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RESUMO

O género Staphylococcus compde a microbiota de humanos, animais e sdo um
dos patdégenos colonizadores de maior sucesso, pois estdo entre as principais
causas de infeccdes em ambientes de saude e comunitarios. A resisténcia
alcancada por esses microrganismos emergiu e disseminou-se globalmente,
principalmente pela espécie Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), representando um enorme desafio clinico e epidemioldgico. O presente
estudo teve por objetivo a investigacdo dos potenciais antibacteriano e citotoxico
de compostos derivados do nucleo base [Fe-Cyclam], a fim de descobrir novos
ativos capazes de conter e controlar infeccbes causadas por S. aureus.
Inicialmente, estudos in silico das propriedades farmacocinéticas e alvos
biologicos dos complexos cis-[Fe(cyclam)CI2]CI (D1), [Fe(cyclam)ox]PFes (D2),
trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PFs (D3) e [Fe(cyclam)sallPFs (D4) foram realizados
utilizando-se de plataformas on-line (pkCSM® e Pass online®). Os resultados
foram promissores, demonstrando que o0s complexos atendem a critérios
aceitaveis para possiveis classificagcbes de um novo candidato a farmaco e
agente antibacteriano. Em seguida, foi determinada a viabilidade celular em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e células J774A.1 expostos
aos complexos (D1) a (D4). Somente o complexo (D3), na concentracédo de 300
Mg/mL, apresentou citotoxicidade para J774A.1. A concentracao inibitéria minima
(CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) contra linhagens de S. aureus
ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-
0052, foram determinadas. Os complexos (D2) e (D4) apresentaram valores de
CIM de 50 pg/mL para as trés linhagens de S. aureus e os complexos (D1) e
(D3) apresentaram valores de CIM de 100 pg/mL para as mesmas linhagens
testadas. Os complexos (D2) e (D4) foram selecionados para os demais testes,
afim de elucidar os possiveis mecanismos de a¢do. Por meio do estudo de
densidade celular foi possivel observar uma reducdo da quantidade celular
bacteriana tanto para (D2) quanto para (D4). Estudos de mecanismo de acao
também foram realizados para os complexos (D2) e (D4) em envoltério celular
por meio da permeabilidade com cristal violeta, extravasamento de membrana e
atividade metabdlica e viabilidade. Os resultados mostraram que os complexos
possuem acdo em envoltério, interferindo na integridade da membrana celular,
acarretando na sua inibicdo. Ademais, foram avaliadas a a¢céo de concentracéo
inibitoria e sub-inibitérias dos complexos na expressao de fatores de viruléncia.
Os resultados monstraram que amelhor acdo foi na enzima catalase. Também
foram avaliadas acdes dos complexos (D2) e (D4) sobre biofilmes de populagéo,
por meio de estudos nas fases de adeséao e proliferacao por espectrofotometria
e microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Além disso, foi investigado se 0s
complexos (D2) e (D4) interferem na composicdo da matriz. As analises
indicaram reducao das fases de adeséo e proliferacéo dos biofilmes, entretanto,
essa mesma reducdo nao foi acompanhada pelas analises de carboidratos e
proteinas presentes na matriz. Os resultados apresentados proporcionaram uma
excelente perspectiva, indicando o0s complexos como um potencial
antibacteriano na terapéutica contra infecgcdes causadas por S. aureus.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana. Complexos. Staphylococcus aureus.
Drogas antibacterianas. Mecanismo de acéo.



ABSTRACT

The genus Staphylococcus makes up the microbiota of humans, animals and are
one of the most successful colonizing pathogens, as they are among the leading
causes of infections in healthcare and community settings. The resistance
achieved by these microorganisms has emerged and spread globally, mainly by
the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) species, posing a huge
clinical and epidemiological challenge. The present study aimed to investigate
the antibacterial and cytotoxic potentials of compounds derived from the base
nucleus [Fe-Cyclam] in order to discover new actives capable of containing and
controlling infections caused by S. aureus. Initially, in silico studies of the
pharmacokinetic properties and biological targets of the cis-[Fe(cyclam)CI2]CI
(D1), [Fe(cyclam)ox]PFs (D2), trans-[Fe(cyclam)(acet):]PFe (D3) and
[Fe(cyclam)salt]PFs (D4) complexes were performed using online platforms
(PkCSM® and Pass online®). The results were promising, demonstrating that the
complexes meet acceptable criteria for possible classification as a new candidate
drug and antibacterial agent. Next, cell viability was determined in peritoneal
macrophages from BALB/c mice and J774A.1 cells exposed to the complexes
(D1) to (D4). Only the complex (D3), at the concentration of 300 pg/mL, showed
cytotoxicity to J774A.1. The minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) against S. aureus strains ATCC®
25904™  S. aureus ATCC® 33591™ and the clinical isolate of S. aureus 05-
0052, were determined. The complexes (D2) and (D4) showed MIC values of 50
png/mL for all three S. aureus strains and the complexes (D1) and (D3) showed
MIC values of 100 pg/mL for the same strains tested. The complexes (D2) and
(D4) were selected for further tests, in order to elucidate the possible mechanisms
of action. Through the cell density study it was possible to observe a reduction in
the bacterial cell quantity for both (D2) and (D4). Mechanism of action studies
were also performed for the complexes (D2) and (D4) in cell envelope by means
of permeability with crystal violet, membrane leakage and metabolic activity and
viability. The results showed that the complexes have an envelope action,
interfering in the integrity of the cell membrane, leading to its inhibition.
Furthermore, the action of inhibitory and subinhibitory concentrations of the
complexes on the expression of virulence factors were evaluated. The results
showed that the best action was on the enzyme catalase. Actions of complexes
(D2) and (D4) on population biofiims were also evaluated by studying the
adhesion and proliferation phases by spectrophotometry and scanning electron
microscopy (SEM). In addition, it was investigated whether complexes (D2) and
(D4) interfere with matrix composition. The analyses indicated a reduction in the
adhesion and proliferation phases of the biofilms, however, this same reduction
was not accompanied by the analysis of carbohydrates and proteins present in
the matrix. The results presented provided an excellent perspective, indicating
the complexes as a potential antibacterial therapy against infections caused by
S. aureus.

Keywords: Bacterial resistance. Complexes. Staphylococcus aureus.
Antibacterial drugs. Mechanism of action.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, grande atencdo tem se voltado para a evolucéo e
disseminacdo de patdégenos bacterianos multirresistentes, devido ao crescente
aumento de resisténcia as terapias convencionais e a indisponibilidade de novos
medicamentos, representando em sua totalidade, séria ameaca a saude publica
global (ASLAM et al., 2018). A influéncia de fatores ambientais (pressdo de
selecdo) acompanhada da superpopulacdo humana, migracédo e contaminacao
de ambientes naturais com baixas quantidades de antimicrobianos, tornou esse
problema ainda mais grave e pode ter contribuido direta ou indiretamente para a
propagacado da resisténcia em larga escala (MAHRT et al., 2021).

A resisténcia aos antimicrobianos pode se desenvolver por dois processos
distintos: evolucéo vertical, em que mutacdes podem alterar os alvos celulares
do antimicrobiano e/ou diminuir sua concentracdo ou transferéncia horizontal,
onde genes de resisténcia sdo adquiridos de outras bactérias por mecanismos
de conjugacéo, transducdo ou transformacao e transferidos para sua progénie
(SOMMER et al.,, 2017; BAKER et al., 2018; BOTELHO; SCHULENBURG,
2021). Ainda assim, € possivel que determinadas linhagens bacterianas sejam
mais propensas a desenvolver resisténcia que outras a depender da localidade
e populacgdes que sédo encontradas (SOMMER et al., 2017).

Atualmente, a resisténcia aos antimicrobianos tem sido considerada uma
das maiores ameacas aos sistemas publicos de saude, afetando ndo somente
paises em desenvolvimento, mas de forma heterogénea e global (WHO, 2021).
O fato do grande arsenal de antimicrobianos clinicamente disponiveis e a
crescente resisténcia a eles enunciada, retrata um futuro desconhecido, perigoso
e incerto na area da saude (CHOKSHI et al., 2019). Além disso, de acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), somente infeccOes bacterianas
resistentes estdo associadas a quase 4,95 milhdes de mortes a cada ano, com
1,27 milhdo de mortes associadas diretamente a resisténcia antimicrobiana
(WHO, 2022).

A resisténcia a meticilina-oxacilina em Staphylococcus aureus (MRSA) é
o0 exemplo mais claro e conhecido de resisténcia a antimicrobianos e que tem
sido associado a altas taxas de morbimortalidade em todo o mundo. Logo, o

controle e tratamento de infeccbes por bactérias multirresistentes tornou-se um
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problema grave sem solucdes imediatas, passiveis de controle (FOUNOU et al.,
2017; DE OLIVEIRA et al., 2020).

Em patrticular, esté claro que a carga global desses microrganismos é uma
realidade notavel e ndo apresenta sinais de recuo, nem tao pouco controle, pelo
contrario, € crescente e carece fortemente de novas abordagens para prever e
prevenir essa ameaca crescente que assola a humanidade ao longo dos tempos
(SINGH et al., 2017; BELL; MACLEAN, 2018).

Neste sentido, os compostos de coordenagdo tém ganhado prestigio em
diversos estudos como notaveis agentes antimicrobianos, além de possuirem
atividades antitumorais e anticancerigenas (APOHAN et al., 2017; PILON et al.,
2019). Logo, esses compostos podem ser melhor definidos como substancias
gue contém um &tomo ou ion metalico central ao qual estdo ligados
convalentemente a ions, moléculas e radicais. Estes ultimos sdo denominados
de ligantes (PILON et al., 2019).

Dentre os ligantes macrociclicos de grande interesse, o Cyclam (1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano), um composto organico, com uma estrutura altamente
versatil e modificavel devido as suas propriedades de coordenacao e forte
ligacdo a uma ampla gama de ions metalicos, tem se destacado como candidato
promissor no combate a infecgdes, resisténcia antimicrobiana e na busca de
novos medicamentos (GRABCHEYV et al., 2017).

Diante do exposto acima e necessidade crescente de novas terapias
antimicrobianas, o presente trabalho justifica-se na investigacédo dos potenciais
antibacteriano e citotoxico de compostos derivados do nucleo base [Fe-cyclam]

contra a espécie S. aureus.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Bactérias

As bactérias sao organismos unicelulares relativamente simples,
classificados como procariontes, onde seu material genético, cromossomo
circular e autorreplicante, é desprovido de membrana nuclear bem definida. Além
disso, ndo possuem organelas membranosas em seu citoplasma como
mitocondrias, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e lisossomos
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Normalmente, sua forma de reproducéo se
da por meio de fissdo binaria, originando duas células-filhas geneticamente
idénticas ou clones (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

As células bacterianas possuem uma ampla diversidade de formas e
tamanhos, a grande maioria variando de 0,2 e 2 um de diametro a 2 e 8 um de
comprimento e apresentam algumas formas basicas como esféricas (cocos)
variando entre 0,8 a 1,0 um, cilindricas (bacilos) e espiraladas (espirilos e
espiroguetas). Quanto ao seu arranjo, pode-se observar algumas bactérias
aderidas umas as outras formando cadeias, pares ou até mesmo grupos,
enquanto que outras espécies sao individuais, podendo ser caracteristica de um
género em especifico (KYSELA et al., 2016; CACCAMO et al., 2018).

De acordo com sua estrutura, as ceélulas bacterianas também s&o
compostas por um citoplasma, que € uma porc¢ao fluida contendo substancias
dissolvidas e particulas como ribossomos, material genético (plasmideo circular)
e substancias insoluveis denominadas granulos ou inclusbes (reserva de
nutrientes), membrana plasmatica, composta principalmente por fosfolipidios e
uma rigida e consistente parede celular (Figura 1) (TRABULSI; ALTERTHUM,
2015; LADDOMADA et al., 2016).
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Figura 1 - Representacéo estrutural de uma célula bacteriana.
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Fonte: TRABULSI; ALTERTHUM, 2015.

A membrana plasmética ou citoplasmética é uma fina camada localizada
abaixo da parede celular. Possui espessura de aproximadamente 7,5 nm, com
cerca de 20 a 30% da sua estrutura constituida de fosfolipidios, originando a
bicamada embebida de proteinas. A membrana plasmatica também é um grande
sitio de atividade enzimética, servindo como transporte de moléculas para o meio
interno e externo da célula. Em determinadas ocasides, pode se estender para
o citoplasma formando o conhecido mesossomo (invaginacdo da membrana),
gue participa diretamente do metabolismo e respiracdo celular (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

A parede celular por sua vez é essencial para a sobrevivéncia de muitos
microrganismos, inclusive para as bactérias. Sua principal funcéo € proporcionar
um envelope rigido, capaz de proteger e suportar as estruturas protoplasmaticas,
evitando a evasao de certas enzimas, assim como o influxo de substancias que
podem ser danosas ou prejudiciais a célula. Além disso, a parede rigida de
peptideoglicano (ou mureina) é responsavel por manter a forma caracteristica
da célula bacteriana e protegé-la de altas pressodes de turgescéncia (VOLKE et
al., 2018). O peptideoglicano, por sua vez, € constituido por um dissacarideo
repetitivo ligado por peptideos para formar uma estrutura que circunda e protege

a célula bacteriana. Essa porgéo dissacaridica consiste em monossacarideos,
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denominados de N-acetilglicosamina (NAG), e acido N-acetilmuramico (NAM),
intimamente relacionados a glicose (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sao distintas por diferirem
na constituicAo da parede celular (Figura 2). Bactérias Gram-positivas
apresentam uma espessa parede celular, constituida de mdltiplas camadas de
peptideoglicano (cerca de 70 a 75%), acido teicoico e lipoteicoico, enquanto que
as Gram-negativas sdo mais complexas estrutural e quimicamente, exibindo
uma fina camada de peptideoglicano, seguida por uma membrana externa
adicional e ausentes de acidos teicoicos (TEESELING et al., 2017). Além disso,
a fina camada de peptideoglicano dessas bactérias as tornam mais susceptiveis
a acdo e rompimento mecanico. O peptideoglicano de bactérias Gram-negativas
encontra-se no espago periplasmatico, localizado entre a membrana
citoplasmatica e a membrana externa, local onde também s&o encontradas
diversas enzimas hidroliticas (lipases, fosfatases, nucleases), proteinas e
aminoacidos. Em determinadas espécies patogénicas, fatores liticos de
viruléncia, como proteases e B-lactamases também sdo encontrados no espaco

periplasmatico dessas bactérias (TYPAS et al., 2012).

Figura 2 - Paredes celulares bacterianas. Representacdo da parede celular de uma
bactéria Gram-positiva (a) e de uma bactéria Gram-negativa (b).
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A membrana externa das bactérias Gram-negativas consiste em
lipopolissacarideos (LPS), proteinas (porinas, proteinas de membrana externa e
lipoproteinas) e fosfolipidios. Essa membrana adicional oferece prote¢éo contra
acao de diversas enzimas digestivas, sais de bile, corantes, metais pesados,
detergentes e mesmo a antimicrobianos (MAY; GRABOWICZ, 2018). De fato,
bactérias Gram-negativas s&do naturalmente mais resistentes a acdo de
compostos antimicrobianos, até mesmo pela complexidade da parede celular
gue apresentam. Assim, para que 0s antimicrobianos tenham acesso a célula
bacteriana, os mesmos devem cruzar com efetividade a barreira lipidica através
de canais proteicos de porina presentes na sua estrutura (HAO et al., 2018;
ROJAS et al., 2018).

O lipopolissacarideo de membrana externa (LPS) € uma molécula
relativamente grande e complexa, que contém lipidios e carboidratos em sua
estrutura, constituido de lipideo A, cerne polissacarideo (cadeia de
oligossacarideo central) e polissacarideo O (cadeia polissacaridica variavel)
(SIMPSON et al., 2019). Essa endotoxina de membrana compreende o maior
fator de viruléncia dessas bactérias, que a depender do organismo pode
potencializar reacdes de carater inflamatorio, com ativacdo de células B e
inducédo de macrofagos, células dendriticas e outras células a liberarem IL-1, IL-
6, IL-7, TNF e vérios outros fatores, culminando para a ativacao da cascata do
sistema complemento (RATHINAM et al., 2019).

