantas, bem como outros seres vivos, vieram a ser utilizados como fonte do
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desenvolvimento de muitas drogas Uteis, tais como a penicilina (antibiético), o taxol
(anticancer) e artemisina (antimalaria), ressaltando a importancia dos produtos
naturais como fonte de medicamentos até os dias atuais (AHMAD; WAJID, 2013).

Por se tratar de uma fonte de uma ampla quantidade de compostos, a
natureza tem sido intensamente investigada, levando a descoberta de diversos
metabdlitos secundarios, que agem como mediadores quimicos entre a planta e o
meio ambiente, e atuam na protecdo da mesma. Exemplos sdo os flavonoides,
taninos, fendis e quinonas. Tais compostos, além de conferirem caracteristicas como
odor e pigmentacdo a planta, também aumentam a capacidade da mesma de
combater doencas infecciosas microbianas (DEY; RAY; HAZRA, 2014; DOS
SANTOS et al., 2014).

Esses compostos possuem ainda grande potencial farmacolégico devido as
atividades biolégicas apresentadas por eles. Essas atividades bioldgicas de
substancias obtidas de plantas podem estar relacionadas, entre outros mecanismos,
com a inibicdo de determinadas moléculas, entre elas, proteinas. Tais substancias
continuam sendo fontes valiosas de compostos para o descobrimento de novas
drogas (MIRANDA et al., 2015).

Os produtos naturais, originados de plantas, bem como de outros seres vivos,
tém sido uma rica fonte de drogas antimicrobianas por muitas décadas (BROWN,;
LISTER; MAY-DRACKA, 2014). De fato, 69% das drogas contra agentes infecciosos,
incluindo fungos, bactérias, virus e parasitas sao derivados de produtos naturais ou
baseados nos mesmos. Essa mesma proporcdo se aplica aos antibacterianos
aprovados no periodo de 1981 a 2006. Dos 109 novos compostos, 69% foram
originados de produtos naturais (NEWMAN, 2008; CRAG; NEWMAN, 2013).

O potencial antimicrobiano de produtos naturais tem estimulado estudos de
investigagcdo dessa atividade biologica. Extratos de plantas de mais de 157 familias
apresentaram potencial atividade antimicrobiana. Esse efeito antimicrobiano de
extratos, bem como Oleos de planta tem sido amplamente utilizado, incluindo a
conservagao de alimentos e 0 uso como terapias alternativas (NARAYAN et al.,
2010).

O crescente surgimento de patdgenos resistentes e a necessidade de novos
antibioticos tém motivado estudos sobre o potencial antibacteriano de substancias
originadas de plantas (ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012). Além disso, a ampla

diversidade de compostos quimicos, bem como o relativo facil acesso as mesmas é
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um fator que contribui para que as plantas continuem a ser uma importante fonte

para a pesquisa e desenvolvimento de agentes antibacterianos (SAVOIA, 2012).
2.3 Género Cordia e suas atividades bioldgicas

O género Cordia possui cerca de 250 espécies, com ampla distribuicdo nos
paises tropicais, e € composto por trés subgéneros: Varronia (L), Cordia (L) e
MyxaTaroda, sendo este ultimo subdividido em trés secdes: secdo Myxa (Endl.)
D.C., secao Gerascanthus (Brousne) Don. e secdo Superbiflorae Taroda (TARODA,;
GIBBS, 1987).

Diversas atividades biologicas de compostos obtidos de espécies desse
género foram investigadas por uma ampla variedade de métodos, sendo relatadas
atividades como antimicrobiana (NARIYA et al., 2011), anti-inflamatoria (BAYEUX et
al.,, 2002), antiulcerogénica (AKHTAR; AHMAD, 1995) e antioxidante (AL-
MUSAYEIB et al.,, 2011). Além disso, estudos fitoquimicos culminaram na
identificacdo de metabdlitos secundarios de diversas espécies do género Cordia
(OZA; KULKARNI, 2017).

Entre as atividades biolégicas de espécies do género Cordia destaca-se a
atividade antibacteriana. Salazar-Aranda e colaboradores (2011) investigaram a
atividade antibacteriana de extratos de C. boissierie contra Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumanii, bem como contra
estirpes sensiveis e resistentes a antibidticos de Staphylococcus aureus e
observaram acao antimicrobiana do mesmo.

Nos estudos de Panghal e colaboradores (2011) e Pinhol e colaboradores
(2012), extratos C. dichotoma também apresentaram efeito antibacteriano contra S.
aureus. Nariya e colaboradores (2011) também encontraram atividade antibacteriana
de extratos de C. dichotoma contra E. coli e P. aeruginosa. O estudo de Pinhol e
colaboradores (2012) também forneceram dados de acdo de extratos de C.
verbenacea contra S. aureus. Meccia e colaboradores (2009) investigaram a
composicdo fitoquimica e o potencial antibacteriano do Oleo essencial de Cordia
verbenacea e encontraram atividade contra Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

No entanto, algumas espécies tem o potencial etnofarmacologico ainda pouco

explorado, como € o caso da C. polycephala, conhecida popularmente como “maria
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preta”. Essa planta se caracteriza como um pequeno arbusto, de caule em forma
cilindrica, apresentando poucos galhos, de pequena espessura. Suas folhas
apresentam peciolo curto e laminas lanceoladas. Suas flores se caracterizam como
uma inflorescéncia em capitulos, com raizes finas, laterais e rasas, florescendo entre
0os meses de novembro a junho. Seus frutos possuem coloracdo avermelhada
(figura 9) e pouco sabor. Essa espécie pode ser encontrada na Espanha e em
diversos paises da América do Sul, incluindo o Brasil, sendo encontrado nas regifes
Norte, Nordeste, Centro—Oeste e Sudeste do pais, geralmente em florestas (LEITE,
2006; FREITAS, 2010).

Figura 9: Fotos de Cordia polycephala.

(A) Aspecto da planta inteira; (B) Folhas e inflorescéncia; (C) Fruto.
Fonte: FREITAS (2010).

2.4 Cordiaquinonas, quinonas e suas atividades bioldgicas

As quinonas sdo uma classe de moléculas ciclicas, derivadas de compostos
aromaticos, com dois grupos carbonila (C=0) em um anel benzeno. Estéo presentes
de forma ubiqua na natureza e compdem uma grande classe de compostos naturais
encontrados em fungos, plantas e bactérias (MADEO; ZUBAIR; MARIANNE, 2013).
Esses compostos, juntamente com 0s taninos, sao responsaveis pelos pigmentos de
coloragédo, bem como auxiliam na defesa do hospedeiro contra possiveis patégenos.
(DEY; RAY; HAZRA, 2014). Além disso, desempenham um papel fundamental no
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metabolismo aerdébio das células, e sdo essenciais para inUmeros processos
enzimaticos e bioquimicos necessarios para os seres vivos (DE OLIVEIRA et al.,
2017).

As quinonas podem ser classificadas de acordo com a posicdo do grupo
carbonila em 1,2 ou orto-quinonas (carbonilas adjacentes) e 1,4 ou para-quinonas
(separadas por dois carbonos). Além disso, as quinonas podem ser classificadas de
acordo com o composto aromatico que a originou, por exemplo, se for originada de
um benzeno, trata-se de uma benzoquinona, de naftaleno, uma naftoquinona, de
antraceno, uma antraquinona, e assim por diante (DE LUCAS; FERREIRA; NETTO-
FERREIRA, 2014).

As quinonas sdo conhecidas por serem biologicamente ativas, ou seja, sédo
capazes de interagir com as moléculas dos organismos e promoverem modificacdes
nas mesmas. A interacdo entre a estrutura das quinonas e demais moléculas podem
ser tanto essenciais para o funcionamento do organismo, como também podem
causar danos nessas moléculas, como DNA e proteinas. As quinonas tém sido
amplamente estudadas e particularmente Uteis no design racional de drogas
(MADEO; ZUBAIR; MARIANNE, 2013).

Diversos medicamentos quimioterapéuticos sao originados de quinonas,
como por exemplo, mitomicina C, mitoxantrona, daunorubicina e valrubicina
utilizados no tratamento de cancer de mama, pulméao e ovario. Além disso, quinonas
produzidas naturalmente como a plumbagina, aloe-emodina, juglona, lapachol,
menadiona, cribrostatina também apresentaram efeito citotéxico contra células
tumorais (LEE et al., 2006; LU et al., 2013; SREELATHA et al., 2014).

No entanto, algumas quinonas podem ser toxicas para os individuos, como
por exemplo, as antraquinonas aloe-emodina, crisofanol e emodina, que
apresentaram genotoxicidade. (PANIGRAHI et al., 2018). Em contraste, De Oliveira
e colaboradores (2017) verificaram que naftoquinonas derivados de Lawsona
apresentaram efetiva atividade antioxidante utilizando o ensaio de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil). Esses dados reforcam que as quinonas possuem um dubio efeito
nos organismos, devido ao seu potencial de oxirreducdo, elas podem tanto ser
citotoxicas atraveés da geracao dessas EROs, como ter acdo antioxidante, sendo o
efeito final diretamente relacionado com a dose administrada, bem como os alvos
gue podem interagir com as mesmas (BOLTON; DUNLAP, 2016). Além disso, as

quinonas também podem atuar na protecao contra a inflamacéo, uma vez que Woo
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e colaboradores (2017) relataram a acao anti-inflamatéria da 2-carbometoxi-2,3-
epoxi-3-prenil-1,4-naftoquinona (CMEP-NQ).

Atividades antimicrobiana e antiparasitaria também sdo comuns as quinonas.
Santos e colaboradores (2010) avaliaram também o potencial antifungico de duas
quinonas contra diversas estirpes de Candida sp. Suto e colaboradores (2015)
realizaram um estudo para avaliar o efeito antitripanosoma de derivados de
quinonas, e encontraram toxicidade contra o parasita, mas nao contra células de
mamiferos. Crosby e colaboradores (2010) descreveram a atividade antiviral de
anélogos da conocurvona contra HIV, enquanto Mello e colaboradores (2016)
avaliaram o potencial antiviral contra HSV-1 de diferentes aminometilnaftoquinonas.

Diversos estudos envolvendo a atividade antibacteriana de quinonas ja foram
relatados na literatura. Sreelatha e colaboradores (2014) a maioria dos compostos
testados se mostrou ativa contra MRSA, mas inativa contra P. aeruginosa. Dey, Ray
e Hazra (2014) reportaram a acdo antimicobacteriana de cinco compostos
qguinonoides (emodina, diospirina, plumbagina, menadionea e timoquinona) contra
diferentes estirpes de Mycobacterium tuberculosis.

Atividades antitoxoplasmica (PEARSON et al., 1999), antiplasmdédica (LACY
et al.,, 2002) da naftoquinona atovaquona e antileishmania da buparvaquona
(GARNIER et al, 2007) também foram descritas. Além disso, Ribeiro e
colaboradores (2009) avaliaram o efeito larvicida (contra Aedes aegypti) e moluscida
(contra Biomphalaria glabrata) de diversas naftoquinonas naturais e sintéticas,
encontrando resultados significativos.

Em relacdo as cordiaquinonas, essas substancias foram descritas pela
primeira vez por Bieber e colaboradores (1990) quando isolaram as cordiaquinonas
A e B das raizes da planta Cordia corymbosa. Da Silva Filho e colaboradores (1993)
avaliaram as atividades antifungica, anticancer e antibacteriana dessas
cordiaguinonas, encontrando efeito das mesmas contra 14 fungos patogénicos. Em
seguida, Bieber, Krebs e Schafer (1994) isolaram e determinaram a estrutura de
mais outros dois compostos pertencentes a esse mesmo grupo, as cordiaquinonas C
eD.

Em 1996, Kuramochi e colaboradores relataram pela primeira vez a sintese
total da cordiaquinona B. Posteriormente, loset e colaboradores (1998) isolaram e
identificaram as novas cordiaquinonas E, F, G, bem como a cordiaquinona B das
raizes de Cordia linnaei que apresentaram boa atividade antifingica e larvicida. Em
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2000, loset e colaboradores extrairam e isolaram as cordiaquinonas ja conhecidas A
e B, bem como cordiaquinonas inéditas (J e K) das raizes de Cordia curassavica,
gue também apresentaram potencial fungicida e larvicida.

Estudos realizados por Marinho-Filho e colaboradores (2010; 2012)
comprovaram a participacéo do estresse oxidativo nos efeitos antitumorais in vitro e
in vivo da cordiaquinona J. Freitas e colaboradores (2012) avaliaram a atividade
antitumoral das cordiaquinonas B, E, L, N e O, além de isolar e elucidar as
estruturas das cordiaquinonas N e O. Oliveira e colaboradores (2012) quantificaram
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) as cordiaquinonas J, L e M
presentes em C. leucocephala. Diniz e colaboradores (2015) isolaram e identificaram
a cordiaquinona P da mesma espécie. A figura 10 apresenta as estruturas das

cordiaquinonas ja identificadas.