Certas espécies bacterianas podem ainda, apresentar capsulas, que
consistem em uma substancia polissacaridica, produzida no citoplasma e
secretada para a superficie celular. As capsulas sdo um importante fator de
viruléncia ao conferir as bactérias habilidade de causar doencas, responsaveis
pela adeséo nos mais diferentes substratos (biofilmes), protegem contra acao de
células do sistema imune (macréfagos e neutrofilos), desidratacdo, choques
mecanicos e sobrevivéncia no hospedeiro (DOYLE et al., 2019; SANDE;
WHITFIELD, 2021). Certas bactérias como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli apresentam capsula em sua

estrutura.
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De acordo com seu padrdao de motilidade, as bactérias podem mover-se
atraves de flagelos, que séo estruturas propulsoras tipo hélice, constituidos por
uma estrutura proteica denominada flagelina, ancorados nas membranas
bacterianas através de um gancho e estruturas do corpo basal. Os flagelos
podem formar grandes filamentos delgados e ondulados, que partem do corpo
da célula bacteriana estendendo externamente a parede celular, permitem
também que a mesma se movimente na direcdo de nutrientes essenciais para
sua sobrevivéncia e distante de certas substancias que possa agredir sua
integridade (NAKAMURA et al., 2019).

As bactérias podem apresentar fimbrias e/ou pilus, que séo estruturas
semelhantes a pelos presentes em sua superficie e que se estendem da
membrana plasmatica, parede celular e capsula, elevando-se para o meio
externo. Essas estruturas desempenham diversas funcdes, como adeséo,
fixacdo e formacao de biofilmes, que séo fatores cruciais de viruléncia durante
uma infeccdo. Além disso, os pilus sdo extremamente importantes para a
formacao da ponte citoplasmatica ao permitir que certas bactérias compartilhem
material genético por meio do processo de conjugacdo, e consequentemente
resisténcia bacteriana, outro importante fator de viruléncia (HOSPENTHAL et al.,
2017; LAl et al., 2020).

2.1.1 Staphylococcus aureus

A espécie Staphylococcus aureus pertence a familia Staphylococcaceae,
e ao género Staphylococcus, sendo caracterizada como uma bactéria Gram-
positiva em formato de cocos, com cerca de 0,5 a 1,5 um de didmetro, imdvel,
nao esporulada e reactes de catalase, coagulase e DNAse positivas. Crescem
bem em agar sangue, formando col6nias de 1 a 3 mm de diametro, circulares,
lisas, geralmente de coloracdo amarelada e/ou dourada e com um aspecto meio
amanteigado. S. aureus podem crescer aerobicamente ou anaerobicamente
(facultativo) entre temperaturas que variam de 18°C a 40°C e toleram
concentracdo de até 25% de cloreto de soédio (TAYEB-FLIGELMAN et al., 2017;
TAYLOR; UNAKAL, 2022).

Esses microrganismos sdo comumente encontrados no meio ambiente e

fazem parte da microbiota humana normal, podendo ser localizados na pele e
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em membranas mucosas, principalmente na area superior nasal (nasofaringe)
de 20 a 40% de individuos saudaveis (TAYLOR; UNAKAL, 2022). Além disso,
também sdo encontradas por colonizarem sitios ndo nasais, como garganta,
amigdalas, faringe, regides do tronco, axilas, maos (principalmente em
ambientes nosocomiais por profissionais de saude), regido umbilical, virilha,
perineo e vagina (BECKER et al., 2017a).

Normalmente, S. aureus ndo causa infec¢des na pele, nem tdo pouco em
vias aéreas superiores, entretanto, se rompidas barreiras cutaneas e mucosas,
devido a doencas de pele de caréter cronico, feridas expostas (queimaduras) ou
até mesmo intervencgdes cirurgicas, essas bactérias podem acessar a corrente
sanguinea e causar infec¢cdes graves, com risco de sepse (LEE et al., 2018).
Logo, S. aureus torna-se patogénico ao evadir o sistema imune do hospedeiro
(defesa inata), levando a formacdo de uma cépsula antifagocitica (protetora),
sequestro de anticorpos do préprio hospedeiro ou mascaramento de antigeno
pela proteina A, formacao de biofilme (mecanismo de resisténcia) e bloqueio da
quimiotaxia de leucdcitos, para assim, conferir sucesso a sua sobrevivéncia e
propagacao (DE JONG et al., 2019).

Notavelmente, infeccbes causadas por S. aureus ndo estdo restritas
somente a pele e a tecidos moles (por exemplo, impetigo, foliculite, furinculos,
carbanculos, celulite, sindrome da pele escaldada e abscessos), podendo, dessa
forma, levar a doencas graves invasivas, como infecgbes pleuropulmonares,
osteoarticulares, bacteremia, endocardite, osteomielite, artrite séptica,
meningite, infec¢cdes associadas a dispositivos protéticos, sindrome do choque
toxico (complicacdo rara e potencialmente fatal, causada por toxinas
bacterianas, com perda de homeostasia do hospedeiro), gastroenterite
(intoxicacdo alimentar) e infec¢des do trato urinario (HASSOUN et al., 2017;
TAYLOR; UNAKAL, 2022; TONG et al., 2015). Essas doencas estao
amplamente associadas a fatores de riscos como hospitalizacées por longos
periodos, pacientes com dispositivos invasivos (cateteres venosos periféricos ou
centrais), imunocomprometidos, pacientes em terapias (cancer) e até mesmo, o
fator idade (LEE et al., 2018).

O S. aureus resistente a meticilina (MRSA) foi identificado pela primeira
vez na década de 1960, logo apos a insercdo da meticilina como opcéo de

tratamento na pratica clinica. Esse medicamento foi extensivamente usado ao
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longo dos anos, porém, devido sua toxicidade foi substituido pelas penicilinas
(oxacilina, flucloxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e naficilina) que sé&o
antimicrobianos f-lactamicos semelhantes e mais estaveis (GRAYSON, 2018).
Na década seguinte, MRSA foi responsavel por inUumeros surtos hospitalares em
diversas partes do mundo, evidenciando sua rapida disseminacéo e conferindo
resisténcia a ampla classe de antimicrobianos B-lactamicos clinicamente
disponiveis (CHAMBERS; DELEO, 2009).

O mecanismo de resisténcia primario de clones MRSA esta diretamente
relacionado a alteracdo de proteinas ligadoras de penicilinas (PBP - penicillin
binding proteins) do tipo 2’ ou 2a (forma alternativa PBP2a), que é codificada
pelo gene mecA, apresentando baixa afinidade para os agentes B-lactamicos
(Figura 3). Por sua vez, o gene mecA € carreado por um elemento genético
mével (ilha genémica) chamado cassete cromossdmico estafilocdcico mec
(SCCmec - Staphylococcal Cassette Chromosome mec), altamente diversificado
e classificado atualmente em 13 tipos de acordo com seu tamanho e composicao
genética (URUSHIBARA et al., 2020). Especificamente em MRSA, o SCCmec
encontra-se inserido no cromossomo bacteriano, no sitio de ligacao (attBscc),
proximo a regido de replicacdo do DNA de S. aureus (LAKHUNDI; ZHANG,
2018).

Figura 3 - Representacao estrutural de S. aureus resistente a meticilina MRSA.

S. aureus

Fonte: Adaptado de LEE et al., 2018.
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Determinadas linhagens de S. aureus podem apresentar ainda, um tipo
menos comum de resisténcia a oxacilina, n&o relacionada diretamente a
presenca do gene mecA, a resisténcia boderline (Borderline Oxacillin-Resistant
S. aureus - BORSA), mediada por plasmideos, configurando hiperproducéo de
enzimas B-lactamases (NOMURA et al., 2020). Nao obstante, ha também clones
conhecidas como MODSA (Modified Penicillin-Binding Protein S. aureus) que
produzem proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs) modificadas
estruturalmente, que n&o a comum e tipica PBP2a (ARGUDIN et al., 2018).

Particularmente, MRSA tem sido considerado um patégeno de grande
relevancia em ambientes hospitalares e na comunidade. Todavia, clones tipicos
de MRSA associados a instituicdes de saude HA-MRSA (Healthcare-Associated
MRSA) séo responsaveis pelo aumento das taxas de morbimortalidade de
pacientes hospitalizados por longos periodos, devido a resisténcia a multiplas
classes de antimicrobianos, inclusive aos conhecidos B-lactamicos utilizados
rotineiramente (LINDSAY, 2013).

Em contrapartida, clones de MRSA associados a comunidade CA-MRSA
(Community-Acquired MRSA) diferem tanto em caracteristicas genéticas, quanto
fenotipicas de HA-MRSA, apresentando sobretudo, resisténcia exclusivamente
a antimicrobianos B-lactamicos e por estarem associados a infec¢des de pele e
tecidos moles, bem como, a pneumonias necrosantes fatais (OTTO, 2013). Além
disso, o fator de viruléncia Leucocidina de Panton-Valentine (PVL) encontra-se
intimamente ligado a gravidade dessas infeccfes comunitarias (FIGUEIREDO,
2017).

Cabe ressaltar, que desde meados dos anos 2000, inimeros clones de
MRSA associado a pecuéria LA-MRSA (Livestock-Associated MRSA) emergiram
e ganharam atencdo ha mais de uma década. Os clones de LA-MRSA séo
geneticamente distintos de clones hospitalares encontrados em humanos, com
caracteristicas especificas, representando grande preocupacdo ao causar
infecgbes graves e fatais em animais economicamente importantes, interferindo
diretamente na saude, bem-estar e consequentemente cadeia produtiva de
alimentos (BECKER et al., 2017b).

Com o advento de MRSA resistente a ampla classe dos B-lactamicos
clinicamente disponiveis, em 1958 foi introduzido o glicopeptideo triciclico
vancomicina (CesH7sCl2N9O24), uma droga de espectro estreito, cuja efetividade
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esta direcionada a bactérias Gram-positivas alvo (VAN HAL; FOWLER, 2013).
Em 1997, foram isoladas as primeiras linhagens MRSA com sensibilidade
reduzida a vancomicina (VISA) no Japdo, atraindo grande atencdo e
preocupacdo da comunidade médica e cientifica (LEVINE, 2006).

A vancomicina, assim como 0s outros antimicrobianos B-lactamicos séo
inibidores da biossintese da parede celular bacteriana, entretanto, ao invés de
inibir as enzimas (PBPs), a vancomicina liga-se a um dos substratos das PBPs,
o residuo D-alanil-D-alanina precursor do peptideoglicano. Como tal, as enzimas
PBPs ndo efetuam a transpeptidacdo (ligacdo cruzada) do peptideoglicano
devido a vancomicina encontrar-se ligada ao seu substrato, o resultado é que a
sintese do peptideoglicano fica prejudicada, com consequente enfraquecimento
da parede celular, tornando a célula bacteriana mais suscetivel a morte celular
(lise) (HU et al., 2016; MCGUINNESS et al., 2017).

A resisténcia completa a vancomicina (VRSA - CIM >16ug/mL) foi descrita
pela primeira vez em dois isolados clinicos de S. aureus em 2002 nos Estados
Unidos (CDC, 2002). O mecanismo pleno de resisténcia a vancomicina esta
diretamente relacionado a aquisi¢ao / transferéncia horizontal de um plasmideo
contendo o gene vanA, encontrado em Enterococcus faecalis (PILLAI et al.,
2009). Desse modo, para que o glicopeptideo vancomicina consiga atuar na
célula bacteriana alvo, 0 mesmo precisa se ligar com especificidade ao terminal
D-alanil-D-alanina da molécula de peptideoglicano. No entanto, no lugar do
terminal D-alanil-D-alanina, clones VRSA conseguem expressar efetivamente D-
alanil-D-lactato, consequentemente levando perda da especificidade de ligacéo
da vancomicina ao seu alvo, ndo acarretando riscos para a sintese da parede
celular bacteriana, culminando para sua propagacao e disseminacdo bem-
sucedida (SCHITO, 2006; VESTERGAARD et al., 2019).

2.2 InfeccBes bacterianas

Infeccbes causadas por microrganismos patogénicos acometem seres
humanos e animais por geragdes. Com o advento dos antimicrobianos essas
infecgbes tiveram tendéncia de regressdo por um determinado periodo,

entretanto, diversos microrganismos desenvolveram mecanismos de resisténcia,
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culminando para uma era pdos-antimicrobiana representando ameaca constante
a qualidade de vida das populactes (CHENG et al., 2016).

O aumento exponencial de bactérias multirresistentes esta amplamente
associado ao uso indiscriminado e generalizado de antimicrobianos, de tal modo,
a provocar pressdo seletiva dessas populagdes bacterianas, contribuindo
diretamente para que determinadas linhagens resistentes persistam,
propaguem-se de maneira desordenada e consequentemente acumulo de
mecanismos de resisténcia (BOTTERY et al., 2021).

A incidéncia de infeccbes graves em ambientes hospitalares esta
intimamente relacionada a colonizacdo, transmissdo e disseminacdo de
microrganismos multirresistentes (MDR), principalmente em unidades criticas de
cuidados intensivos, como UTIs (adulto, pediatrico ou neonatal), unidades
ambulatoriais e unidades de atencdo primaria, como queimados (SOUSA et al.,
2021). Geralmente esse grave problema de saude publica esta ligado a um maior
tempo de permanéncia hospitalar e por consequéncia, maiores indices de
morbimortalidade dos pacientes acometidos, gerando desta forma, enormes
Impactos sociais e econdmicos, elevando todos 0s anos, 0S custos com 0S
sistemas de saude (SCHRADER et al., 2020). Além disso, as espécies mais
frequentemente encontradas causando infec¢des graves de grandes dimensdes
dentro do ambiente hospitalar sdo por S. aureus resistente a meticilina, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Enterococcus spp (Enterococcus
faecium) e P. aeruginosa (SIKORA; ZAHRA, 2022; SOUSA et al., 2021).

Neste sentido, medidas de prevencao e controle frente a disseminacgéo de
tais patdgenos nos ambientes de assisténcia a saude torna-se desafiador a
medida que novas contaminacfes emergem. Portanto, medidas de precaucao
padréo estabelecidas dentro dos ambientes de salde, devem, por si sO, serem
seguidas, independentes de microrganismo multirresistente (MDR) ou ndo. Além
disso, procedimentos de biosseguranca como 0 monitoramento de superficies,
uso adequado de equipamentos médicos compartilhdveis e técnicas de
assepsia, como higiene correta das maos e uso de desinfetantes devem ser
seguidas com rigor e atencdo, evitando assim, a incidéncia de colonizacéo,

transmissao e surtos nestes locais (BALABAN et al., 2019).
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2.3 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana tem aumentado gradativamente ao longo dos
anos, representando grande ameaca a saude humana, animal e ambiental. Esse
mecanismo de “escape”, tipico desses patogenos, € melhor compreendido
através da sua ecologia, evolucao e adaptacéo (ALI et al., 2018). O surgimento
de resisténcia € um fenbmeno natural e caracteristico desses microrganismos,
entretanto, o uso generalizado, excessivo e indiscriminado de antimicrobianos
por parte de humanos, animais e na agricultura imp6e pressodes seletivas nas
comunidades microbianas, intensificando sua propagacéao e disseminag¢ao nos
mais diversos ecossistemas (SUGDEN et al., 2016; LARSSON; FLACH, 2021).

As bactérias possuem ampla capacidade de expressar resisténcia
intrinseca aos antimicrobianos, ou seja, mecanismo de resisténcia natural
(caracteristica inata) de um género ou espécie e, podem também expressar
resisténcia adquirida, quando uma bactéria adquire mecanismos de resisténcia
por mutagcdo ou pela aquisicdo exégena de genes potenciadores de resisténcia
(transferéncia horizontal) (HOLMES et al., 2016). A transferéncia horizontal de
genes pode ocorrer por mecanismos de conjugacao (plasmideo, transposons e
integrons), transducédo (bacteriofagos) e transformacdo (ambiental, via
recombinacg&o genética) (JIANG et al., 2017; DURAO et al., 2018). Além disso,
também podem expressar resisténcia adaptativa, que consiste em resisténcia
induzida por um sinal ou fator ambiental especifico, como por exemplo, estresse,
temperatura, disposicao de nutrientes, condi¢cdes de crescimento e até mesmo
pH. Por outro lado, se comparada a resisténcia intrinseca e adquirida, a
resisténcia adaptativa é rapida e transitoria, podendo reverter seu fenétipo de
resistente para nado resistente de acordo com a disponibilidade do antimicrobiano
presente no ambiente (MOTTA et al., 2015; LEE et al., 2019).