Figura 10: Estrutura das cordiaguinonas relatada na literatura.
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Fonte: Adaptado de ARKOUDIS; STRATAKIS, 2008; DINIZ et al., 2009; 2015; FREITAS et al., 2012.
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A tabela 1 descreve os estudos com cordiaquinonas em ordem cronoldgica,

especificando autores, a(s) cordiaquinona(s) estudada(s), origem da substancia e

atividade biolégica, quando testada.

Tabela 1: Estudos envolvendo cordiaquinonas descritos na literatura.

Autor

Cordiaquinona

Origem

Atividade Bioldgica

BIEBER et al., 1990

DA SILVA FILHO et
al., 1993
BIEBER et al., 1994

BIEBER &
LEBLANC, 1990

KURAMOCHI et al.,
1996
IOSET et al., 1998

IOSET et al., 2000

BATALINI &
BIEBER, 2001

YAJIMA et al., 2003
YAJIMA et al., 2005

ARKOUDIS &
STRATAKIS, 2008

DINIZ et al., 2009

MARINHO-FILHO
et al., 2010

FREITAS et al.,
2012

OLIVEIRA et al.,
2012

DINIZ et al., 2015

AeB

AeB

CeD
B

E,F,GeB
A B, J,eK
A

Je K
B,C,JeK

LeM

B,E,L,NeO

J,LeM

Cordia corymbosa

Cordia corymbosa

Cordia corymbosa

Cordia corymbosa

Sintética

Cordia linnaei
Cordia curassavica

Sintética (modelo

experimental)
Sintética
Sintética

Sintética

Cordia leucocephala

Cordia leucocephala

Cordia polycephala

Cordia leucocephala

Cordia leucocephala

Antifangica

Antifungica e larvicida

Antifungica e larvicida

Antitumoral

Antitumoral

Fonte: AUTORIA PROPRIA.
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Conforme relatado anteriormente as cordiaquinonas B e E, ja foram descritas
tanto pela sua atividade antifiingica e larvicida (IOSET et al., 1998), como pela sua
atividade antitumoral, a qual também foi demonstrada pelas cordiaquinonas L, N e
O, em um estudo de Freitas e colaboradoes (2012). A figura 11 apresenta 0s
componentes estruturais dessas cinco cordiaquinonas, isoladamente, para efeito de
comparacao entre as suas estruturas e 0 seu potencial antibacteriano, a ser

discutido mais adiante.

Figura 11: Cordiaquinonas B, E, L, N e O e seus componentes estruturais.
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Fonte: Adaptado de FREITAS (2010).

As atividades biologicas ja descritas para as cordiaquinonas, bem como a
atividade antibacteriana de outras quinonas e de compostos originados do género
Cordia descritas em outros estudos, levam a crer no potencial antibacteriano das
cordiaquinonas. A investigacdo desse potencial, por meio de diversos testes

antibacterianos in vitro, constitui o objeto de estudo deste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antibacteriana das Cordiaquinonas B, E, L, N e O isoladas
a partir das raizes da espécie Cordia polycephala contra diversas espécies de

bactérias, incluindo estirpes resistentes a meticilina.

3.2 Especificos

v Determinar a concentragdo inibitéria minima das Cordiaquinonas B, E, L, N e
O contra diferentes estirpes bacterianas;

v' Determinar a concentracdo bactericida minima (CBM) das Cordiagquinonas B,
E, L, N e O contra diferentes estirpes bacterianas;

v Avaliar o efeito inibitério de Cordiaquinonas sobre a formacgéao de biofilmes;

v' Estudar as alteracdes morfolégicas causadas por cordiaquinonas em células

bacterianas, utilizando Microscopia de Forca Atdmica (MFA).
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4 METODOS
4.1 Delineamento experimental

A figura 12 apresenta o desenho experimental onde estd descrito
resumidamente todas as etapas deste trabalho. As cordiaquinonas B, E, L, N e O
foram obtidas a partir do extrato hexénico das raizes de Cordia polycephala, em
seguida se deram os ensaios in vitro de avaliagdo da atividade antibacteriana, por
meio da determinacdo das concentracdes inibitéria e bactericida minima (CIM e
CBM). Em seguida foi realizada a avaliacdo da atividade antibiofilme dessas
cordiaquinonas e a deteccdo de alteracbes morfolégicas por microscopia de forca

atomica.

Figura 12: Delineamento experimental.
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Fonte: AUTORIA PROPRIA.

4.3 Obtencéao das cordiaquinonas

As cordiaquinonas B, E, L, N e O foram extraidas a partir do extrato hexanico
das raizes da espécie Cordia polycephala, isoladas e identificadas por

cromatografia, espectrometria de massa e Ressonancia Magnética Nuclear no
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Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara
(UFC), de acordo com Freitas e colaboradores (2010), e gentiimente cedidas pela
Professora Dr2 Otilia Deusdénia Loiola Pessoa para a avaliacdo do efeito

antibacteriano dessas cordiaguinonas.

4.4 Estirpes utilizadas

As estirpes utilizadas para os testes fazem parte do estoque do Campus de
Parnaiba da Universidade Federal do Piaui, sendo Gram-negativas: Salmonella
choleraesuis ATCC 14028 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 — produtora de
ESBL (do inglés Extended Spectrum Beta-Lactamasis, Beta-lactamases de Espectro
Ampliado) e Gram-positivas: Staphylococcus epidermidis ATCC (do inglés: American
Type Culture Collection) 12228; Staphylococcus saprophyticus (Espécime Clinico);
Enterococcus faecalis ATCC 29212; Staphylococcus aureus ATCC 29213;
Staphylococcus aureus Med 55 (Espécime Clinico Resistente a Meticilina-MRSA);
Staphylococcus epidermidis 70D (Espécime Clinico Resistente a Meticilina), sendo
essas duas ultimas cedidas pela professora Dr2 Maria José dos Santos Soares, do
Laboratério de doencas infecciosas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade

Federal do Piaui, Campus de Teresina.

4.5 Manutencéo das estirpes bacterianas

As bactérias utilizadas sdo mantidas sob refrigeracdo a 4 °C, e renovadas
periodicamente. Antes da realizacdo dos testes, colbnias isoladas da bactéria a ser
testada foram inoculadas em caldo Mueller Hinton (Difco™), incubadas por 24 horas
a 35+2 °C, em seguida transferidas para uma nova placa de agar Mueller Hinton e

incubadas a 35%2 °C, novamente, por 24 horas antes do teste.

4.6 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Bactericida Minima (CBM)

v Principio do método:
A CIM pode ser definida como a concentracdo mais baixa de uma substancia
na qual nenhum crescimento visivel de micro-organismos pode ser detectado. Neste

teste, diferentes concentracfes de uma mesma substancia séo diluidas em meio de
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cultura contendo um in6culo de micro-organismos em placas de 96 pocos. Essa
determinacao foi realizada por meio de microdiluicdo das cordiaquinonas em caldo
Mueller-Hinton, de acordo com as recomendacdes da CLSI (do inglés: Clinical
Laboratory Standards Institute, Instituto de Padrdes Clinico Laboratoriais) (2015).

Para determinar se a substancia é bactericida (capaz de matar bactérias) ou
bacteriostatica (capaz de inibir o crescimento bacteriano) foi realizado o teste de
CBM. A CBM é definida como a menor concentracdo de agente antimicrobiano
necessaria para matar 99,9% do inéculo subcultivado da microdiluicdo em superficie
de placas de &gar ndo seletivas ap6s 24 horas de incubagdo. Dessa maneira, se
fornecem novas condi¢des de crescimento bacteriano, com abundéancia de alimento,
e baixa quantidade da substancia inibidora. Assim, se a substancia for bactericida
nao havera crescimento na nova placa, e se for bacteriostatica, havera crescimento
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Além disso, para que uma substancia seja
considerada bactericida, é necessario que seu valor de CBM seja no maximo quatro
vezes maior do que o MIC (FRENCH, 2006).

v Procedimento experimental:

Inicialmente as bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo agar
Mueller Hinton e, em seguida, as mesmas foram incubadas em estufa bacterioldgica
por 24 horas numa temperatura de 35+2 °C. ApoOs 24 horas, col6nias isoladas foram
coletadas com o auxilio de al¢ca bacteriolégica descartavel e suspensas em solucao
salina estéril [NaCl 0,85% (p/v)], de modo a obter uma suspensédo de bactérias cuja
absorbéancia no comprimento de onda de 625 nm varie entre 0,08 a 0,13
correspondendo a 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 1,5x108 UFC/mL).

Em seguida, esta suspensdo foi utilizada para a obtencdo do in6culo
bacteriano em Caldo Mueller Hinton (Difco™), com concentragéo final de bactérias
de 5x10° UFC/mL, sendo posteriormente transferido para placas de 96 pogos. As
bactérias foram entdo expostas a uma microdiluicdo seriada de razdo dois das
cordiaquinonas B, E, L, N e O diluidas no meio de cultura e dimetilsulféxido (DMSO)
5%. Como controle positivo, foi utilizado o antibiotico Vancomicina (32 a 0,25 pg/mL)
para bactérias Gram-positivas e Meropenem (8 a 0,06 pug/mL) para as Gram-
negativas, e como controle negativo (controle de crescimento bacteriano), foi
utilizado o caldo Mueller-Hinton com DMSO (5%).
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Apo6s 24 horas, foi observado se as substancias foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano e qual a CIM das mesmas. Para isso, foi utilizado o corante
azul de resazurina (0,01%), que possui coloracdo azul. Quando a célula esta viavel,
a resazurina € reduzida a resorufina, que possui coloracao rosa (PESCH; SIMMERT,
1929). Quando ndo houver mudanca de coloragdo é possivel inferir a auséncia de
crescimento bacteriano. Para a determinacdo da MBC um volume de 10 pL foi
transferido dos pocos cuja concentracdo da substancia testada foi igual ou superior
a CIM, para uma nova placa de agar Mueller-Hinton (Difco™), que foi incubada por
24 horas a 35+2 °C, e em seguida, observada a presenca ou auséncia de

crescimento bacteriano.

4.7 Avaliacao da atividade antibacteriana por meio da inibicdo da formacéao de

biofilme

v Principio do método:

A capacidade de formar biofilmes é um importante fator de viruléncia de
bactérias, e diversos agentes antibacterianos vem sendo testados quanto a sua
capacidade de inibir essa formacéo. Para isso diversas técnicas sao utilizadas, uma
delas consiste na determinacdo da Densidade Optica do filme bacteriano marcado

com cristal violeta por espectrofotometria (STEPANOVIC et al., 2000).

v Procedimento experimental:

Esse ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, na qual em cada poco foi
adicionado a suspensdo bacteriana a 5x10° UFC/mL. Em seguida, as
cordiaquinonas B, E e L em concentragfes inferiores a CIM (1/2, 1/4 e 1/8 da CIM)
foram adicionadas ao meio TSB (Tryptical Soya Broth, Difco™) suplementado com
0,5% de glicose e transferidas para a placa. A placa foi entdo incubada a 37 °C por
24 horas em condigbes aerObicas. Depois desse periodo, o meio de cultura foi
removido e 0s poc¢os lavados duas vezes com agua destilada. Em seguida, o
biofilme foi fixado com 100 pyL de Metanol (PA) por 15 minutos, corado com cristal
violeta a 0,1% (v/v) e lavado com agua.

A formacgéo do biofilme foi avaliada pela adicdao de 100 yL de etanol a 95%
aos pocos. As placas foram, entdo, submetidas a espectrofotometria, no

comprimento de onda de 630 nm (Touch Bioeasy plate reader). A absorbancia de
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cada poco foi utilizada para o calculo do percentual de inibicdo da formacédo de
biofilmes, e os valores de absorbéncia foram normalizados com base na média do
controle de biofilme (0% de inibicdo da formacao de biofilme) e a média do controle
de (100% de inibicdo da formacé&o de biofilme) (STEPANOVIC et al., 2000).

4.8 Estudos de mecanismo de acao
4.8.1 Microscopia de Forca Atdbmica

v Principio do método:
A microscopia de forca atbmica (MFA) é uma técnica de microscopia versatil e
particularmente aplicavel ao estudo de micro-organismos, uma vez que permite a
deteccdo de pequenas alteracbes na morfologia dos mesmos, devido a sua

capacidade de gerar imagens em escala hanométrica (EATON et al., 2008).

v Procedimento experimental

Para avaliar possiveis alteracdes morfologicas induzidas pela cordiaquinona L
nas células bacterianas, ensaio com microscopia de forca atdbmica foi realizado
como descrito por Araujo e colaboradores (2015) utilizando microscopio TT-AFM da
empresa AFM Workshop (EUA).

Neste ensaio, o protocolo para determinar a CIM foi repetido como descrito
anteriormente. Apds um periodo de incubacéo de 24 horas, 30 yL do meio de cultura
contendo o tratamento (Cordiaquinona L, 7,8 uM ) ou bactérias nao tratadas foram
depositados em uma superficie de vidro limpa, seguida de secagem em incubadora
bacteriolégica a 35 £ 2°C por 10 minutos.