De fato, o0 mecanismo de resisténcia bacteriano é tipicamente resultado
da producdo de enzimas que degradam ou modificam os antimicrobianos (-
lactamases que atuam na clivagem dos anéis B-lactamicos), alteracdo de
permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo hiperexpressos
(bombas de efluxo), alteracdo do sitio (alvo) de ligacdo dos antimicrobianos e
blogueio ou protecao desses sitios de ligacao (Figura 4) (CROFTS et al., 2017,
ANVISA, 2022).
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Figura 4 - Mecanismos de resisténcia bacteriana contra antimicrobianos.
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Fonte: ANVISA, 2022.

Adicionalmente, patdgenos bacterianos podem ainda, se organizar em
uma variedade de estados coletivos, sendo estes, denominados biofilmes. Os
biofilmes s&o um dos estilos de vida bacteriano mais bem sucedidos e
estudados, em que agregados de microrganismos formadores de comunidades
altamente estruturadas, sdo embebidos por uma matriz autoproduzida de
substancias poliméricas extracelulares (EPS), constituida em sua grande maioria
por agua (97%) e polissacarideos sollveis, embora possa ser encontrada
juntamente com proteinas, fosfolipidios e DNA extracelular (FLEMMING et al.,
2016; KOO et al., 2017; JAMAL et al., 2018). Todavia, essa rede de protecéo
possui capacidade de evitar acdes diretas contra agentes que compdem essas
unidades, podendo levar ao aprisionamento e inativacdo de antimicrobianos e
mecanismos de defesa do préprio hospedeiro (MAGANA et al., 2018).

Surpreendentemente, essas comunidades multiestruturadas e complexas
podem estabelecer comunicacdo célula-célula denominada quorum-sensing
(QS) por moléculas de sinalizacdo intercelular (FLEMMING et al., 2016;
WELLINGTON; GREENBERG, 2019). No sistema de QS, bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas compartilham de diversos mecanismos, como a
formacdo de biofilmes monoespécies ou mistos, expressdo de fatores de
viruléncia, esporulagcdo, regulacdo de bioluminescéncia e transferéncia de
genes, podendo conferir resisténcia aos antimicrobianos, comprometendo
diretamente as defesas naturais do organismo acometido (WHITELEY et al.,
2017; RUHAL; KATARIA et al., 2021).
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Nas ultimas décadas, a incidéncia de infec¢Bes recorrentes de carater
cronico em seres humanos tem sido amplamente associada a bactérias
formadoras de biofilmes, correspondendo a 80% de todos os casos, elevando
todos os anos as taxas de hospitalizacdo e os indices de morbimortalidade
(SHARMA et al., 2019). O desenvolvimento de biofilmes clinicamente relevantes
esta frequentemente associado a superficies abioticas, incluindo dispositivos
médicos como cateteres intravasculares e urinarios, valvulas cardiacas, préteses
articulares, implantes neurocirdrgicos e dispositivos oculares (PERCIVAL et al.,
2015; WOLFMEIER et al., 2018; DOSTERT et al., 2019). Os microrganismos
mais associados a esses dispositivos incluem bactérias Gram-positivas como S.
aureus e Staphylococcus epidermidis e Gram-negativas como E. coli, K.
pneumoniae e P. aeruginosa, que, em muitos casos, representam um enorme
desafio na sua erradicacao (PERCIVAL et al., 2015).

A formacdo e instalacdo dos biofilmes bacterianos consiste de etapas
distintas com caracteristicas proprias. Esse processo dinamico inicia-se com 0
transporte de bactérias (fase planctonica) para a superficie de um substrato,
posteriormente adeséo bacteriana ao mesmo de forma reversivel, seguida de
transicdo da forma reversivel para irreversivel, maturacdo em larga escala dessa
comunidade estrutural e dispersdo, quando ocorre a deformacdo da matriz
polimérica extracelular e liberacdo desse microrganismo para 0 meio, que por
sua vez, retornam a sua fase inicial (estilo de vida planctonico) do ciclo de
aderéncia e colonizacao (Figura 5) (CARNIELLO et al.,, 2018; RUMBAUGH,;
SAUER, 2020; HOU et al., 2022).

Figura 5 - Etapas de formacéo e dispersdo do biofilme bacteriano.
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Em patrticular, esta claro que a resisténcia global aos antimicrobianos néo
apresenta sinais de declinio, embora possa mudar de direcdo. Esse problema
multifatorial tem colocado em risco a saude humana e carece fortemente de
iniciativas imediatas. No entanto, investigar a resisténcia aos antimicrobianos
ndo é uma tarefa tdo simples, pois envolve processos complexos, dindmicos e
multifacetados que refletem a grandes mudancas nas comunidades microbianas
induzidas pela humanidade ao longo dos tempos (ZHU et al., 2017). Assim, uma
melhor compreensédo de habitat, fatores genéticos, sociais e ambientais ainda
precisam ser levados em consideracdo. Além disso, 0s antimicrobianos
disponiveis atualmente ndo acompanham a resisténcia bem sucedida alcancada
por esses microrganismos (ANDERSSON et al., 2020). Como resultado, estima-
se que infeccBes causadas por organismos resistentes a multiplas classes de
antimicrobianos cause 700.000 mil mortes por ano e prevé ainda que esse
percentual aumente para 10,5 milhdes até 2050, gerando dessa forma, enormes
impactos sociais e econdmicos para todo o mundo (O’NEILL, 2016, GHOSH et
al., 2019).

Desde seu surgimento em dezembro de 2019 (doravante COVID-19), a
sindrome respiratdéria aguda grave (SARS-CoV-2) representou, em sua
totalidade, um grave problema emergente de salude publica globalmente. Além
disso, o uso inicial e ainda desconhecido de determinados antimicrobianos em
seu tratamento, pode, por sua vez, ter agravado ainda mais a disseminacao da
resisténcia antimicrobiana no ambiente hospitalar e na comunidade. O impacto
causado ainda permanece desconhecido e carece fortemente de acdes
conjuntas a longo prazo no monitoramento e controle da grave resisténcia
antimicrobiana sob a pandemia de COVID-19 (RAWSON et al., 2020).

Segundo a OMS (2020) é preocupante a crescente escassez de incentivo
e inovacdo do poder publico e privado frente ao desenvolvimento de novos
antimicrobianos para o combate de bactérias multirresistentes. Neste sentido,
em fevereiro de 2017 foi divulgada a primeira lista dos “agentes patogénicos
prioritarios” resistente aos antimicrobianos, contendo 12 familias de bactérias, o
gue representa grande ameaca a saude humana. A lista foi dividida em trés
categorias de acordo com a urgéncia / prioridade em: critica, alta e média, como
mostrado na tabela 1 (WHO, 2017).
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Tabela 1 - Lista de agentes patogénicos prioritarios divulgada pela OMS.

Categoria de prioridade

Patégenos

Resisténcia a antibioticos

1. Critica Acinetobacter baumannii Resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Resistente a carbapenémicos
Enterobacteriaceae Resistente a carbapenémicos,
produtoras de ESBL
Klebsiella pneumoniae Resistente a cefalosporinas de
Escherichia coli terceira geracdo
Serratia spp
Proteus spp
2. Alta Enterococcus faecium Resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus Resistente a meticilina, com
sensibilidade intermediaria e
resisténcia a vancomicina
Helicobacter pylori Resistente a claritromicina
Campylobacter Resistente a fluoroquinolona
Salmonella spp., Resistente a fluoroquinolona
Neisseria gonorrhoeae Resistente a cefalosporina e as
fluoroquinolonas
3. Média Streptococcus pneumoniae Penicilina ndo suscetivel

Haemophilus influenzae Resistente a ampicilina

Shigella spp. Resistente as fluoroquinolonas

Legenda: ESBL (Beta-lactamase de espectro estendido).
Fonte: Adaptado de WHO, 2017.

Portanto, esforcos no combate a resisténcia antimicrobiana tem se
concentrado em acgdes conjuntas no melhor diagndéstico, praticas e orientacédo
consciente na prescricao de antimicrobianos e na prevencao de infec¢des. Além
disso, a grande escassez de recursos tem impossibilitado o desenvolvimento de
antimicrobianos clinicamente eficazes, com a maioria ndo apresentando novas
classes, 6nus este que precisa ser urgentemente revertido (CHRISTAKI et al.,
2020). Neste contexto, uma estratégia que vem sendo amplamente explorada é

a complexacdo de moléculas ativas a ions metalicos, para assim, potencializar
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a atividade antimicrobiana (SANTI et al., 2016). Alternativamente, a quimica de
coordenacao tem visado a juncdo / complexacao desses ions metalicos no intuito
de conter e controlar infecgBes e, mesmo na modificacdo dessas moléculas para

o desenvolvimento de novos ativos antimicrobianos (GRABCHEV et al., 2017).
2.4 Ligante macrociclico Cyclam

O ligante Cyclam (1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano) é um composto
organico, com estrutura altamente versatil e modificavel, devido sua constituicdo
de uma tetraamina macrociclica, apresentando 14 atomos em sua estrutura e
ampla capacidade de ligacdo a ions metalicos bioativos, como o ferro (Fe)
(Figura 6). Essa molécula foi sintetizada em 1937 por Van Alphen, porém
somente na década de 60 que abriu-se discussdes sobre sua estabilidade
termodinamica e cinética (MEYER et al., 1998).

Figura 6 - Representacéo estrutural do ligante macrociclico Cyclam
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Fonte: Autor, 2022.

Este ligante coordena-se a centros metalicos com quatro atomos de
nitrogénio em sua estrutura. Dessa forma, metais com numero de coordenacao
6, como por exemplo, o ferro, o cyclam, disponibiliza ainda duas posicdes labeis
na esfera de coordenacao do metal, permitindo, dessa forma, a sintese de duas
formas isoméricas, conhecidas como cis e trans (BAREFIELD, 2010).

Devido a sua versatilidade de ligacdo a ions metalicos, principalmente
metais de transicdo como Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Niquel (Ni),

Ouro (Au) e Prata (Ag), este ligante tem despertado grande interesse na sintese
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de compostos com potencial atividade biolégica. Todavia, complexos
macrociclicos tem se destacado pelo notavel potencial antibacteriano,
antifingico, antiviral, anticarcinogénico, antimalarico, antiesquistossomose, bem
como, para o desenvolvimento de compostos ativos antileishmania (HUBIN et
al., 2014; KHAN et al., 2016; AMMETER et al., 2019; SAKYIAMAH et al., 2019;
HUBIN et al., 2019; ALVES et al., 2019).

O Cyclam possui ainda uma ampla variedade de aplicacbes nos mais
diversos campos da pesquisa, que vao desde sua utilizacdo em sondas
luminecentes, identificagdo molecular de acidos nucleicos (DNA e RNA),
inibidores do células tumorais e fotoquimica (WEN et al., 2011; WONG et al.,
2017; PILON et al., 2019). Além disso, propriedades antimicrobianas do Cyclam
e seus derivados contra Mycobacterium tuberculosis, E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa tem sido amplamente relatadas (ALVES et al., 2019; AMMETER et
al., 2019; CLAUDEL et al., 2020; SMITH et al., 2022).

Adicionalmente, um estudo realizado do sistema Fe-cyclam com os
ligantes carboxilatos, cloro (Cl), oxalato (0x), acetato (acet) e salicilato (sal) a
partir da sintese do complexo precursor cis-[Fe(cyclam)CI2]CI nomeado (D1) e
seus derivados [Fe(cyclam)ox]PFs (D2), trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PFs (D3) e
[Fe(cyclam)sal]lPFes (D4) (OLIVEIRA, 2018), tem despertado grande interesse
com potencial antibacteriano, uma vez que, sua utilizacdo torna a pesquisa

imprescindivel e inédita na busca de novos ativos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Representacdo dos complexos, formula minima, identificacédo e estrutura.

Complexo: cis-[Fe(cyclam)ClI2]CI
Formula Minima: FeC1o0H24N4Cls
Identificacéo: D1

Estrutura:
. / N
Complexo: [Fe(cyclam)ox]PFs |
Férmula Minima: FeCi2H2aN4O4PFe ?‘ L “O/z—/' O
Identificag&o: D2 N | Y00
Estrutura: \ ’
N
T+
OYCH:;
0]
Complexo: trans-[Fe(cyclam)(acet)z]PFs -
Férmula Minima: FeC14H30N404PFs N"""'F _)N
Identificacéo: D3 N— |e~N
Estrutura: ‘——c-)/
O)\CH3
~
Complexo: [Fe(cyclam)sal]PFs / N
Formula Minima: FeC17H2s8N4O3PFe I[\l l =0
Identificag&do: D4 -Fe
Estruturag N/‘ s
| s °
N

Fonte: Autor, 2022.
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2.5 Ferro

O ferro (Fe) é um dos elementos mais facilmente encontrados no universo
e 0 quarto mais abundante na crosta terrestre, com aproximadamente 5% em
massa, dando lugar apenas ao aluminio em termos de grandeza e abundancia.
Também se encontra presente no sol, diversas estrelas e provavelmente o
principal constituinte do nucleo externo do planeta terra, enquanto que o nucleo
interno € formado por ferro e niquel (ILBERT; BONNEFOY, 2013).

Este metal de transic&o € utilizado pela grande maioria dos organismos e
essencial em diversos processos biologicos vitais, incluindo desde o transporte
de oxigénio, fixacdo de nitrogénio, respiracdo celular nas mitocéndrias,
biossintese de DNA, reparo de &cidos nucleicos, até o crescimento, morte celular
e protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROS) (BROWN et al., 2021;
VOGT et al., 2021). Além disso, o ferro pode existir em dois diferentes estados
de oxidacdo, Fe?* (ion ferroso) e Fe3* (ion férrico) envolvidos em processos de
oxi-reducéo. A forma ferrosa (Fe?*) é bem mais sollvel, porém, encontrada em
ambientes com baixo pH ou condices com deplecdo de oxigénio (andxia),
enquanto que a forma férrica (Fe®*) é altamente insolGvel em agua e encontrada
na presenca de altas concentracdes de oxigénio (ANDREWS et al., 2013).

Particularmente, o ferro (Fe) € um micronutriente de extrema importancia
no metabolismo das bactérias, sendo necessérios para diversas enzimas e
proteinas que utilizam esse metal como cofator na sua constituicdo. Logo, esses
patdgenos também enfrentam grandes problemas em condi¢cdes de pH neutro e
alcalino, pois os sais de ferro disponiveis encontram-se insollveis, acarretando
no seu nao aproveitamento pelas bactérias. No entanto, para lidar com a
escassez desse importante oligoelemento, as bactérias utilizam de diferentes
estratégias para adquiri-lo do ambiente (SHELDON; HEINRICHS, 2015). Esses
mecanismos podem incluir a absorcéao de ferro por meio de moléculas organicas,
como citrato ou heme e producdo de siderdforos (do grego 'transportador de
ferro’), que sdo metabdlitos secundéarios especificos para ions de ferro,
principalmente Fe3* (ANDREWS et al., 2013; KRAMER et al., 2020).

A grande maioria das espécies bacterianas sdo reconhecidas por
produzirem e secretarem sideréforos, tornando esse mecanismo altamente

prevalente e essencial na captacéo, transporte e internalizacdo de ferro no
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universo microbiano (MIETHKE; MARAHIEL, 2007). Os quatro tipos principais
de siderdforos sao distinguiveis por meio das suas proporcdes de quelacéao de
ferro, em catecolato, fenolato, hidroxamato e carboxilato, podendo também ser
encontrados diversos outros tipos (KRAMER et al., 2020). E como exemplo de
sideréforos secretados pela espécie S. aureus temos a estafiloferrina A e B
(MIETHKE; MARAHIEL, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Determinar o0 potencial antibacteriano dos complexos cis-
[Fe(cyclam)CI2]Cl (D1), [Fe(cyclam)ox]PFs (D2), trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PFs
(D3) e [Fe(cyclam)sal]PFs (D4) contra linhagens de Staphylococcus aureus, bem
como avaliar o potencial citotdxico dessas moléculas, visando a descoberta de

novos ativos contra infecgdes causadas por esse patdgeno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

" Avaliar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas in
silico dos complexos (D1) a (D4);

. Avaliar a influéncia da exposi¢cdo com os complexos (D1) a (D4)
na viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e
macréfagos murinos (J774A.1);

. Determinar a Concentracdo Inibitoria  Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos complexos (D1) a (D4)
diante das linhagens referéncia de S. aureus;

" Avaliar o efeito dos complexos (D2) e (D4) sobre a densidade
celular de linhagens referéncia de S. aureus;

. Investigar o efeito dos complexos (D2) e (D4) no envoltério
celular de linhagens de S. aureus;

. Determinar o efeito de concentracbes subinibitérias dos
complexos (D2) e (D4) na expressao de fatores de viruléncia de
linhagens de S. aureus;

. Investigar a acdo dos complexos (D2) e (D4) em biofiimes de
populacdo formados pelas linhagens de S. aureus por meio de estudos
nas fases de adesdo e proliferagdo de biofilmes pré-formados e na

composicao da matriz polimérica extracelular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Compostos de estudo

Os complexos cis-[Fe(cyclam)CI2]ClI (D1), [Fe(cyclam)ox]PFe (D2), trans-
[Fe(cyclam)(acet)2]PFs (D3) e [Fe(cyclam)sallPFs (D4) foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Daniel de Lima Pontes do Laboratério de Quimica de
Coordenacado e Polimeros (LQCPol) do Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte - UFRN.