As amostras, em seguida, foram lavadas de forma suave com agua
deionizada para remover cristais de sal e outros componentes do meio de
crescimento indesejados e secadas novamente nas mesmas condicfes. Para a
realizacdo da analise de MFA, as amostras foram preparadas ao mesmo tempo,
expostas as mesmas condi¢des e examinadas dentro de 8 horas apds a deposigao.

A andlise do efeito antimicrobiano das cordiaquinonas foi realizada em modo
vibratorio, usando cantilevers (NSG10 / NT-MDT) com frequéncia de ressonancia de
aproximadamente 240 kHz. As imagens foram analisadas usando o software

Gwyddion versao 2.40. Mdultiplas areas de cada amostra foram examinadas e
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imagens representativas dos grupos de bactérias tratadas e ndo tratadas foram
selecionadas.

4.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos no ensaio antibiofilme foram submetidos a analise
estatistica utilizando o software GraphPad Prism 7.01, aplicando-se ANOVA
unidirecional e teste de comparacdo mdultipla de Tukey, com p<0,05 sendo
estatisticamente significante. Todas as imagens obtidas pela MFA foram analisadas
e, em seguida, medidos o tamanho das células, os dados também foram analisados
pelo GraphPad Prism 7.01, utilizando o teste T-student para comparacdo das
médias (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracéo inibitéria minima das cordiaquinonas B, E,L,Ne O

As concentracdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas, conforme
previamente descrito, de maneira a avaliar a capacidade das cordiaquinonas
testadas de inibir o crescimento bacteriano. A tabela 2 descreve os resultados de
CIM para as cordiaquinonas B, E, L, N e O, e do controle positivo Vancomicina para

as estirpes Gram-positivas e Meropenem para as Gram-negativas.

Tabela 2: Concentragdo Inibitéria Minima das cordiaquinonas B, E, L, N e O em diversas estirpes
bacterianas.

Cordiaquinonas CP
Estirpes B E L N O V/IMe

Staphylococcus uM 31,25 31,25 125 125  >500
epidermidis
ATCC 12228 ug/mL 10,13 10,13 40,5 50,75  >203 1,0
Staphylococcus uM 625 31,25 7.8 >500  >500
saprophyticus ug/mL 20,25 10,13 253  >203 >203 1,0
Enterococcus uM 500 500 >500  >500  >500
faecalis
ATCC 29212 Mg/mL 162 162 >162,3 >203 >203 40
Staphylococcus UM 62,5 500 250 >500  >500
aureus
ATCC 29213 ug/mL 20,25 162 81 >203 >203 1,0
aureus Med 55 ug/mL 20,25 162 405  >203 >203 1,0
epidermidis 70D ug/mL 10,13 40,5 20,25 1015 >203 2,0
Salmonella UM >500  >500 >500  >500  >500
choleraesuis
ATCC 14028 pug/mL  >162 >162 >162 >203 >203 0,1
Klebsiella UM >500  >500 >500  >500  >500
pneumoniae
ATCC 700603 pug/mL  >162 >162 >162 >203 >203 0,1

CP — controle positivo; Vancomicina para as estirpes Gram-positivas (V) e Meropenem para as Gram-
negativas (Me).
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E possivel observar que as cordiaquinonas B e E inibiram o crescimento de
todas as estirpes Gram-positivas testadas, incluindo Staphylococcus resistentes a
Meticilina, e Enterococcus faecalis com CIM variando da maior concentracéo testada
(162 pg/mL) a 10,13 pg/mL. A cordiaquinona L inibiu o crescimento de todas as
estirpes de Staphylococcus testadas, incluindo as resistentes a Meticilina, com CIM
variando de 81 a 2,53 pg/mL (sendo a dultima contra o espécime clinico
Staphylococcus saprophyticus, o CIM mais baixo entre as cordiaquinonas testadas).
A Cordiaquinona N foi ativa contra S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis 70D
com valores de CIM de 50,75 e 101,5 ug/mL, respectivamente, e a Cordiaquinona O
foi inativa contra todas as estirpes nas concentragdes testadas, indicando uma

atividade relevante das Cordiaquinonas B, E, L e N contra o género Staphylococcus.

5.2 Concentracédo bactericida minima das cordiaquinonas B, E,L e N

Para determinar se as cordiaquinonas que foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano sédo bactericidas ou bacteriostaticas, a concentracao
bactericida minima (CBM) foi determinada, conforme descrito anteriormente. A
tabela 3 apresenta os resultados de CBM para as cordiaquinonas B, E, L e N. Os
resultados da tabela 3 sugerem que a Cordiaquinona B foi bactericida contra S.
saprophyticus, S. epidermidis 70D e E. faecalis 29212, enquanto bacteriostatica
contra S. epidermidis 12228, S. aureus Med 55 e S. aureus 29213.

A Cordiaquinona E teve acdo bactericida contra S. epidermidis 12228, S.
epidermidis 70D, S. saprophyticus e E. faecalis 29212, enquanto bacteriostaticos
contra S. aureus 29213 e S. aureus Med 55. Por outro lado, a Cordiaquinona L era
bactericida contra S. epidermidis 12228, S epidermidis 70D, S. aureus Med 55,
enguanto bacteriostaticos contra S. saprophyticus e S. aureus 29213. Cordiaquinona
N n&o apresentou efeito bactericida contra nenhuma espécie testada e é, portanto,
considerada bacteriostéatica contra S. epidermidis 12228 e S. epidermidis 70D.
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Tabela 3: Concentracao Bactericida Minima (uM) das cordiaquinonas B, E, L, N e O em diversas

estirpes bacterianas.

Cordiaquinonas

Estirpes B E L N
Staphylococcus uM 500 125 500 >500
epidermidis
ATCC 12228 Mg/mL 162 40,5 162 >203
Staphylococcus uM 62,5 62,5 125
saprophyticus L
EC Mg/mL 20,25 20,25 40,5
Enterococcus uM 500 500
faecalis L .
ATCC 29212 ug/mL 162 162
Staphylococcus uM >500 >500 >500
aureus _
ATCC 29213 Mg/mL >162 >162 >162
Staphylococcus uM >500 >500 500
aureus Med 55 ug/mL >162 >162 162 —
StaphleCOCCUS UM 125 500 250 >500
epidermidis 70D |, q/mL 40,5 162 81 >203

— teste néo realizado devido a auséncia de inibicdo do crescimento no teste anterior. EC — espécime
clinica.

5.3 Inibicdo da formacéao de biofilme

Em virtude das cordiaquinonas B, E e L terem inibido o crescimento de
estirpes formadoras de biofilme S. aureus 29213, S. aureus Med 55, foi avaliado se
as mesmas tinham o potencial de inibir a formacdo de biofilme, seguindo a
metodologia previamente descrita. Os graficos da figura 13 apresentam o
percentual de inibicdo da formacéo de biofilme das cordiaquinonas B, E, e L.

Essas substancias foram capazes de inibir a formagdo de biofilme em
concentracdes sub-CIM (1/2; 1/4 e 1/8 da CIM). A cordiaquinona B foi capaz de inibir
a formacéao de biofilme de S. aureus 29213 em cerca de 95% em 1/2 de CIM, 71,8%
em 1/4 de CIM e 68,1% em 1/8 de CIM. Contra o biofiime de S. aureus MED 55, a
porcentagem meédia de inibicdo variou de 71,5 a (1/8 da CIM) a 100% (a 1/2 da
CIM).
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Figura 13: Inibicdo da formagéo de biofilme.
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A cordiaquinona E inibiu a formacéo de biofilme de S. aureus 29213 com a
porcentagem meédia de inibicdo variando de 55,6% (a 1/8 da CIM) a 91% (com 1/4
da CIM). A porcentagem média de inibicAo desta mesma substancia contra o
biofilme de S. aureus MED 55 foi de 84,5% em 1/2 de CIM, 63,6% em 1/4 de CIM e
56,8 em 1/8 de MIC. A porcentagem média de inibicdo da formacéo de biofilme por
cordiaquinona L contra S. aureus 29213 variou de 42,8 (com 1/4de CIM) a 65,7 (com
1/2 de CIM) e de 37,3 (com 1/8 de CIM) a 71,8 (com 1/2 de CIM) contra o biofilme de
S. aureus MED 55.

Todos esses valores foram estatisticamente diferentes quando comparados
ao controle (p <0,05). A cordiaquinona B mostrou o mais forte potencial antibiofilme
entre as cordiaquinonas testadas, no entanto, cordiaquinonas E e L também
mostraram porcentagem relevante de inibicdo. Nenhuma diferenca estatistica foi
observada entre diferentes concentracées das cordiaquinonas testadas, embora
uma pequena diminuicdo possa ser observada quando a concentracdo da
substéancia foi reduzida na porcentagem meédia de inibicdo da formac&o de biofilme
de S. aureus MED 55 sob o tratamento das trés cordiaquinonas testadas, e de S.

aureus 29213 tratado com cordiaquinona B, como demonstrado na figura 13.

5.4 Alteracdes morfologicas detectadas por microscopia de forgca atbmica

Para analisar as alteracbes morfoldgicas causadas pelas cordiaguinonas nas
células bacterianas, o melhor resultado de CIM (7,8 uM da Cordiaquinona L contra
S. saprophyticus) foi selecionado para a realizacdo de MFA, conforme previamente
descrito. Todas as imagens obtidas por MFA foram analisadas e o tamanho das
células medido. Em seguida os dados foram analisados pelo programa GraphPad
Prism, utilizando o teste T-student, onde encontrou-se uma diferenca estatistica
entre os tamanhos das bactérias entre o grupo controle e o grupo submetido ao
tratamento com a cordiaquinona L (p<0,05). A figura 14A exibe as imagens obtidas
para os grupos tratados e controle, onde é possivel observar diferencas na
morfologia de ambos os grupos. No grupo controle as células apresentam morfologia
integra, forma arredondada, e formato de colénia semelhante a um cacho de uvas,
caracteristico do género Staphylococcus. O grupo tratado com a cordiaquinona L
apresenta células com um formato menos arredondado e mais rugoso, com algumas

células aparentemente destruidas. O formato da colbnia também se apresenta
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alterado, além dessa apresentar um menor tamanho em relacdo a colénia do grupo
controle. Além dessas alteracdes podemos destacar a diferenca entre os tamanhos
das células de ambos os grupos.

A figura 14B traz o grafico dos tamanhos medios das células dos grupos
tratado e controle, onde é possivel observar uma elevada redugdo de tamanho entre
0 grupo sem tratamento e tratados com cordiaquinona L. As bactérias do grupo
controle tém tamanho médio de 1300 nm, enquanto as bactérias expostas a
cordiaquinona L apresentaram uma média de 700 nm, representando uma diferenca

significativa (p <0,05) no tamanho entre 0s grupos.

Figura 14: Efeito da cordiaquinona L (7,8 uM) contra S. saprophyticus.
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6 DISCUSSAO

O elevado numero de infec¢cbes bacterianas e a resisténcia a antibidticos
motivam a busca por novos agentes para combater essas infec¢cdes (ROSSITER;
FLETCHER; WUEST, 2017). Nesse contexto, as cordiaquinonas B, E, L, N e O
foram avaliadas quanto ao seu potencial antibacteriano. Foi observado que as
cordiaquinonas B, E, L e N foram capazes de inibir o crescimento de bactérias
Gram-positivas, com melhores resultados contra o género Staphylococcus. Também
se observou que essas cordiaquinonas foram capazes de inibir o crescimento de
bactérias sensiveis e resistentes a Meticilina.

Outras naftoquinonas, como a plumbagina, a juglona, e o lapachol, séo
conhecidas por sua atividade antibacteriana (WANG et al., 2016). Yang e Lee (2015)
também avaliaram a atividade antibacteriana de varias naftoquinonas obtidas de
Lawsonia inermi e encontraram consideravel inibicdo do crescimento bacteriano, por
outro método de avaliacdo (difusdo em agar). Lee e colaboradores (2015) também
encontraram atividade antibacteriana da naftoquinona shikonina contra S. aureus
tanto sensivel quanto resistente a Meticilina (CIM variou entre 7,8 e 31,2 pg/mL),
corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Estudos recentes com outras classes de quinonas, como antraquinonas e
benzoquinonas, também encontraram atividade antibacteriana. Farooq e
colaboradores (2017) isolaram trés novas antraquinonas (simploquinonas A-C) e
encontraram atividade contra o Streptococcus mutans, MRSA (bactérias Gram-
positivas) e Proteus mirabilis (bactérias Gram-negativas), com CIM variando de 83 a
160 uyg/mL. Ooi e colaboradores (2016) encontraram boa atividade do composto
terc-butil benzoquinona (TBBQ) frente a isolados clinicos de S. aureus (CIM 8
pMg/mL), resultados que evidenciam o potencial antibacteriano das quinonas, e
justificam o interesse em estuda-las.