4.2 Estudos in silico

Os estudos in silico para avaliar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas (alvos biologicos) dos complexos (D1) a (D4) foram
conduzidos utilizando-se de duas plataformas on-line (pkCSM® e Pass online®).

4.2.1 Avaliacado das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas (alvos

biolégicos) dos complexos (D1) a (D4)

Notacbes  SMILE (Simplified Molecular Input Line  Entry
System) foram inseridas na versao livre dos softwares (pkCSM® e Pass online®)
para os complexos (D1) a (D4). A analise (pkCSM®) seguiu-se avaliando os
parametros ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e
toxicidade). Para o paradmetro absorcdo, foram utilizados os modelos de
absorcéo intestinal e permeacao cutanea em humanos. Quanto ao parametro
distribuicdo dos complexos, foi avaliado a permeabilidade no sistema nervoso
central em humanos (SNC). No que diz respeito ao metabolismo, foram
observados se os complexos (D1) a (D4) teriam capacidade de potencializar ou
inibir enzimas do complexo citocromo P 450 (CYP 450). O parametro excrecao
foi avaliado pela capacidade de inibicdo do transporte renal de cations organicos.
O perfil citotoxico foi avaliado pelos parametros de toxicidade AMES (potencial
mutagénico), hepatotoxicidade e sensibilizacdo cutanea.

Em seguida, foram analisados possiveis alvos farmacodinamicos dos
complexos (D1) a (D4) pelo software Pass online® (FILIMONOV et al., 2014). E
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dentre os alvos moleculares de interesse, analisou-se as enzimas microbianas,
acao de membrana e inibicdo de replicacdo do DNA. Os valores encontrados
foram tabelados seguindo o parametro “Capacidade de ser Ativo (Pa) e Inativo
(Pi)”. O ponto de corte utilizado foi de 30% (0,30).

4.3 Ensaios de citotoxicidade

4.3.1 Linhagens celulares

Nos ensaios de viabilidade celular foram utilizadas as linhagens J774A.1
ATCC® TIB-67™ cedidas gentiimente pelo Prof. Dr. Gilson Costa Macedo
(Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - UFJF) e
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c cedidos gentilmente pela
Profa. Dra. Elaine Soares Coimbra (Departamento de Parasitologia,
Microbiologia e Imunologia - UFJF).

4.3.2 Cultura de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c

Macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
previamente inoculados com meio tioglicolato (Sigma®) a 3% foram utilizados
para a realizacao dos ensaios de viabilidade celular. Inicialmente os macrofagos
foram cultivados em microplacas (96 poc¢os) de poliestireno, na concentracéo de
2 x 10° células por poco em meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado com 2 mM
de L-glutamina (5% de SFB e 100 pg/mL de penicilina / estreptomicina) mantidos
a 37°C com atmosfera de 5% de dioxido de carbono (CO2) até a realizacdo do
ensaio. Em seguida, diferentes concentragdes dos complexos (D1) a (D4) foram
acrescidas (300; 150; 75; 37,5 e 18,75 ug/mL) em triplicata e o volume final foi
completado para 100 pL. Posteriormente, seguiu-se uma nova incubacao por 48
horas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO: e realiza¢cdo do teste do
MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). Dimetilsufoxido
(DMSO) a 0,06% (veiculo) foi utilizado como controle negativo. O protocolo para

a utilizacdo dos animais foi seguido pela aprovacdo do Comité de Etica em
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Pesquisa Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) - Minas Gerais
sob (n° 007/2018-CEUA).

4.3.3 Cultura de células J774A.1

As células J774A.1 (linhagem imortalizada) foram cultivadas inicialmente
em garrafas de cultura de 25cm?2 (Nunc™) usando meio RPMI-1640 (Gibco®),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiético (100
unidades/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina - Gibco®) e incubadas
a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 2
dias a partir do segundo dia ap6s a semeadura, as células foram entéo colhidas
na fase logaritmica de crescimento apds atingir 80-90% de confluéncia e
transferidas para garrafas de cultura de 75cm2. Devido a linhagem utilizada ser
aderente, para sua raspagem / remoc¢dao no interior da garrafa, utilizou-se cabos
de poliestireno flexiveis (cell scraper - Sigma®).

Apo6s um periodo de incubagdo de aproximadamente 3 dias, as células
passaram pelo mesmo processo de tratamento, porém desta vez, ndo foram
transferidas para garrafas de cultura como mencionado acima, mas sim,
ressuspendidas em meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado e a sua
concentracdo foi determinada pela contagem em camara de Neubauer,
utilizando o corante Trypan blue. Posteriormente, as células J774A.1 foram
semeadas em microplacas de 96 pocos de fundo chato, na concentracdo de
1x10° células por poco, em um volume final de 100 pyL. Em seguida, foram
incubadas por 24 horas a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. O processo
seguinte consistiu na retirada do meio de cultura presente nas microplacas de
96 pocos e adicao de 200 yL de meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado (2%
de SFB e 1% de penicilina / estreptomicina) contendo o tratamento com 0s
complexos (D1) a (D4) nas concentracdes de (300 a 18,75 pg/mL) em triplicata.
Por fim, seguiu-se uma nova incubacéo por 24 horas, quando foi realizado o
teste do MTT. DMSO a 0,06% (veiculo) foi utilizado como controle negativo.

4.3.4 Avaliacéo da viabilidade celular pelo teste do MTT
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Para determinar a viabilidade celular apés a exposicdo com 0os complexos
(D1) a (D4) foi utilizado o método colorimétrico do MTT (brometo 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). O método é amplamente utilizado para
avaliacdo de citotoxicidade, viabilidade e proliferacdo celular. Baseia-se na
metabolizacdo do sal MTT pelas células, que no interior das mitocondrias é
reduzido a um produto chamado formazan (coloracdo violeta). Uma vez
solubilizado, o produto formado (formazan), pode ser quantificado e sua
intensidade colorimétrica é diretamente proporcional ao numero de células
viaveis (MOSMANN, 1983). Apos o periodo de incubacéo, foram adicionados 10
ML do corante MTT (5 mg/mL, Sigma®) completando o volume do po¢co com meio
RPMI-1640 (Gibco®) ou DMEN suplementado para 100 uL, posteriormente
incubagé&o por 2 horas e 30 minutos a 37°C com atmosfera de 5% de CO: para
a formacao de cristais de formazan. Ao final da incubagao, o meio foi removido
e adicionado 100 pL de DMSO (Sigma®) a cada poco para solubilizar os cristais.
Ao final, apos a estabilizacao da cor, as placas foram lidas a um comprimento de
onda de 595 nm.

Para o calculo de viabilidade a seguinte equacéao foi utilizada:

100 X DOjos,

DDEE‘ECTE

Viabilidade (%) =

Equacdo 1 - Calculo de viabilidade: Onde DO 595a é o valor médio da densidade Optica
das amostras testadas e DO 595 (CTe) valor médio da densidade éptica do controle
estimulado e ndo tratado. (Fonte: ISO 10993-5:2009).

4.4 Atividade antibacteriana in vitro

A determinacéo da atividade antibacteriana dos complexos (D1) a (D4) foi
realizada nos Laboratérios de Produtos Naturais Bioativos (LPNB) e Bioensaios,
no Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

- Minas Gerais.
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4.4.1 Linhagens bacterianas

Neste estudo foram utilizadas as seguintes linhagens bacterianas: S.
aureus ATCC® 25904™ sensivel a amoxicilina, S. aureus ATCC® 33591™
resistente a meticilina (MRSA) e um isolado clinico resistente de S. aureus 05-
0052. Esses microrganismos foram cedidos pelo Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude - Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro,

Brasil.

4.4.2 Preparacédo do in6culo bacteriano

Todas as linhagens bacterianas foram semeadas em placas de Petri com
agar Mueller Hinton (MH) em fluxo laminar, e posteriormente incubadas a 36+
1°C durante 24 horas para verificacdo do seu crescimento e utilizagdo. ApGs o
periodo de incubacao, as colbnias de bactérias foram transferidas para tubos de
vidro contendo 5 mL de solucédo salina estéril a 0,85% com uma concentracéo
alvo de 108 UFC/mL (Unidade Formadora de Col6énia por mililitro),
correspondente ao padrao 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, foram feitas
diluicdes, transferindo 100 pL da suspensao bacteriana para um tubo de vidro
contendo 9,9 mL de solucdo salina para posterior obtencdo do indculo na
concentracdo de 10%° UFC/mL. Por fim, o in6culo com concentracdo de 10°
UFC/mL foi diluido em microplacas de 96 pocos (KASVI® K12-096), obtendo
uma concentracao final no pogo de 10° UFC/mL.

4.4.3 Determinacdo da concentracdao inibitéria minima (CIM)

O ensaio para determinagdo da atividade antibacteriana foi realizado
utilizando o método de microdiluicdo seriada em microplacas estéreis de 96
pocos (KASVI® K12-096), seguindo os padrdes do CLSI (2018). Os complexos
(D1) a (D4) foram preparados a 500 pg/mL em DMSO 1%, em seguida, diluidos
sucessivamente, obtendo concentracdes de 200 a 1,56 pg/mL. Posteriormente,
foram transferidos 80 pL da solugéo estoque a 500 pg/mL para microplacas de
96 pocos, que ja continham 100 pL de caldo MH. Para completar o volume final
de 200 pL, foram adicionados 20 pL do in6culo bacteriano a 10® UFC/mL de
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acordo com o padrao de turbidez 0,5 da escala de McFarland a amostra contida
em cada um dos pocos. As placas foram entdo, incubadas em uma estufa
bacteriol6gica a uma temperatura de 36£1°C por 24 horas. Simultaneamente foi
realizado o controle de crescimento das bactérias, utilizando caldo MH e o
in6culo bacteriano isento do complexo e controle negativo (esterilidade/branco
da amostra). Amoxicilina foi utilizada como controle positivo. A concentracéo
inibitéria minima foi considerada a menor concentracdo dos complexos (D1) a
(D4) capaz de inibir o crescimento bacteriano, mediante a inspec¢ao a olho nu
(auséncia de turvacao visivel). Todas as analises foram realizadas por meio de

duplicata de trés experimentos independentes.

4.4.4 Determinacado da concentracédo bactericida minima (CBM)

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada por meio do
método de Spencer e Spencer (2004) com algumas modificacdes. Apds definido
os valores da CIM, uma aliquota de 10 uL da amostra foi retirada da microplaca
de 96 pocos (KASVI® K12-096), onde ndo houve crescimento bacteriano visivel
e posteriormente cultivadas em placas de Petri com agar MH. Em seguida, as
placas foram incubadas a uma temperatura de 36+1°C por 24 horas para

avaliacéo.

4.5 Avaliacdo da densidade celular bacteriana

A contagem de células bacterianas foi realizada em preparacfes de
citocentrifugacdo de acordo com Silva et al. (2014), onde, utilizou-se um
marcador que se liga a fita dupla de DNA, emitindo uma florescéncia azul ciano,
chamado DAPI (JOUX e LEBARON, 2000). Linhagens de S. aureus em solucéo
salina, foram inoculadas em tubos com caldo MH contendo os complexos (D2) e
(D4) (valor de CIM) e incubadas a 37°C durante 24 horas. Linhagens bacterianas
inoculadas somente em caldo MH serviram como controles de crescimento.
Posteriormente, as amostras foram fixadas em formaldeido 4%, coradas com o
marcador fluorescente DAPI na concentracdo de 5 pg/mL e preparadas em
citocentrifuga (Shandon cytospin 4, Thermo Electron) a 452g/ 10 minutos em alta

aceleracdo. As linhagens bacterianas nas laminas de vidro foram contadas em
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microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-60) em 10 campos aleatorios, com
aumento de 1000x, utilizando-se o Oleo de imersdo. Para a quantificacdo
bacteriana foi utilizada a seguinte formula: (NxA) / (VxA), onde N= corresponde
ao numero de células contadas, A= area da grande contada e V= volume da

amostra x volume contado / volume total.

46 Estudo em envoltério celular bacteriano

As analises em envoltério celular bacteriano consistiram na avaliacdo da
capacidade dos complexos (D2) e (D4) em romper o envoltdério celular, por meio
dos ensaios de permeabilidade com cristal violeta, extravasamento de
membrana, dosagem de proteinas totais e viabilidade e atividade metabdlica

bacteriana.

4.6.1 Permeabilidade com cristal violeta

Os ensaios de permeabilidade com cristal violeta foram conduzidos de
acordo com o método descrito por Devi et al. (2010) com algumas modifica¢es.
As linhagens bacterianas de S. aureus recém cultivadas em caldo MH foram
inoculadas em tubos suplementados com os complexos (D2) e (D4) (valores de
CIM) e incubadas a 35°C por 4 horas. As suspenstes de células bacterianas
foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. Apés centrifugados, os pellets
foram ressuspensos em 10 pg/mL de uma solucéo de cristal violeta e incubados
por 10 minutos a 35°C. Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados a
1000 rpm por 15 minutos e a densidade 6ptica (DO) do sobrenadante foi medida
a 570 nm em um espectrofotdbmetro (Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham,
MA, Estados Unidos). A DO do sobrenadante do grupo de células ndo tratadas
foi utilizado como controle de crescimento. O valor de DO da solugao de cristal
violeta foi considerado como 100%. A porcentagem de absorc¢éo do cristal violeta
foi expressa pela seguinte férmula: (valor de DO da amostra / valor

de DO da solucéo de CV) x 100 = captacéo percentual de cristal violeta.
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4.6.2 Extravasamento de membrana

O ensaio de extravasamento de membrana foi realizado de acordo com o
método de Tang et al. (2008) com algumas modifica¢des. Linhagens bacterianas
de S. aureus foram previamente cultivadas e posteriormente incubadas em caldo
MH a 35°C por 24 horas. Decorrido esse tempo, a cultura foi centrifugada a 1000
rpm por 5 minutos, lavada e ressuspensa com solucdo tampéao de salina com
fosfato (PBS) 10 mM (pH 7,4), atingindo uma densidade final de 10 UFC/mL. As
linhagens de S. aureus foram incubadas com os complexos (D2) e (D4) (valor de
CIM) nos seguintes tempos: 0, 1, 2, 3, e 4 horas. As culturas bacterianas
incubadas com PBS 10 mM (pH 7,4), foram utilizadas como controle de
crescimento. Seguido o periodo de incubacédo, as suspensdes celulares foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos e posteriormente realizou-se a leitura
dos sobrenadantes a 260 nm em um espectrofotdbmetro (Multiskan Go, Thermo
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos). O experimento foi realizado em
triplicata. Apos a leitura de 4 horas, o sobrenadante foi reservado para dosagem
de proteinas totais.