Embora as cordiaquinonas testadas nesse trabalho ndo tenham inibido o
crescimento das estirpes Gram-negativas testadas, esse resultado corrobora com os
de Souza e colaboradores (2013) que encontraram atividade antibacteriana do
lapachol e seus derivados apenas contra estirpes Gram-positivas (CIM de 0,25
pMg/mL), bem como corrobora com os de Moreira e colaboradores (2017), que
testaram a atividade antibacteriana de 36 naftoquinonas, sendo as mesmas

predominantemente ativas contra estirpes Gram-positivas (CIMs variaram entre 32 e
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256 pg/mL) e inativas contra Gram-negativas. Novais e colaboradores (2018),
entretanto, promoveram mudangas em algumas naftoquinonas conhecidas, e
obtiveram resultados contrastantes, com predominio de atividade contra estirpes
Gram-negativas (CIM variando entre 4 e 256 ug/mL).

Este fato pode ser explicado pela diferenga nas estruturas da parede celular
das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, uma vez que a membrana externa
dos lipopolissacarideos presentes nas Gram-negativas confere uma camada extra
de protecdo contra agentes antibacterianos reduzindo a sua permeabilidade a
agentes antibacterianos e tornando as infec¢cbes mais dificeis de serem tratadas
(MASI et al., 2017).

O fato de uma substancia inibir apenas o crescimento de uma classe de
bactérias pode contribuir para sua especificidade, uma vez que seu espectro &
reduzido. Além de serem seletivos contra estirpes Gram-positivas, as
cordiaguinonas testadas mostraram uma atividade mais forte contra o género
Staphylococcus, conhecido por sua capacidade de causar uma ampla gama de
doencas (VAN HORN et al., 2014), sugerindo que essas substancias poderiam ser
teis no tratamento dessas infecges.

A literatura também relata que algumas naftoquinonas podem ser
bacteriostaticas, enquanto outras sdo bactericidas. Riffel e colaboradores (2002)
testaram a atividade antibacteriana de varias naftoquinonas e todas mostraram
efeito bacteriostatico (CIMs entre 30 e 500 yg/mL ou mais altas), enquanto Fischer e
colaboradores (2012) encontraram atividade bactericida da juglona (CBM de 1,75
pMg/mL). Os resultados mostrados neste estudo sugerem que as cordiaquinonas
testadas ndo exercem a acdo antibacteriana para todas as espécies, e o efeito
contra a mesma estirpe também podem variar quando tratadas com diferentes
cordiaquinonas. Esses resultados reforcam a ideia de um mecanismo de acdo néo-
fixo das naftoquinonas, e que, seu efeito depende da sensibilidade da espécie aos
agentes antibacterianos, da estrutura da substancia e de como ela interage com as
moléculas do micro-organismo alvo.

As cordiaquinonas B, E e L foram capazes de inibir a formacao de biofilme de
S. aureus 29213 e S. aureus Med 55, sem diferenca estatistica entre a porcentagem
de inibicdo da formacéo de biofilme entre as diferentes concentragbes testadas de
cada substancia. Este resultado também reforca seu potencial antibacteriano, dada

a dificuldade de tratar infeccbes bacterianas na presenca de biofilme. Moreira e
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colaboradores (2017) também encontraram entre suas naftoquinonas estudadas um
composto capaz de inibir a formacdo de biofilme por uma cepa de MRSA
(BMB9393), com uma porcentagem de inibicdo de cerca de 34 + 2,4%. Novais e
colaboradores (2018) também encontraram 3 naftoquinonas capazes de inibir a
formacdo de biofilme da estirpe Gram-negativa P. aeruginosa ATCC 15442 em
cerca de 65%, corroborando com o potencial antibiofiime das naftoquinonas e os
resultados deste estudo.

Outras quinonas de diferentes classes, como as Simploquinonas A e C
também foram capazes de inibir a formacéo de biofilme de S. mutans, S. aureus e P.
mirabilis (percentual de inibic&o variou entre 18 e 92%) (FAROOQ et al., 2017). Além
disso, a TBBQ também erradicou o biofilme ja formado por S. aureus, sugerindo que
por causar danos em sua membrana celular, a promocdo da morte da bactéria,
independentemente do estagio de crescimento do biofilme, era o mecanismo de
acao dessa quinona (OOl et al., 2016).

Por meio da MFA foi possivel observar diferencas morfolégicas entre as
células de S. saprophyticus tratadas e ndo tradas com a cordiaquinona L, onde uma
consideravel reducdo no tamanho das células tratadas quando comparadas com as
células controle foi observada. Outros autores também analisaram o efeito
antibacteriano de produtos naturais em bactérias do género Staphylococcus
utiizando MFA (ANDERSON et al.,, 2004; ALHARBI et al., 2016;) embora as
imagens de MFA deste trabalho sejam as primeiras relatadas para a espécie
Staphylococcus saprophyticus.

Almeida e colaboradores (2019) ndo encontraram diferencas aparentes na
superficie das células tratadas com uma fracdo rica em flavonoides de Maclura
tinctoria e 0 grupo controle, no entanto, assim como neste trabalho foram
observadas alteracbes na morfologia da colbénia de bactérias. Campos e
colaboradores (2012) também observaram uma reducdo no tamanho celular de
Staphylococcus, com aparente colapso de algumas células, aumento da rugosidade
e presenca de detritos celulares, resultados esses que corroboram com o0s
encontrados neste trabalho (figura 14).

Araujo e colaboradores (2015) observaram um aumento no tamanho celular
de S. aureus quando tratados com a fragdo aquosa de um extrato etanolico de
Terminalia fagifolia, resultado semelhante ao de Quelemes e colaboradores (2016)

que avaliou o efeito antibacteriano de goma do cajueiro modificada por
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quaternizacdo. Campos (2017) também observou um aumento nas dimensdes de
células de S. aureus tratadas com extrato etandlico de propolis em relacdo as
células néo tratadas. Esse resultado difere do obtido neste trabalho, no qual foi
observada uma diminuicdo no tamanho médio das células.

Esses resultados podem ser explicados devido a diferentes mecanismos de
acao antibacteriana. Os compostos testados pelos autores acima podem ter afetado
a integridade da membrana celular, causando lise (CAMPOS, 2017), ou levando a
alteracdes na osmolaridade, entrada de fluido nas células e consequente aumento
no tamanho das mesmas (ARAUJO et al., 2015; QUELEMES et al., 2016). Neste
estudo foram observadas alteracdes na superficie, que podem estar relacionadas a
dano na membrana celular (ANDERSON et al., 2004), no entanto a reducdo do
tamanho neste estudo ndo é compativel com a entrada de liquido na células, mas
pode estar relacionada com o extravasamento do conteudo celular (CAMPOS et al.,
2012).