4.6.3 Dosagem de proteinas totais

O ensaio da dosagem de proteinas totais foi realizado de acordo com o
item 4.6.2, que apos 4 horas foram coletados os sobrenadantes e realizada a
dosagem conforme o método adaptado de Lowry (1951). Inicialmente 10 pL do
sobrenadante foram aliquotados em tubos de ensaio contendo agua e 2 mL de
solucao reativa (tartarato de sddio de potassio 2%, sulfato de cobre 1% e solu¢ao
alcalina de NaOH e Na2CO3). Apés homogeneizacao, seguiu-se 10 minutos de
repouso. Apos este periodo, foram adicionados 2 mL da solucéo de Follin. Os
tubos foram novamente homogeneizados e deixados em repouso por mais 30
minutos. Posteriormente, uma aliquota de cada tubo foi passada para uma placa
de 96 pocos e lida a 660 nm em espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) e as absorbancias foram comparadas
com uma curva de calibracdo de albumina feita no mesmo dia. O ensaio foi

realizado em duplicata.
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4.6.4 Viabilidade e atividade metabdlica bacteriana

A viabilidade das células bacterianas foi avaliada pela atividade
metabdlica intracelular utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular
Probes), que consiste em dois marcadores fluorescentes: Syto 9 e lodeto de
propideo (PI). Linhagens de S. aureus, previamente cultivadas conforme item
4.4.3, foram preparadas em salina estéril (108 UFC/mL) e posteriormente
inoculadas em tubos com caldo MH contendo os complexos (D2) e (D4) (valor
de CIM), obtendo uma concentracéo final de 10 UFC/mL. Em seguida, os tubos
foram incubados a 37°C por 24 horas. Uma Aliquota de 1 mL das células
bacterianas em suspenséao foram coradas com os reagentes e incubadas por 30
minutos sob abrigo de luz. As amostras foram preparadas por citocentrifugacao
(Shandon cytospin 4, Thermo Electron) a 500g/10 minutos em alta aceleracéo
(SILVA, et al. 2014). Em seguida, as laminas resultantes foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia BX-60 (Olympus). Para a contagem das células
totais, 10 campos aleatérios foram utilizados. Por fim, a densidade celular foi
expressa pela quantidade total de células e a proporcéo células vivas / ativas e

mortas / inativas foi estabelecida. O experimento foi realizado em triplicata.

4.7 Avaliagdo do efeito de concentragdo inibitoria e subinibitérias dos
complexos (D2) e (D4) na expressédo de fatores de viruléncia de linhagens
de S. aureus

A avaliacdo da alteracao na expressao de fatores de viruléncia causadas
por linhagens de S. aureus pela acdo de concentracao inibitéria e subinibitérias
com os complexos (D2) e (D4) foram avaliadas por meio da atividade Anti-
catalase, Anti-coagulase, Anti-hemolitica, Anti-lipolitca e Anti-DNAse
(LINHARES; XIMENES, 2011).

4.7.1 Atividade Anti-catalase

A atividade da enzima extracelular catalase foi determinada pela
intensidade de degradacdo do peroxido de hidrogénio (H202) em agua e
oxigénio. Para tanto, aliquotas da cultura microbiana (100 pL) previamente

expostas por 24 horas a concentracao inibitoria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e
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1/4 CIM) dos complexos (D2) e (D4) foram transferidas para uma microplaca (96
pocos) de poliestireno e posterior adicdo de peroxido de hidrogénio a 3% (100
uL). A formacao de bolhas foi avaliada atribuindo aos escores a sua intensidade
de reacéo (+) fraca; (++) moderada e (+++) intensa. O experimento foi realizado
em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011).

4.7.2 Atividade Anti-coagulase

A atividade de coagulase foi determinada, apdés 45 segundos da
aglutinacéo, utilizando o kit Staphiclin Latex (Laborclin) que detecta a formacéo
de coagulos pela acao instantanea da coagulase (fator clumping) e da proteina
A. Dessa maneira, uma aliquota de 20 uL da cultura microbiana previamente
exposta por 24 horas a concentracao inibitéria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e
1/4 CIM) dos complexos (D2) e (D4) foram adicionadas a um cartéo do teste kit
juntamente com 20 uL de latex contendo as particulas sensibilizadas. O
experimento foi realizado em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011).

4.6.3 Atividade Anti-hemolitica

O teste da atividade hemolitica detecta a agdo de hemolisinas (exotoxinas
bacterianas) promovendo a lise de eritrocitos in vitro. Neste sentido, as culturas
bacterianas previamente expostas a concentracdo inibitéria e subinibitérias
(CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos complexos (D2) e (D4) foram avaliadas quanto o
perfil hemolitico de linhagens de S. aureus. Para tanto, as culturas previamente
expostas durante 24 horas, foram centrifugadas e filtradas em uma membrana
(0,45 um). Posteriormente, uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi
adicionada a 180 uL de uma suspensdo de heméacias a 2% e incubada por 45
minutos a 37°C. Decorrido o tempo de incubacéo, a suspenséao de eritrocitos foi
centrifugada e o sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 poc¢os
para leitura das absorbancias a 570 nm em um espectrofotbmetro. O
experimento foi realizado em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011). O parecer
para a utilizacdo de eritrocitos humanos foi seguido pela aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF) - Minas Gerais sob (n° 3.697.188 - CEP).
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4.7.3 Atividade Anti-lipolitica

O teste da atividade lipolitica consiste na deteccdo da degradacdo de
lipidios contidos no meio de cultura, por meio de uma enzima extracelular, a
lipase. Para tanto, aliquotas de (50 pL) de culturas previamente expostas durante
24 horas a concentracao inibitéria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos
complexos (D2) e (D4) foram adicionados a po¢os confeccionados na superficie
do &gar MH, adicionado de uma emulsao lipidica a 500 uL (gema de ovo a 50%).
Apo6s um periodo de incubacdo de 24 horas a 37°C, os halos de lipdlise foram
medidos com auxilio de um paquimetro. O experimento foi realizado em triplicata
(LINHARES; XIMENES, 2011).

4.7.4 Atividade Anti-DNAse

O teste da atividade DNAse consiste na deteccdo da degradacéo do DNA
contido no meio de cultura, por uma enzima extracelular, a desoxirribonuclease.
Inicialmente, uma aliquota de 5 uL das culturas previamente expostas durante
24 horas a concentracao inibitéria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos
complexos (D2) e (D4) foram semeadas na superficie do agar DNAse Teste Base
(HIMEDIA®). Decorrido o periodo de incubacgdo de 24 horas a 37°C, a superficie
do agar foi recoberta por uma solucdo de &acido cloridrico (HCI) - 1N, para
visualizacdo da atividade enzimatica da DNAse (precipitacdo do DNA néao
degradado), através de zonas opacas ao redor das culturas. Culturas produtoras
de DNAse apresentam uma &rea transparente ao redor de seu crescimento,
evidenciando a degradagcéo do DNA no meio, nao precipitando na presenca do
HCI. O experimento foi realizado em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011).

4.8 Avaliacao da atividade antibiofilme formados por linhagens de S.
aureus

4.8.1 Interferéncia na fase de proliferacdo dos biofilmes
O ensaio de acdo na fase de proliferagcdo do biofilme pré-formado foi

realizado de acordo com Nostro et al. (2007) com algumas modificagdes.

Linhagens de S. aureus foram cultivadas como biofilmes usando caldo MH
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suplementado com 1% de glicose em microplacas (96 pocos) de poliestireno
durante um periodo de 24 horas a 37°C. Ap0s o0 crescimento, células
planctbnicas foram removidas cuidadosamente, os pog¢os foram lavados com
salina estéril trés vezes e preenchidos com 200 uL de diluicdes dos complexos
(D2) e (D4) (valor de CIM). As placas de 96 pocos foram entdo incubadas em
uma estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°C. Decorrido o prazo de incubacéo,
as placas foram lidas a 600 nm usando um espectrofotdmetro. Amoxicilina (valor
de CIM) foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata. A porcentagem de reducédo da proliferagdo do biofilme foi
estabelecida de acordo com a seguinte férmula: % de reducéo = (DO no controle
- DO no tratamento) x 100 / DO no controle. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.8.2 Interferéncia na fase de adesao do biofilme

4.8.2.1 Estudo por espectrofotometria

O ensaio de acdo na fase de Adesédo dos biofilmes foi conduzido de
acordos com Plyuta et al. (2013) com pequenas modificacdes. Inicialmente foram
adicionados 100 pL das suspensdes celulares de S. aureus (2 x 108 UFC/mL)
em microplacas de 96 pocos, seguida de adicdo das concentracfes dos
complexos (D2) e (D4) (valores de CIM) e incubadas por 24 horas a 37°C.
Decorrido o periodo de incubacédo, seguiu-se com a remocao das suspensdes
liquidas e os pogos foram lavados com 200 uL de salina tamponada estéril (PBS)
10 mM (pH 7,4), para remocédo de bactérias livres e flutuantes (ndo aderentes).
Os biofilmes formados por células aderentes foram corados com 200 yL de cristal
violeta (0,1%) e posteriormente incubados a temperatura ambiente por 30
minutos. O excesso de cristal violeta contido foi lavado com PBS e as placas
foram fixadas com 200 uL de etanol (96%) e seguido de incubacdo por 15
minutos. A quantificacdo da biomassa dos biofilmes foi realizada por medida da
densidade optica a 570 nm. A reducdo da adesdo do biofilme foi calculada de
acordo com a seguinte formula: % de reducdo = (DO no controle - DO em
tratamento) x 100 / DO no controle. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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4.8.2.2 Estudo por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Linhagens de S. aureus foram semeadas em 4gar MH, incubadas por 24
horas a 37°C e inoculadas em um tubo contendo 5 mL de caldo MH
suplementado com 1% de glicose. Em seguida, foram adicionados 500 uL do
caldo inoculado (2 x 108 UFC/mL) em placas de 24 pocos de poliestireno
contendo laminulas de vidro redondas (13 mm, Glasscyto®). A exposi¢ao foi
realizada adicionando 500 yL dos complexos (D2) e (D4) (valor de CIM). Para
controles negativo e positivo foram adicionados 500 pyL de salina estéril ou
amoxicilina (valor de CIM). Os biofilmes formados em laminulas de vidro (13 mm,
Glasscyto®) foram incubados por 24 horas a 37°C e posteriormente fixados em
2,5 de gluteraldeido (CsHsO2) em tampéo de cacodilato 0,1 M (pH 7,2). Apés a
fixacdo, os biofilmes em laminulas de vidro foram lavados em tampéo de
cacodilato e desidratados através de uma série graduada de solucdes de etanol
(30%, 50%, 70%, 90% e 2x em 100%) durante 15 minutos em cada
concentragdo. Por fim, as amostras foram metalizadas com ouro durante 15
minutos. A ultraestrutura nos biofiimes e na morfologia bacteriana foram
observadas por microscopia eletronica de varredura - MEV (JEOL JSM-6390LV,

Toquio, Japao).

4.8.3 Composicao bioquimica da matriz polimérica extracelular

Inicialmente a analise da composi¢cdo bioquimica da matriz polimérica
extracelular foi realizada conforme item 4.8.2.1. Os biofilmes aderentes foram
sonicados por 5 minutos em banho-maria ultrassdnico para desprendimento. As
suspensodes celulares foram entédo reunidas e centrifugadas (3.000 rpm por 10
minutos). O sobrenadante foi utilizado como fonte para estudar a composicao
bioquimica da matriz polimérica extracelular utilizando a dosagem de
carboidratos (CHO) pelo método do acido fenol-sulftrico (DUBOIS et al., 1956)
e dosagem de proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).
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49 Andlise estatistica

Os dados foram expressos utilizando-se de andlise paramétrica de
variancia (ANOVA) seguido do poés teste de Bonferroni. O programa
computacional GraphPAD Prism 8 (La Jolla CA, USA) foi empregado para
realizacdo das analises. Todos os dados foram reportados como média e desvio

padréo, sendo considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

51 Estudos in silico

5.1.1 Avaliacéo das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas (alvos

biol6gicos) dos complexos (D1) a (D4).

Os valores dos estudos in silico das propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas sao apresentados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Propriedades farmacocinéticas dos complexos (D1) a (D4) e Amoxicilina.

Absorcao D1 D2 D3 D4 Amoxicilina
Absorc¢éao intestinal Sim Sim Sim  Sim Sim
(humano)

Permeabilidade cutanea Sim Sim Sim  Sim N&o
Distribuicao

Permeabilidade no SNC Nao Nao Nao Nao Sim
Metabolismo

Substrato CYP2D6 Ndo Nao Nao Nao N&o
Inibidor de CYP1A2 Nao Nao Nao Nao Nao
Inibidor de CYP2C19 Ndo Nao Nao Nao N&ao
Inibidor de CYP2C9 Ndo Nao Nao Nao N&o
Inibidor de CYP2D6 Ndo Nao Nao Nao N&o
Inibidor de CYP3A4 Ndo Nao Na&o Nao N&o
Excrecéo

Substrato para transportador Ndao Nao Nao Nao Nao
renal de céations organicos

Toxicidade

Toxicidade AMES Ndo Nao Nao Nao N&ao
(Potencial Mutagénico)

Hepatotoxicidade Ndo Nao Nao Nao Sim
Sensibilizacdo cutanea Ndo Nao Nao Nao N&ao

Fonte: Autor, 2022.
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Os resultados apresentados na tabela 3 dos estudos in silico das

propriedades farmacocinéticas demonstraram que os complexos (D1) a (D4)

possuem probabilidades de absorcao intestinal em humanos e permeabilidade

cutanea. Nao foram encontradas probabilidades dos complexos em serem ativos

no perfil distribuicdo, metabolismo, excrec¢éo e toxicidade (Tabela 3).

Tabela 4 - Predigbes das atividades biologicas in silico relacionadas aos efeitos
antibacterianos dos complexos (D1) a (D4).
Classe Alvo D1 D2 D3 D4
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Enzimas Inibidor de 0.641 0.005|0.644 0.005|0.674 0.004 | 0.509 0.020
microbianas glicosiltransferase
de peptideoglicano
Potencializador da | 0.454 0.031 | 0.473 0.024 | 0.473 0.024 | 0.415 0.050
permeabilidade de
membrana
Acéo de
Membrana Antagonista da 0.461 0.054 | 0.473 0.051|0.515 0.041 | 0.370 0.081
integridade de
membrana
Antagonista do 0.413 0.022 | 0.432 0.019 | 0.328 0.053 | 0.374 0.033
acido
Inibidor de  paraaminobenzéico
Replicacéo
do DNA Inibidor de DNA | 0.335 0.033 | 0.358 0.025 | 0.327 0.035 - -

ligase (ATP)

Legenda - capacidade de ser ativo (Pa); capacidade de ser inativo (Pi).

Fonte: Autor, 2022.

Em seguida foi avaliado a propriedade farmacodinamica (alvos biolégicos)

dos complexos (D1) a (D4). Os alvos biolégicos analisados foram: enzimas

microbianas, acdo de membrana e inibidor de replicagdo do DNA. Dentre os

alvos bioldgicos com maior probabilidade de os complexos serem ativos, grande

destaque se deu para o inibidor de glicosiltransferase de peptideoglicano,

enzima responséavel pela sintese do peptideoglicano (Tabela 4).
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5.2 Avaliacdo da viabilidade celular em macréfagos peritoneais de

camundongos BALB/c e J774A.1 expostos aos complexos (D1) a (D4).

Para avaliar a influéncia dos complexos na viabilidade celular, macr6fagos
peritoneais de camundongos BALB/c foram expostos e submetidos ao teste do
MTT (Figura 7). Os resultados demonstram que nenhum dos complexos (D1) a
(D4) reduziu significativamente a viabilidade celular das células testadas
(p<0,05). Vale ressaltar que a linha tracejada representa a taxa de viabilidade
celular de 70% de acordo com os parametros da 1ISO10993-5:2009.

Figura 7 - Avaliacdo da citotoxicidade de macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c com os complexos (D1) a (D4). Macrofagos peritoneais foram cultivados e
expostos a diferentes concentragdes dos complexos (18,75 a 300 pg/mL). Apés 48
horas a viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT. O
resultado foi expresso em percentual de sobrevivéncia em relagdo as células néo
tratadas. A linha tracejada em vermelho indica o percentual de viabilidade celular de
70% (1SO10993-5:2009). Legenda: Controle (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05).
Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.
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Em seguida foi investigada a viabilidade celular de células J774A.1 com o
intuito de predizer seguranca na utilizacao dos complexos (D1) a (D4) (Figura 8).
Considerando a taxa de sobrevivéncia de 70% ou superior (1ISO10993-5:2009),
o complexo (D3) na concentracdo de 300 pg/mL se mostrou citotoxico (p<0,05),
ou seja, células metabolicamente menos ativas, evidenciado pela linha tracejada
em vermelho. Os outros complexos ndo apresentaram citotoxicidade nas demais

concentracoes testadas.

Figura 8 - Avaliacdo da citotoxicidade de células J774A.1 com os complexos (D1) a
(D4). Células J774A.1 foram incubadas com diferentes concentragfes dos complexos
(18,75 a 300 pg/mL) durante 48 horas, respectivamente. Apds este tempo, seguiu-se
com o teste de viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTT como descrito
anteriormente. 2Indica diferenca estatistica quando comparado ao controle (p<0,05).
Legenda: Controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram
realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.
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5.3.1 Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM).

Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao

Bactericida Minima (CBM) diante de linhagens referéncia e um isolado clinico de

S. aureus sao apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Efeito sobre o valor de CIM,
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos complexos (D1) a (D4) e Amoxicilina
contra linhagens de S. aureus.

Amostras Microrganismos CIM Efeito no Valor CBM
(ng/mL) de CIM (ug/mL)

S. aureus ATCC® 25904 ™ 100,00 Bacteriostatico >200

D1 S. aureus ATCC® 33591 ™ 100,00 Bacteriostatico >200

S. aureus 05-0052 100,00 Bacteriostatico >200

S. aureus ATCC® 25904 ™ 50,00 Bacteriostatico >200

b2 S. aureus ATCC® 33591 ™ 50,00 Bacteriostatico >200

S. aureus 05-0052 50,00 Bacteriostatico >200

S. aureus ATCC® 25904 ™ 100,00 Bacteriostatico >200

b3 S. aureus ATCC® 33591 ™ 100,00 Bacteriostatico >200

S. aureus 05-0052 100,00 Bacteriostatico >200

S. aureus ATCC® 25904 ™ 50,00 Bacteriostatico >200

D4 S. aureus ATCC® 33591 ™ 50,00 Bacteriostatico >200

S. aureus 05-0052 50,00 Bacteriostatico >200
Amoxicilina S. aureus ATCC®25904™ 0,14 - -
S. aureus ATCC® 33591 ™ 12,50 - -
S. aureus 05-0052 25,00 - -

Fonte: Autor, 2022.
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De acordo com os dados representados, foi observado que os complexos
(D1) a (D4) exibiram valores de CIM que variam de 100 a 50 pg/mL para as
linhagens ATCC de referéncia e isolado clinico de S. aureus. Os complexos (D1)
e (D3) apresentaram CIM de 100 pg/mL para linhagens de S. aureus ATCC®
25904™ S, aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052.
Além disso, os complexos (D2) e (D4) apresentaram resultados promissores com
valor de CIM de 50 pg/mL para as trés linhagens de estudo. Para as linhagens
de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de
S. aureus 05-0052 valores de CIM de 0,14, 12,5 e 25 pg/mL também foram
encontrados para amoxicilina. Logo, considera-se que a sensibilidade a
amoxicilina pode ser designada por uma CIM < 2 ug/mL e resisténcia = 4 ug/mL
(CLSI, 2018). Néo foi possivel determinar o CBM dos complexos (CBM >200
ug/mL). Vale ressaltar que para os valores de CIM, todos os complexos
apresentaram efeito bacteriostatico na inibicdo da multiplicacdo das bactérias
testadas (Tabela 5).

5.4  Avaliagdo da densidade celular bacteriana

Para investigar o efeito dos complexos mais ativos (D2) e (D4) sobre a
densidade celular de linhagens de S. aureus, as culturas bacterianas foram
coradas com o corante DAPI e quantificadas por microscopia de fluorescéncia
(Figura 9). As analises quantitativas mostraram que o complexo (D2) reduziu em
80, 43 e 49% a densidade celular de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus
ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052, respectivamente, em
relacdo aos controles. Ja o complexo (D4) mostrou uma reducao de 40, 70 e
44% de reducdo da densidade celular de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus
ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052, em relagdo aos

controles (p<0,05).
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Figura 9 - Densidade celular das linhagens de S. aureus expostas aos complexos (D2)
e (D4). Células bacterianas cultivadas foram coradas com DAPI e contadas sob
microscopia de fluorescéncia para andlise da densidade celular. 2*Indicam diferencas
estatisticamente significantes em relagcédo ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni,
p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a
média + DP.
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5.4.1 Estudo em envoltério celular bacteriano

5.4.1.1 Permeabilidade com cristal violeta

Os resultados apresentados na (Figura 10) evidenciam que nas células
bacterianas expostas ao complexo (D2), houve um aumento de 5,2 vezes da
porcentagem da captacdo de cristal violeta para S. aureus ATCC® 25904™; 6,6
vezes para S. aureus ATCC® 33591™ e 4,8 vezes para o isolado clinico de S.
aureus 05-0052. Para o complexo (D4) houve um aumento de 2,8 vezes da

captacéo de cristal violeta para S. aureus ATCC® 25904™:; 6,6 vezes para S.
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aureus ATCC® 33591™ e 5,0 vezes para o isolado clinico de S. aureus 05-0052,

respectivamente, quando comparadas aos controles (p<0,05).

Figura 10 - Permeabilidade celular de S. aureus por % de captacdo do cristal violeta.
Linhagens bacterianas expostas aos complexos (D2) e (D4) foram avaliadas por meio
da permeabilidade com cristal violeta. 2*Indicam diferenca estatistica quando
comparado aos respectivos controles. Legenda: Controle. (ANOVA seguido de
Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados
representam a média + DP.
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5.4.1.2 Avaliacdo do Extravasamento de membrana e Teor de proteinas

Os ensaios de extravasamento de membrana e teor de proteinas
buscaram determinar o efeito da exposicdo com os complexos (D2) e (D4) na
permeabilidade celular das células bacterianas. Os resultados estédo
apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Liberacao de conteldo intracelular (nucleotideos) e proteinas de S. aureus
ATCC® 25904™ S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052
ap6s exposicdo aos complexos (D2) e (D4). (A, C e E) representa as curvas de
extravasamento de material intracelular (nucleotideos) para o meio, medido por
densidade 6ptica a 260 nm por um periodo de 4 horas em intervalos de 1 hora e (B, D
e F) Teor de proteinas ap0s 4 horas de exposicdo com os complexos (D2) e (D4). 2Indica
diferenca estatistica quando comparado ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni,
p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a
média + DP.
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A Figura 11A demonstra que a exposicdo com os complexos (D2) e (D4)
alterou a permeabilidade celular de S. aureus ATCC® 25904™ apds 4 horas,
gerando dessa maneira, um maior extravasamento de contetdo intracelular
(nucleotideos) para o0 meio em comparacao ao controle, evidenciado a partir de
3 horas ap6s a exposicao. O teor de proteinas ap0s a exposicdo com o0 complexo
(D2) teve um aumento de 5,1 vezes, enquanto que para o complexo (D4) esse
aumento foi de 1,9 vezes quando comparado ao controle (p<0,05) (Figura 11B).

Os resultados apresentados na Figura 11C também mostram que a
exposicao com os complexos (D2) e (D4) alteraram a permeabilidade celular de
S. aureus ATCC® 33591™ apés 4 horas, evidenciado pelo maior extravasamento
de conteudo intracelular (nucleotideos) para o meio em comparagcdo com 0O
controle, principalmente a partir de 3 horas de exposi¢do. Com relagdo ao teor
de proteinas liberadas intracelularmente, o complexo (D2) teve um aumento de
13,7 vezes, enquanto que o complexo (D4) esse aumento foi de 4,71 vezes se
comparado ao controle (p<0,05) (Figura 11D).

Os complexos (D2) e (D4) como demonstrado acima, também foram
capazes de interferir na permeabilidade celular do isolado clinico de S. aureus
05-0052, apés 4 horas de exposicao (Figura 11E), indicando um maior
extravasamento de conteudo intracelular (nucleotideos) para o meio a partir de
3 horas se comparado ao controle. Em relacdo ao teor de proteinas, nota-se um
aumento de 5,4 vezes para o complexo (D2) e 3,6 vezes para o complexo (D4),

em relacdo ao controle (p<0,05) (Figura 11F).

5.4.1.3 Viabilidade e atividade metabdlica bacteriana

A viabilidade celular das linhagens de S. aureus expostas aos complexos
(D2) e (D4) foram analisadas por meio do kit LIVE/DEAD® BacLight (Figura 12).
A Figura 12A representa imagens do ensaio destacando as células bacterianas,
coradas com Syto 9, um dos corantes presentes no kit, que cora todas as células
integras e também aquelas que apresentam dano em sua membrana de verde.
Ja o lodeto de propideo (PIl) penetra somente em células com danos em sua
membrana, por consequéncia, reducdo na fluorescéncia do Syto 9, corando
assim, as células em vermelho. A Figura 12B representa a porcentagem de

células viaveis e nao viaveis apos tratamento com os complexos (D2) e (D4).
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Figura 12 - Viabilidade e atividade metabdlica bacteriana de linhagens de S. aureus
expostas aos complexos (D2) e (D4). Células bacterianas foram coradas com o kit
LIVE/DEAD® BacLight, analisadas e contadas sob microscopia de fluorescéncia. (A)
representa as imagens ilustrativas das células de S. aureus expostas aos complexos e
coradas com Syto 9 e lodeto de propideo. (B) representa a porcentagem de células
viaveis e ndo viaveis apoOs tratamento com os complexos (D2) e (D4). 2*°Indicam
diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao controle. (ANOVA seguido de
Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados

representam a média + DP.
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Os resultados evidenciaram que a linhagem de S. aureus ATCC® 25904 ™
exposta aos complexos (D2) e (D4) tiveram porcentagens de células viaveis de
82,9 e 80,9%, respectivamente, enquanto que o controle foi de 94,4%. Logo,
houve diferenca estatistica entre as células bacterianas expostas aos complexos
(D2) e (D4) quando comparadas ao controle (Figura 12B) (p<0,05).

A linhagem de S. aureus ATCC® 33591™ exposta aos complexos (D2) e
(D4) apresentaram 80,3 e 78,3% de células viaveis, ao passo que o controle
apresentou 98,4%. Também foi observado diferenca estatistica entre as células
bacterianas expostas aos complexos (D2) e (D4) quando comparadas ao

controle (Figura 12B) (p<0,05).



65

O isolado clinico de S. aureus 05-0052 exposto aos complexos (D2) e (D4)
apresentaram 63,7 e 60,6% de células viaveis, respectivamente, enquanto que
o controle foi de 85,7%. Assim, como mencionado acima, foi observado diferencga
estatistica entre as células bacterianas expostas aos complexos quando

comparadas ao controle (Figura 12B) (p<0,05).

5.5 Avaliacdo do efeito de concentracdo inibitéria e subinibitérias dos
complexos (D2) e (D4) na expressao de fatores de viruléncia de linhagens
de S. aureus

5.5.1 Atividade Anti-catalase

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstram o efeito da
exposi¢do a concentracao inibitéria e subinibitérias dos complexos (D2) e (D4)
sobre a atividade da enzima catalase por linhagens de S. aureus, sendo os
valores expressos em escores de intensidade de reacdo. Pode-se constatar uma
reducdo na atividade da catalase pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904 ™,
de S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052,
principalmente no valor de CIM (50 pg/ml). Vale ressaltar que S. aureus 05-0052
foi a mais sensivel para esse ensaio tendo alteracdo da producdo de catalase

em todas as concentracfes testadas (Tabela 6).

Tabela 6 - Atividade anti-catalase das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™ S,
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052 apds exposicéo de
concentracao inibitéria e subinibitérias com os complexos (D2) e (D4).

Intensidade da atividade Catalase

D2 pug/ml D4 pg/ml
CC 50 25 12,5 50 25 12,5
S. aureus ATCC® 25904™  (+++) (+) (++)  (+++) ()  (++) (++)
S. aureus ATCC® 33591™  (+++) (+) (++) (+++) () ()  (+++)
S. aureus 05-0052 (++4) () (+) (+) (+) (+) (+)
CIM 1/2CIM 1/4CIM CIM 1/2CIM 1/4 CIM

Intensidade de reacdo: (+) fraca; (++) moderada; (+++) intensa; CC (Controle de crescimento)

Fonte: Autor, 2022.
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5.5.2 Atividade Anti-coagulase

A Tabela 7 expressa o efeito da exposi¢cdo a concentracao inibitéria e
subinibitérias dos complexos (D2) e (D4) sobre a atividade da enzima coagulase
para as linhagens de S. aureus. Os resultados demonstraram que a expressao
da atividade da enzima coagulase pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™,
de S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052 néo foram
alteradas pela exposicdo de concentracdo inibitéria e subinibitérias dos
complexos (D2) e (D4).

Tabela 7 - Atividade anti-coagulase das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™ | S,
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052 apos exposicao de
concentracao inibitdria e subinibitdrias dos complexos (D2) e (D4).

Atividade Coagulase

D2 ug/ml D4 pug/ml
CC 50 25 125 50 25 12,5
S. aureus ATCC® 25904™  (+)  (+) +  ® (+) (+) (+)
S. aureus ATCC® 33591™  (+)  (+) (COING) (+) (+) (+)
S. aureus 05-0052 + &) (G I G| (+) (+) (+)

CIM 1/2CIM 1/4CIM CIM 1/2CIM 1/4 CIM

Reacado da Coagulase: (+) positiva; (-) negativa

Fonte: Autor, 2022.

5.5.3 Atividade Anti-hemolitica

A Figura 13 evidencia o efeito da exposicdo a concentracao inibitoria e
subinibitérias dos complexos (D2) e (D4) sobre a atividade de hemolisinas pelas

linhagens de S. aureus.
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Figura 13 - Atividade anti-hemolitica das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S.
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052 apds a exposi¢céo de
concentracao inibitdria e subinibitérias dos complexos (D2) e (D4). (A, B e C) representa
o efeito de concentrac&o inibitoria e subinibitérias do complexo (D2) sobre a expressao
de hemolisinas pelas linhagens de S. aureus e (D, E e F) representa o efeito de
concentracao inibitoria e subinibitorias do complexo (D4). Os valores sdo expressos por
densidade oOptica a 540 nm. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os experimentos
foram realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.
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O tratamento com os complexos em suas diferentes concentragdes foi
capaz de reduzir significativamente a atividade hemolitica de todas as linhagens
de S. aureus. Entretanto, no valor de 1/4 CIM ndo houve uma reducédo
significativa para as linhagens de S. aureus ATCC® 25904™ e S. aureus ATCC®

33591 ™ quando expostas aos complexos (D2) e (D4) (Figura 13).

5.5.4 Atividade Anti-lipolitica

Os resultados exibidos na Tabela 8 demonstram o efeito da exposicéo a
concentracdo inibitoria e subinibitérias dos complexos (D2) e (D4) sobre a
atividade de enzimas lipoliticas pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™,
de S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052, com
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valores expressos em milimetros. A analise nao foi capaz de determinar qualquer

inibicdo da atividade lipolitica (formacéo de halos de lipdlise).

Tabela 8 - Atividade anti-lipolitica das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™ S.
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052 ap0s exposicao de
concentracao inibitoria e subinibitérias dos complexos (D2) e (D4).

Diametro do halo de Lip6lise (mm)

D2 pg/ml D4 pg/ml
CC 50 25 12,5 50 25 12,5
S. aureus ATCC® 25904™ 13 1,2 12 1.2 1,2 1,2 1,2
S. aureus ATCC® 33591™ 1.3 1.3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
S. aureus 05-0052 09 0,8 08 0,8 0,8 0,8 0,8

CIM 1/2CIM 1/4CIM CIM 1/2CIM 1/4 CIM

Fonte: Autor, 2022.

5.5.5 Atividade Anti-DNAse

A Tabela 9 apresenta o efeito da exposi¢do de concentracdo inibitoria e
subinibitorias dos complexos (D2) e (D4) sobre a atividade da enzima DNAse
pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, de S. aureus ATCC® 33591™ e
o isolado clinico de S. aureus 05-0052. Os resultados demonstraram que
nenhuma das concentracdes testadas foram capazes de inibir a acdo da enzima
DNAse.

Tabela 9 - Atividade anti-DNAse de linhagens de S. aureus ATCC® 25904 ™, S. aureus
ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052 apoOs exposicbes de
concentracao inibitoria e subinibitérias dos complexos (D2) e (D4).