A estrutura de uma substancia estd intimamente relacionada a sua
capacidade de interagir com estruturas celulares e exibir atividade biologica (ZHAO
et al., 2015). As cordiaquinonas B, E, L, N e O, alvos deste estudo, mostraram
diferencas em sua atividade, que podem estar diretamente relacionadas as suas
diferencas estruturais. Zhao e colaboradores (2015), ao estudarem a atividade
antibacteriana dos analogos da indoloquinolina, sugeriram que o numero, tipo de
anel, posicao e tipo de grupos funcionais presentes, carbonila (C=0) e hidroxila (-
OH) na estrutura analdgica, sdo capazes de afetar sua atividade.

A presenca de grupos carbonila nas cordiaquinonas B e E em sua porcao
terminal pode estar relacionada a sua atividade antibacteriana, bem como ao grupo
hidroxila terminal na Cordiaquinona L. Essa diferenga nos grupos funcionais € uma
possivel razéo, por exemplo, do porqué as cordiaquinonas B e E foram bactericidas
contra S. saprophyticus enquanto a Cordiaquinona L foi bacteriostatica, no entanto,
outros experimentos, tais como a docagem molecular, devem ser realizados para
comprovar tal sugestéo.

Bhattacharya e colaboradores (2013) estudaram o mecanismo de acao da
plumbagina contra Bacillus subtilis, e observaram que ela impede a divisdo de
células bacterianas por inibir a formacéo do anel Z, que é crucial para a citocinese
bacteriana (SINGH; PANDA, 2010). Outras quinonas podem também prevenir a

divisdo celular por ligacdo a topoisomerases bacterianas. Duan e colaboradores
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(2014) observaram que a emodina de aloe exibiu forte atividade contra a
topoisomerase | e a DNA girase bacteriana, mas nao teve efeito contra as
topoisomerases humanas.

Outro mecanismo pelo qual as quinonas podem exercer sua acao € a geracao
de EROs. As quinonas tém o potencial de doar elétrons, o que esté relacionado a
producdo de EROs, levando a efeitos citotdéxicos (MADEO; ZUBAIR; MARIANNE,
2013). De fato, 0 mecanismo de toxicidade celular da cordiaquinona J, cuja estrutura
€ semelhante aquela das cordiaquinonas B, E e L, € a geracao de estresse oxidativo
e a morte celular posterior (MARINHO-FILHO et al, 2010; 2012). Wang e
colaboradores (2016), ao avaliar diferencas na expressao de proteinas de S. aureus
entre antes e depois do tratamento com juglona, observaram que o tratamento
aumentava a expressao de oxidoretutases e criava um ambiente peroxidativo dentro
da célula, levando a diminuicdo da formacédo da parede celular e ao aumento da
permeabilidade da membrana.

Por outro lado, algumas quinonas como a lawsona e derivados foram
descritos por sua atividade antioxidante (DE OLIVEIRA et al., 2017), efeito paradoxal
a geracdo de EROs. Bolton e Dunlap (2017) revisaram os efeitos citotéxicos e
citoprotetores contrastantes das quinonas e sugeriram que a variacdo na sua
eletrofilicidade e no seu potencial de reducdo, bem como sua taxa e origem podem
influenciar na reatividade das quinonas, seus alvos bioldgicos, como proteinas e
DNA, ou glutationa reduzida e seu efeito intracelular.

O efeito citotoxico de uma substancia pode afetar seu uso potencial como
tratamento de uma doenca, uma vez que também pode afetar células saudaveis.
Freitas e colaboradores (2012) também avaliaram a atividade hemolitica das
cordiaquinonas B, E, L, N e O e nado detectaram hemdlise em nenhuma
concentracéo testada nesta avaliacdo antibacteriana (a concentracdo maxima foi de
500 uM). Uma grande quantidade de farmacos é administrada por via endovenosa,
ou por via oral, e em algum momento atingindo a corrente sanguinea, tornando
importante avaliar a capacidade de um farmaco em causar danos aos eritrocitos.
Além disso, a auséncia de atividade hemolitica na maior concentracao testada
sugere que os efeitos citotoxicos descritos ndo estdo relacionados a danos
inespecificos a membrana.

Enquanto isso, Marinho-Filho e colaboradores (2010), encontraram o efeito

citotoxico da Cordiaquinona J contra linfécitos normais. No entanto, este fato nao
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implica que essas cordiaquinonas também sejam citotoxicas para essas células,
uma vez que os resultados de CIM e CBM desse estudo sugere que as
cordiaquinonas ndo apresentam um padréo de toxicidade, e dependem da interacao
com os componentes das células, pois cordiaquinonas distintas ndo apresentaram o
mesmo efeito contra a mesma estirpe, bem como a mesma cordiaquinona
apresentou efeito variavel contra diferentes estirpes.

Caso sejam comprovados seus efeitos citotoxicos, outras alternativas de uso
dessas cordiaquinonas podem ser avaliadas, como um medicamento tépico para
tratar infecgdes de pele (DEL ROSSO, 2016; OOl et al., 2016), um tipo muito comum
de doenca causada por Staphylococcus sp. e, devido as suas propriedades de
formacdo de antibiofiime, as cordiaquinonas também poderiam ser usados em
superficies, tais como cateteres médicos (RAAD et al., 1995; NAIR et al., 2016) ou
fios ortodonticos (DASTJERDI et al., 2014) para prevenir agregacado bacteriana e
desenvolvimento de biofilme.

A toxicidade de uma substancia também estd relacionada com a dose
administrada. Algumas estratégias podem ser aplicadas para a reducdo da dose
necessdaria para que essas substancias apresentem atividade antibacteriana, tais
como a combinacdo com outras drogas, para obtencdo de um efeito sinérgico
(MATIAS et al., 2016; OH et al., 2018) bem como a nanoencapsulacdo com
compostos idnicos, ou poliméricos (KHEZERLOU et al., 2018), sugerindo mais
opcOes para a utilizacdo das cordiaquinonas B, E, e L, tendo em vista 0 seu

potencial antibacteriano, demonstrado pelos testes realizados neste trabalho.
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7 CONCLUSAO

Diante desses resultados, sugere-se que as cordiaquinonas B, E e L possuem
um potencial antibacteriano, devido a sua capacidade de inibir o crescimento
bacteriano tanto de estirpes sensiveis como resistentes a meticilina, bem como a
habilidade dessas mesmas substancias de inibir a formacéo de biofilmes, fatores
que dificultam o tratamento de infec¢cbes bacterianas. No entanto, mais estudos
devem ser realizados para avaliar o mecanismo de acao antibacteriana, toxicidade e
outras estratégias de uso dessas naftoquinonas como um possivel medicamento

antibacteriano.
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