Atividade DNAse

D2 pg/ml D4 pg/ml
CC 50 25 12,5 50 25 12,5
S. aureus ATCC® 25904™  (+) (+) +) (+) (+) (+) (+)
S. aureus ATCC® 33591™ (+)  (+) +) (+) (+) (+) (+)
S. aureus 05-0052 + ) (+) (+) (+) (+) (+)

CIM 1/2cmMm 1/4CcM CIM  1/2CIM 1/4CIM

(+) Indica presenca de atividade DNAse (-) Indica auséncia de atividade

Fonte: Autor, 2022.
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5.6 Avaliacdo da atividade antibiofilme formados por linhagens de S. aureus

As andlises realizadas buscaram avaliar a acdo dos complexos (D2), (D4)
e amoxicilina em impedir que 0s microrganismos se multipliguem em um biofilme
de populacdo e também que os impeca de serem aderidos a determinadas
superficies.

O complexo (D2) apresentou uma porcentagem de reducdo na fase de
proliferacdo do biofilme em 60% para S. aureus ATCC® 25904™ e 99% para
amoxicilina, 58% para S. aureus ATCC® 33591™ e 54% para amoxicilina, 37%
para o isolado clinico de S. aureus 05-0052 e 82% para amoxicilina, ao passo
gue o complexo (D4) apresentou uma reducédo de 65% para ATCC® 25904™,
68% para ATCC® 33591™ e 32% para o isolado clinico 05-0052 (Figura 14A).

O efeito dos complexos (D2) e (D4) na fase de adesao dos biofilmes
também foram observados. O complexo (D2) apresentou uma reducao de 62%
para a linhagem de S. aureus ATCC® 25904™ e 33% para amoxicilina, 56% para
S. aureus ATCC® 33591™ e 65% para amoxicilina, 65% para o isolado clinico
de S. aureus 05-0052 e 60% para amoxicilina. O complexo (D4) seguiu
apresentando reducdo de 50% para S. aureus ATCC® 25904™, 47% para S.
aureus ATCC® 33591™ e 68% para o isolado clinico de S. aureus 05-0052
(Figura 14B).
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Figura 14 - Efeito dos complexos (D2), (D4) e amoxicilina (Amoxi) sobre as etapas de
proliferacdo e adesédo de biofilmes formados pelas linhagens de S. aureus ATCC®
25904™ S, aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052. Biofilmes
expostos aos complexos (D2), (D4) e amoxicilina foram avaliados de acordo com a
porcentagem de inibicdo. (A) Porcentagem de reducdo na fase de proliferacdo do
biofilme e (B) porcentagem de reducdo na fase de ades&o do biofilme. 2°Indicam
diferenca estatistica quando comparado aos respectivos controles. (ANOVA seguido de
Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados
representam a média + DP.
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5.6.1 Avaliacdo dos complexos (D2) e (D4) sobre a fase de adesdo dos
biofilmes de S. aureus por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A ultraestrutura e morfologia dos biofilmes formados por linhagens de S.
aureus pbde ser analisada por MEV. As imagens partiram de um aumento de
5.000x e 20.000x, onde foi possivel analisar a densidade celular e caracteristicas
notaveis na ultraestrutura da célula bacteriana.

Os biofilmes de populacédo formados pelas linhagens de S. aureus ATCC®
25904™ S, aureus ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052
sem quaisquer exposi¢des, apresentam elevada densidade celular, com campos
totalmente preenchidos e conglomerados de células sobrepostas umas as
outras. Quando os biofilmes sdo cultivados e expostos a amoxicilina e aos
complexos (D2) e (D4), observa-se uma diminuicdo da densidade celular dessas
populacdes. Além disso, pode-se observar que a exposicdo com o controle
positivo e os complexos (D2) e (D4) levam ao comprometimento da integridade
da célula bacteriana, causando danos em seu envoltério, liberacdo de contetdo
intracelular para o meio e morte celular. Esses achados corroboram com o0s

resultados encontrados no estudo em células plancténicas.
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Figura 15 - Imagens ilustrativas da atividade antibiofime dos complexos (D2) e (D4)
diante da linhagem S. aureus ATCC® 25904™ por meio de microscopia eletrénica de
varredura. Biofilmes de células bacterianas cultivadas em laminulas redondas. As
imagens obtidas permitiram a andlise da estrutura das bactérias em (A e B) grupo
controle, (C e D) exposto com amoxicilina - valor de CIM, (E e F) exposto com o
complexo (D2) e (G e H) exposto com o complexo (D4) - valor de CIM. Setas brancas
indicam alteracdes na morfologia da célula bacteriana. Ampliacdo de 5.000x e 20.000x.
Barras de escala de 2 um e 5 um.

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 16 - Imagens ilustrativas da atividade antibiofime dos complexos (D2) e (D4)
diante da linhagem S. aureus ATCC® 33591™ por meio de microscopia eletronica de
varredura. Biofilmes de células bacterianas cultivadas em laminulas redondas. As
imagens obtidas permitiram a andlise da estrutura das bactérias em (A e B) grupo
controle, (C e D) exposto com amoxicilina - valor de CIM, (E e F) exposto com o
complexo (D2) e (G e H) exposto com o complexo (D4) - valor de CIM. Ampliagédo de
5.000x e 20.000x. Setas brancas indicam alterac6es na morfologia da célula bacteriana.
Barras de escala de 2 um, 5 um e 10 pm.

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 17 - Imagens ilustrativas da atividade antibiofime dos complexos (D2) e (D4)
diante da linhagem S. aureus 05-0052 por meio de microscopia eletrdnica de varredura.
Biofilmes de células bacterianas cultivadas em laminulas redondas. As imagens obtidas
permitiram a andlise da estrutura das bactérias em (A e B) grupo controle, (C e D)
exposto com amoxicilina - valor de CIM, (E e F) exposto com o complexo (D2) e (G e H)
exposto com o complexo (D4) - valor de CIM. Setas brancas indicam alteragdes na
morfologia da célula bacteriana. Ampliacdo de 5.000x e 20.000x. Barras de escala de 2
pme S pm.

Fonte: Autor, 2022.
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5.6.2 Avaliacdo dos complexos (D2) e (D4) sobre a composi¢cdo da matriz

polimérica extracelular

O teor de proteinas e carboidratos foi mensurado através da andlise de
matriz polimérica extracelular, sendo possivel demonstrar a composicao
bioguimica em biofilmes formados por diferentes linhagens de S. aureus. De
acordo com a tabela 10, foi possivel constatar que os complexos (D2) e (D4) nédo
foram capazes de interferir diretamente na sintese de carboidratos e proteinas
dentro dessas matrizes complexas e autoproduzidas, embora, possam estar

atuando em outras vias que ainda necessitam de analises mais robustas.

Tabela 10 - Composicao bioquimica de biofilmes expostos aos complexos (D2) e (D4)
e amoxicilina. 2Indica diferenca estatistica quando comparado aos respectivos controles.
Legenda: Carboidratos (CHO) e proteinas. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os

experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.

Controle D2 D4 Amoxicilina
Microrganismos CHO CHO CHO CHO
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
ATCC® S. aureus 25904™ 26,34+1,50 25,19+1,83 26,88+3,29 31,21+4,662
ATCC® S. aureus 33591™ 26,63+3,12 27,90+4,96 25,16+2,62 32,064,162
S. aureus 05-0052 25,72+4,44 26,74+2,74 25,41+3,37 46,076,542
Controle D2 D4 Amoxicilina
Microrganismos Proteinas Proteinas Proteinas Proteinas
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
ATCC® S. aureus 25904™  1,38+0,07 1,35+0,08 1,36+0,005 1,51+0,01
ATCC® S. aureus 33591™ 1, 40+0,07 1,35+0,05 1,29+0,08 1,43+0,04
S. aureus 05-0052 1,39+0,10 0,71+0,622 0,63+0,652 1,24+0,24

Fonte: Autor, 2022.
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6. DISCUSSAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos por parte de humanos, animais
€ mesmo na agricultura, elevou as taxas de resisténcia bacteriana ao longo dos
anos e trouxe consigo, um grave problema de saude publica de ambito global
(VESTERGAARD et al., 2019). Nao obstante, infec¢cdes de grandes dimensdes
e a resisténcia alcancada por S. aureus (MRSA) ainda € uma realidade notavel
gue necessita fortemente da atencdo de 6rgdos publicos e federais. Portanto,
torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos
para combater efetivamente tais infeccdes e a resisténcia a eles enunciada.

Como alternativa, a quimica de coordenacao, tem visado a juncéao e/ou
complexacao de ions metélicos a moléculas ativas, como forma de potencializar
sua acao antimicrobiana (SANTI et al., 2016). Logo, complexos metalicos podem
ser utilizados na busca de novos ativos antimicrobianos. Diante disso, o estudo
com complexos derivados do nucleo base [Fe-cyclam] contra linhagens sensivel
e resistentes de S. aureus se faz necesséario com possibilidade de um potencial
antibacteriano.

Inicialmente foram correlacionadas a¢des dos complexos (D1) a (D4), a
um possivel tratamento contra infec¢cdes bacterianas, por meio de andlises
preditivas in silico das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas (alvos
bioldgicos). Os principios da farmacocinética consiste em avaliar o perfil ADMET
(absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) de um farmaco,
composto ou entidade quimica apds sua administracdo no organismo, enquanto
gue a farmacodinamica (alvos biologicos) explora a relagéo entre a concentracéo
de um composto em seu local de acao e, por isso, avalia 0s mecanismos a hiveis
moleculares, os quais regulam o reconhecimento do medicamento pelo receptor,
transportadores e até enzimas (FAN J; DE LANNOY, 2014; BIAN et al., 2022).

Os resultados encontrados para as analises farmacocinéticas indicaram
que os complexos (D1) a (D4) e amoxicilina possuem probabilidades
consideraveis de absorgdo intestinal em seres humanos. Essa absor¢do é
melhor compreendida pela via transcelular passiva, ou seja, principal mecanismo
de absorcdo de um farmaco pelo trato gastrointestinal quando administrado por
via oral (HOMAYUN et al.,, 2019). A permeabilidade cutanea também foi
observada para os complexos (D1) a (D4). Esse resultado é promissor para a
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administracao topica de um medicamento transdérmico, que para um lado torna-
se mais vantajosa, ao passo que, reduz os riscos de efeitos colaterais de forma
local e até mesmo sistémica (MACIEL et al., 2021). Logo, para o antimicrobiano
amoxicilina, a permeabilidade cutanea nao foi encontrada.

Quanto a distribuicdo dos complexos (D1) a (D4) no organismo, 0s
resultados revelaram que os mesmos possuem incapacidade de permear a
barreira hemato encefalica (BHE), portanto, sem contato direto com o sistema
nervoso central (SNC). Importante ressaltar que a BHE é uma importante
barreira fisica que limita a entrada de diversos componentes que podem ser
danosos ao cérebro, como substancias toxicas e patdgenos (ZHAO et al., 2015).
Para amoxicilina, uma probabilidade de ser ativo foi encontrado.

Diversas substancias sao metabolizadas pelo figado por meio de enzimas
do citocromo P450 (GILANI; CASSAGNOL, 2021). Os resultados encontrados
para essas analises preditivas in silico demonstraram que os complexos (D1) a
(D4) e amoxicilina ndo séo substratos para a enzima CYP 2D6 (relacionada ao
metabolismo de xenobibticos) e ndo apresentam inibicdo das enzimas CYP 1A2,
CYP 2C19, CYP 2C9, CYP 2D6 e CYP 3A4. Logo, a inibicdo ou inducéo de
algumas dessas enzimas poderia levar a interacées medicamentosas. Portanto,
devido a sua néo interacdo com as enzimas CYP, tais complexos possivelmente
nao possuem efeitos adversos em humanos.

Os rins possuem um papel fundamental no processo de eliminacéo de
diversas substancias do organismo. Neles sdo encontrados os transportadores
renais de cations organicos (TCO) e proteinas de extrusdo de multiplas drogas
e toxinas (MOTOHASHI; INUI, 2013). Os resultados encontrados, sugerem que
os complexos (D1) a (D4) e amoxicilina n&o apresentam excre¢ao renal,
tornando estes resultados promissores, principalmente no que diz respeito a
pacientes que possuem lesdes ou doencas renais.

O parametro toxicidade também foi analisado para os complexos (D1) a
(D4) e amoxicilina. As previsbes encontradas sugerem gque 0s complexos néo
apresentam toxicidade pelo teste AMES, que, por sua vez, avalia o potencial
mutagénico de certas substancias (VIJAY et al., 2018). Além disso, também foi
constatado que os complexos sdo compostos sem toxicidade hepatica e
cutanea. Tais previsdes s&o promissoras, pois, para a descoberta e

desenvolvimento de novos ativos e/ou medicamentos, a seguranga é sempre
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uma das questbes mais importantes (HE et al., 2019). Amoxicilina apresentou
probabilidades de hepatotoxicidade para essa analise.

Quanto aos aspectos farmacodinamicos para os complexos (D1) a (D4),
as analises preditivas in silico buscaram avaliar os principais alvos moleculares
envolvidos com as possiveis atividades dos complexos, principalmente no que
diz respeito ao seu potencial antibacteriano alvo. Dentre os alvos moleculares
com maior capacidade de ser ativo, pode-se constatar que a enzima
glicosiltransferase de peptideoglicano (responsavel pela sintese do
peptideoglicano) (GARDE et al., 2021), foi o melhor alvo encontrado para todos
os complexos. Portanto, este resultado revela que a inibicdo enzimatica
corrobora com a acéo em parede celular desses complexos por possuirem maior
capacidade de serem ativos, além de poderem também levar a um
comprometimento da membrana celular bacteriana.

Neste sentido, também foi observado que os complexos (D1) a (D4) foram
capazes de reduzir o crescimento bacteriano, devido a inibicdo da replicacéo de
DNA, evidenciado pelo antagonismo com o &cido paraaminobenzdico. Este, é
uma importante molécula para a producdo de DNA bacteriano (LADE; KIM,
2021). Além disso, a enzima DNA ligase também foi uma candidata a alvo
molecular para os complexos. Importante ressaltar que a enzima DNA ligase tem
como principal fungcdo a unido/juncdo das cadeias de DNA, ao passo que
catalisam a formacao de uma ligacédo fosfodiéster, o que implica na sintese do
DNA bacteriano, impedindo sua replicacao (VIJAYALAKSHMI; DAISY, 2015).
N&o foram encontrados alvos biolégicos para o antimicrobiano amoxicilina.

Para que novas terapias medicamentosas sejam desenvolvidas e
incorporadas, essas devem apresentar efetividade com baixa ou nenhuma
citotoxicidade para células humanas (GUO et al., 2020). Logo, foram realizados
testes de citotoxicidade em macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e
J774A.1. Considerando a taxa de sobrevivéncia de 70% ou superior (1ISO10993-
5:2009), foi possivel constatar que, para 0s macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c os complexos (D1) a (D4) ndo apresentaram potenciais
citotoxicos, reiterando sua utilizagcdo nas demais investigacdes. Os resultados
obtidos para as células J774A.1 demonstraram que somente o complexo (D3),
na maior concentracdo (300 pg/mL) apresentou uma reducdo da atividade
metabdlica celular, indicativo de uma potencial citotoxicidade em relacdo as
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demais concentracfes e aos demais complexos, caracterizando dessa maneira,
uma triagem dos complexos para analises e experimentos futuros. Em geral,
esses resultados indicaram que os complexos (D1) a (D4) apresentaram baixa
citotoxicidade para macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e células
J774A.1, tornando esses complexos alvos para novas investigacdes e, mesmo
o desenvolvimento de prototipos de novos medicamentos.

Subsequentemente a atividade antibacteriana foi realizada por meio da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que corresponde a
menor concentracdo efetiva do composto, capaz de inibir o crescimento do
microrganismo apos o periodo de incubacéo, ao passo que a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) corresponde a menor concentragdo do composto
capaz de impedir o crescimento bacteriano em subculturas isentas de
substancias antimicrobianas, predizendo assim, possiveis a¢cdes dos compostos
(BELANGER; HANCOCK, 2021).

A atividade antibacteriana dos complexos (D1) a (D4) apresentaram
valores de CIM diante das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus
ATCC® 33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052, que variam de 50 a
100 pg/mL. Esses resultados podem estar associados aos ligantes carboxilatos
presentes (cloro, oxalato, acetato e salicilato), além do sistema Fe-cyclam,
indicando algum efeito sobre essas bactérias Gram-positivas alvo. Segundo
Liang e colaboradores (2021), ions metdlicos potencializam a acao de
antimicrobianos em comparacdo com o ligante livre, essa compreensao tem
despertado grande interesse na atualidade.

Na busca por novos candidatos a medicamentos, diversos estudos tém
relatado grandes avancos na utilizagdo de ions metalicos, principalmente como
agentes antimicrobianos. Todavia, metais de transicdo como prata (Ag), ouro
(Au), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e niquel (Ni) tem passado por
inUmeras andlises e testes, com resultados prospectivos e promissores no
combate a infecgbes e a crescente resisténcia antimicrobiana (WANG et al.,
2021; EVANS; KAVANAGH, 2021). Logo, a utilizacdo da molécula Cyclam
complexada com o metal de transicdo ferro (Fe) condiz com a literatura
encontrada e pelo mecanismo facilitado de internalizacéo do metal por bactérias.

Com o intuito de investigar o potencial dos complexos contra células

bacterianas, uma possivel triagem para a escolha dos complexos mais ativos foi
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realizada. E, de acordo com os resultados obtidos pelo teste da CIM e perfil de
citotoxicidade, os complexos mais ativos (D2) e (D4) foram escolhidos para
avaliar a densidade celular, analises em envoltério e biofilmes de populagéo.

A estrutura quimica dos complexos (D2) e (D4) é composta pela molécula
Cyclam ligada ao ion ferro formando assim um centro metalico capaz de se ligar
as moléculas oxalato (coordenacdo bidentada) e salicilato (coordenacéo
monodentada), respectivamente. Esta estrutura forma moléculas carregadas
positivamente (cations) que sédo balanceadas pelo contra ion hexafluorofosfato
(PFe) e se encontram no formato de sais. A andlise da estrutura destes
compostos nos permite sugerir suas possiveis interacbes com a célula
bacteriana. As membranas bacterianas sdo carregadas negativamente, logo,
substancias catidnicas podem interagir com esta estrutura através de interactes
eletrostaticas (KOTYNIA et al.,, 2021). Os ions metalicos também perdem
facilmente elétrons e formam ions com carga positiva que sdo mais soluveis em
fluidos biolégicos e que podem interagir facilmente com biomoléculas ricas em
elétrons como DNA e proteinas (CLAUDEL et al.,, 2020). Sendo assim, a
presenca de ferro (Fe) nos complexos (D2) e (D4) pode ser determinantes para
a atividade bioldgica, uma vez que, poderia conduzir ao aumento da solubilidade
dos complexos e favorecer suas interacées com o DNA ou proteinas.

A complexacdo a base de metal ainda pode fornecer modos de agéo
Unicos, como a troca ou liberacao dos ligantes do centro metalico, formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e deplecdo de substratos essenciais,
sendo assim, capazes de reduzir as atividades enzimaticas e perturbar o
funcionamento da membrana plasmatica (CLAUDEL et al., 2020). Além disso, 0
oxalato presente no complexo (D2) apresenta duas carbonilas livres, enquanto
que o salicilato presente em (D4) apresenta apenas uma. A presenca destas
carbonilas pode justificar as atividades biol6gicas dos complexos, uma vez que,
elas podem ligar-se as proteinas bacterianas por meio de ligacdes de hidrogénio
com grupos nitrogénio hidrogénio e conduzir a uma inibicdo enziméatica
(BISSANTZ et al., 2010).

Na avaliacdo da acdo dos complexos (D2) e (D4) sobre a densidade
celular das trés linhagens de S. aureus, foi utilizado o corante fluorescente DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) que se liga seletivamente ao DNA das células, sendo
excitado com luz ultravioleta e que pode ser detectado por um filtro na cor azul
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ciano (JOUX e LEBARON, 2000). Os resultados demonstraram uma reducéo
significativa da densidade celular para as linhagens de S. aureus expostas a
estes complexos quando comparados aos respectivos controles, corroborando
dessa maneira, com 0s ensaios encontrados para a concentracdo inibitoria
minima (CIM).

Para elucidar os efeitos dos complexos (D2) e (D4) em envoltério celular,
foram realizados ensaios de captacéo do cristal violeta, que consiste em detectar
alteragbes na permeabilidade da membrana bacteriana, ao passo que sua
captacdo pelas células se torna facilmente aumentada quando o envoltério
celular encontra-se danificado. Logo, essa captacdo é menor quando o
envoltorio celular esta intacto (PINTO et al., 2017). Os resultados demonstraram
gue h& uma maior captacao de cristal violeta pelas células bacterianas expostas
com os complexos (D2) e (D4) para a linhagem de S. aureus ATCC® 33591™,
seguida do isolado clinico de S. aureus 05-0052 e S. aureus ATCC® 25904™
guando comparados ao controle (p<0,05).

Em seguida, foram avaliados os ensaios de extravasamento de
membrana e teor de proteinas totais presentes na membrana extracelular. O
efeito dos complexos (D2) e (D4) sobre a permeabilidade celular bacteriana é
melhor compreendido quando ha uma maior liberagdo de conteudo intracelular
para 0 meio, ou seja, aumento de nucleotideos e teor de proteinas, indicando
significativa ruptura da membrana bacteriana (HAO et al., 2009). A andlise
indicou que os complexos (D2) e (D4), sobre todas as linhagens de S. aureus,
foram capazes de agir na membrana celular bacteriana, de modo a liberar tanto
nucleotideos, que sdo moléculas de baixo peso molecular e que absorvem no
comprimento de onda 260 nm, quanto proteinas (macromoléculas) para o meio.
Cabe ressaltar ainda, que a liberacdo do conteudo intracelular quando exposto
aos complexos (D2) e (D4) torna-se gradativa ao longo do tempo, ou seja, sua
forma de atuacdo é um pouco mais longa, porém mais efetiva a partir de 3 e 4
horas. Esses resultados corroboram com a dosagem de proteinas no meio
extracelular para as trés linhagens de S. aureus. Neste ensaio foi observado uma
maior liberacdo de proteinas totais com o complexo (D2) sobre as células
bacterianas quando comparado ao complexo (D4) e ao controle.

Para concluir os ensaios em envoltorio celular, foi realizado o ensaio de

viabilidade e atividade metabdlica bacteriana apds a exposicdo com 0s
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complexos (D2) e (D4), utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular
Probes), que consiste em dois marcadores fluorescentes, o Syto 9 e o lodeto de
propideo (PI). De acordo com os resultados encontrados, S. aureus ATCC®
25904™ exposta aos complexos apresentaram porcentagens de células viaveis
de 82,9 e 80,9%. Com relacdo a S. aureus ATCC® 33591™ essa porcentagem
foi de 80,3 e 78,3%. J&a o isolado clinico de S. aureus 05-0052 mostrou uma
porcentagem de 63,7 e 60,6% com diferenca estatistica se comparados aos
respectivos controles.

Os antimicrobianos clinicamente disponiveis sdo reconhecidos néo
somente pela sua ampla atividade bactericida / bacteriostatica, propriedade
farmacocinética e alvos biologicos direcionados, mas também por sua
interferéncia na expressdo de outros fatores de viruléncia em diversos
patdégenos, principalmente quando sdo expostos a concentracdes abaixo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), mas que podem ser consideradas
terapéuticas (AOKI, 2008; BELANGER; HANCOCK, 2021).

O alto potencial infeccioso de S. aureus esta relacionado a genes que
codificam multiplos fatores de viruléncia, incluindo toxinas, proteases, adesinas
e até mesmo fatores imunomoduladores. Parte desses fatores sédo encontrados
no meio extracelular, enquanto que outros séo encontrados no envoltorio celular
da célula bacteriana (THAMMAVONGSA et al., 2015). Além disso, S. aureus
torna-se competente em sintetizar algumas enzimas como coagulase,
desoxirribunuclease e lipases, para assim, aumentar sua patogenicidade e
consequente disseminacdo no hospedeiro (TAM; TORRES, 2019).

Na deteccdo do efeito de concentracdo inibitoria e subinibitérias dos
complexos (D2) e (D4) na expressao de fatores de viruléncia de S. aureus, foi
constatado que os complexos sdo capazes de reduzir a atividade da enzima
catalase. Valores de CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM dos complexos (D2) e (D4) néo
foram capazes de bloquear por completo a acdo da enzima catalase, porém uma
reducdo na sua intensidade foi observada.

Dentre as enzimas extracelulares produzidas por S. aureus a coagulase
€ de perto uma das mais conhecidas. Logo, a atividade da enzima coagulase
nas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o

isolado clinico de S. aureus 05-0052 nao foram inibidas pela concentracdo
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inibitoria e subinibitérias testadas (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) com os complexos
(D2) e (D4), respectivamente.

As toxinas estafilocdcicas formadoras de poros também sdo conhecidas
como fatores de viruléncia bacteriana e encontradas em uma ampla gama de
doencas em seres humanos. S. aureus € um importante patdégeno que codifica
a, B, y e 8 hemolisinas, sendo a a-hemolisina a mais bem estudada e conhecida,
codificada pelo gene Hla (DIVYAKOLU et al., 2019). Em nossas andlises, a
concentracao inibitéria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos complexos
(D2) e (D4) determinaram uma reducgéo na atividade de hemolisinas para todas
as linhagens de S. aureus testadas. Logo, ndo foi observado reducéo
significativa no valor de 1/4 CIM para a linhagem de ATCC® 25904™ e S. aureus
ATCC® 33591™ quando expostas aos complexos (D2) e (D4).

A reducdo na atividade da enzima lipase de S. aureus mostra-se
extremamente importante dentro do processo infeccioso, uma vez que, quando
encontradas em tecidos mais profundos a tendéncia de producdo dessas
enzimas é mais pronunciada se comparado a tecidos superficiais, facilitando
dessa maneira, o sucesso de sua propagacio no hospedeiro (FLORES-DIAZ et
al., 2016; TAM; TORRES, 2019). Os dados demonstraram que, a exposi¢ao de
concentracao inibitoria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos complexos
(D2) e (D4) nao foram capazes de inibir a atividade da enzima lipase pelas
linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado
clinico de S. aureus 05-0052, evidenciado pelo diametro do halo de lipdlise.

A deteccéo da atividade nuclease estafilocAcica, conhecida como DNAse,
gue catalisa a hidrélise de ligacdes fosfodiéster na estrutura do DNA também foi
analisada. Os resultados demonstraram que em relacéo a detec¢ao do efeito de
concentracdo inibitéria e subinibitérias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) para o0s
complexos (D2) e (D4) na atividade da enzima DNAse, os mesmos nao foram
capazes inibir sua expressao nas concentracdes testadas com as linhagens
referéncia de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado
clinico de S. aureus 05-0052.

O estilo de vida mais bem sucedido entre as bactérias € sua capacidade
de formacao de biofilmes, em que agregados multicelulares de bactérias estéo
ligados uns aos outros ou, em superficies bidticas ou abiodticas por uma matriz

autoproduzida de substancias poliméricas extracelulares, secretadas pelas
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mesmas, construida principalmente de polissacarideos, proteinas e DNA
extracelular (FLEMMING et al., 2016; MUHAMMAD et al., 2020; WORLITZER et
al., 2022). Considerando o processo de formacao e dispersédo desses biofilmes,
essa etapa do projeto buscou avaliar o efeito da exposicdo com os complexos
(D2) e (D4) em perturbar biofilmes de populacéo pré-formados e dessa maneira,
diminuir sua adesao. Os resultados encontrados para as trés linhagens de S.
aureus expostas aos complexos sdo promissoras, considerando uma taxa de
inibicdo na fase de proliferacdo dos biofilmes de populagdo entre 30% e 60%,
seguida da taxa de inibicdo da fase de adesdo de 40% & 60%. Importante
ressaltar que para a linhagem de S. aureus ATCC® 33591™ os complexos (D2)
e (D4) foram mais efetivos para a reducdo na fase de proliferacdo que
amoxicilina. Para as linhagens S. aureus ATCC® 25904™ e o isolado clinico de
S. aureus 05-0052 a melhor reducéo foi na fase de adeséo.

As analises feitas por microscopia eletronica de transmissdo (MEV) de
diferentes campos, sugerem que houve uma reducao no quantitativo das células
e esses dados corroboram com os ensaios de reducao da proliferacdo e adeséo
de biofilmes de populacao feitas por espectrofotdmetria. A ultraestutura aparente
dos biofilmes quando exposta ao antimicrobiano amoxicilina e aos complexos
(D2) e (D4) foi nitidamente alterada, apresentando grandes canais e aberturas,
indicando ag&o do antimicrobiano e dos complexos sobre essas estruturas. As
linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado
clinico de S. aureus 05-0052 também apresentaram formas alongadas,
deformac®es irregulares no envoltério, achatamento, rugosidade e liberacdo de
conteuddo intracelular para o meio.

A matriz exopolissacaridea (EPS) compreende a maior parte da biomassa
de um biofilme, sendo este, um ambiente essencial na manutencao da populacéo
bacteriana. Possui uma composicdo heterogénea, sendo a agua o seu principal
componente, seguida pelo predominio de polissacarideos (formadores de géis),
proprias células, proteinas, &cidos nucleicos, glicoproteinas e fosfolipidios
(FLEMMING et al., 2016). Logo, a interferéncia em um ou mais componentes
dessa estrutura, pode ocasionar o enfraquecimento do biofilme. Além dos
beneficios estruturais e funcionais proporcionados aos biofilmes, a matriz tem
sido sugerida como um ambiente propicio para resisténcia antimicrobiana

(RUMBAUGH; SAUER, 2020). Os ensaios realizados permitiram investigar uma
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possivel acdo dos complexos (D2) e (D4) na composi¢cado da matriz polimérica
extracelular das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC®
33591™ e o isolado clinico de S. aureus 05-0052. Dessa maneira foi constatado
gue os complexos nao foram capazes de agir na sintese de proteinas e
carboidratos (CHO) presentes na matriz se comparada a amoxicilina, entretanto,
sua acao pode estar ligada em outras vias € em outros componentes.

Em particular, esta claro que os complexos (D2) e (D4) possuem acéo
sobre a densidade celular, de modo a reduzir a populacdo bacteriana, aumento
da permeabilidade celular, levando a danos em seu envoltério e atuagcéo sobre
biofilmes de populacéo, entretanto, novos estudos devem ser conduzidos para
uma melhor compreensdo desses complexos em biofilmes de populacéo

formados por linhagens de S. aureus.
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7. CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel inferir que os complexos provenientes do
sistema Fe-cyclam (D1) a (D4) apresentaram probabilidades de serem ativos em
um dos perfis avaliados (farmacocinética) e também em alvos biologicos
(enzimas microbianas, acdo em membrana e inibidor de replicacdo do DNA).
Este método de anélise é importante dentro da triagem de novas moléculas com
propriedades farmacoldgicas, levando em consideragéo a sua forma de atuacdo
no organismo e o direcionamento de seus alvos. Os complexos (D1) a (D4)
apresentaram baixa citotoxicidade para linhagens primarias de macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c e para J774A.1 reiterando a descoberta de
novas terapias medicamentosas com baixa ou nenhuma toxicidade.

Os complexos (D1) a (D4) apresentam atividade antibacteriana frente as
linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado
clinico de S. aureus 05-0052. A atividade antibacteriana dos complexos tem
efeito bacteriostatico no valor da CIM, sendo comum para as trés linhagens. Os
complexos mais ativos (D2) e (D4) demonstraram uma redugao na densidade
celular bacteriana e foram capazes de agir em seu envoltério, aumentando sua
permeabilidade, alterando dessa forma, a membrana celular das linhagens de S.
aureus. Reducdo da atividade anti-catalase também foi observada sobre
concentracdo inibitéria minima. Além disso, os complexos (D2) e (D4) foram
capazes de reduzir o biofilme de populagdo pré-formado e interferir na sua
adeséao.

Este € o primeiro relato de estudo citotbxico em macréfagos e
antibacteriano para linhagens sensivel e resistente a antimicrobianos e de
isolado clinico de S. aureus de complexos sintetizados a patir do sistema Fe-
cyclam, tornando essa pesquisa inédita e promissora. Logo, esse estudo podera
contribuir na descoberta de novos medicamentos reforcando o combate a
infecgdes e a enunciada resisténcia antibacteriana.

Perspectivas futuras voltadas para a formacéo de biofiimes mistos de
comunidade entre as linhagens estudadas, analise direcionada em matriz
polimérica extracelular e o desenvolvimento de uma nova formulacdo com os
complexos mais ativos (D2) e (D4) do sistema Fe-cyclam também seréo

conduzidos.
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