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RESUMO
Staphylococcus aureus € reconhecido como um dos principais causadores de infecgdes
bacterianas, tendo sido responsavel por mais de 1 milhdo de mortes em 2019. Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) emergiu como um dos patégenos mais comumente
associados ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, sendo considerado um patdégeno
prioritario para a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos segundo a Organizac¢ao
Mundial de Saude (OMS). Essa cepa apresenta uma taxa de mortalidade superior as cepas
sensiveis a meticilina (SASM) e prolonga a duracao do tratamento, gerando custos hospitalares
significativos. Nesse contexto, o reposicionamento de farmacos surge como uma estratégia
promissora para enfrentar o desafio crescente das infeccdes bacterianas resistentes aos
tratamentos disponiveis. A menadiona, conhecida por suas propriedades anticoagulantes, ¢ alvo
de pesquisa nesse campo. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial da menadiona
como agente antibacteriano frente a cepas de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina,
investigar sua interagdo com a oxacilina, bem como os mecanismos de a¢do envolvidos e sua
atividade em biofilmes. Foram realizados ensaios de concentragdo inibitoria minima (CIM)
pelo método de microdiluicdo em caldo e concentracdo bactericida minima (CBM). A interacao
entre a menadiona e a oxacilina foi avaliada pela técnica checkerboard. As andlises foram
complementadas com microscopia eletronica de varredura. Para investigar o mecanismo de
acdo, foram utilizadas citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e docking molecular.
A menadiona mostrou atividade antibacteriana em células planctonicas nas concentragdes de 2
a 32 pg/mL, com agdo bacteriostatica. Associada a oxacilina, demonstrou efeito aditivo de 45%
e sinérgico de 25% nas cepas testadas. A menadiona apresentou atividade antibiofilme a partir
de concentragdes subinibitorias e mostrou eficacia em combinagdo com a oxacilina frente
biofilmes com sensibilidade reduzida a oxacilina isolada. Seu mecanismo de acdo envolve a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando em estresse oxidativo e danos ao
DNA. Sua interagdo com as enzimas DNA girase e dehydrosqualene synthase complementa seu
efeito. A presenca de acido ascorbico reverteu seus efeitos. Esses resultados evidenciam a
atividade antibacteriana e antibiofilme da menadiona em cepas sensiveis e resistentes de S.
aureus, enfatizando a importancia das EROs como um fator determinante para sua agdo. Esses
resultados sugerem que a menadiona pode ser um candidato promissor como adjuvante no

tratamento de infec¢des por S. aureus.

Palavras-chave: Menadiona; Staphylococcus aureus; Resisténcia bacteriana;

Reposicionamento de farmacos; Biofilme.



ABSTRACT
Staphylococcus aureus is recognized as one of the main causative agents of bacterial infections,
having been responsible for over 1 million deaths in 2019. Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) has emerged as one of the pathogens most commonly associated with the
development of antimicrobial resistance, being considered a priority pathogen for research and
development of new drugs by the World Health Organization (WHO). This strain exhibits a
higher mortality rate compared to methicillin-sensitive strains (MSSA) and extends the duration
of treatment, resulting in significant hospital costs. In this context, drug repurposing emerges
as a promising strategy to address the growing challenge of bacterial infections resistant to
available treatments. Menadione, known for its anticoagulant properties, is a subject of research
in this field. This study aimed to assess the potential of menadione as an antibacterial agent
against both MSSA and MRSA strains, investigate its interaction with oxacillin, as well as the
mechanisms of action involved, including its biofilm activity. Minimum inhibitory
concentration (MIC) assays were conducted using the broth microdilution method, along with
minimum bactericidal concentration (MBC) tests. The interaction between menadione and
oxacillin was evaluated using the checkerboard technique. Analyses were complemented with
scanning electron microscopy. Flow cytometry, fluorescence microscopy, and molecular
docking were employed to investigate the mechanism of action. Menadione exhibited
antibacterial activity against planktonic cells at concentrations ranging from 2 to 32 pg/mL,
with a bacteriostatic effect. When combined with oxacillin, it demonstrated an additive effect
of 45% and a synergistic effect of 25% against the tested strains. Menadione also displayed
antibiofilm activity at subinhibitory concentrations and effectively combated biofilms with
reduced sensitivity to oxacillin alone. Its mechanism of action involves the generation of
reactive oxygen species (ROS), resulting in oxidative stress and DNA damage. Its interaction
with DNA gyrase and dehydrosqualene synthase enzymes complements its effect. The presence
of ascorbic acid reversed its effects. These results highlight the antibacterial and antibiofilm
activity of menadione in both sensitive and resistant strains of S. aureus, emphasizing the
significance of reactive oxygen species (ROS) as a determining factor for its action. These
findings suggest that menadione may be a promising candidate as an adjunct in the treatment

of S. aureus infections.

Keywords: Menadione; Staphylococcus aureus; Bacterial resistance; Drug repositioning;

Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos revolucionaram a histéria da medicina, permitindo tratamentos
eficazes para diversas infeccdes e aumentando a seguranga em procedimentos médicos.
(HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019; MARSTON et al., 2016). Entretanto, logo
apos sua introducdo na pratica clinica, surgiu o desenvolvimento da resisténcia bacteriana como
consequéncia do uso extensivo e indiscriminado de antibidticos, tornando-se um sério problema
de satude publica em todo o mundo (DURAND; RAOULT; DUBOURG, 2019; LEWIS, 2020).

O tratamento de infec¢des bacterianas torna-se cada vez mais complexo pela
capacidade das bactérias de adquirirem resisténcia a diversos agentes antimicrobianos (FORD;
HURFORD; CASSAT, 2021; LEE et al.,, 2018). Infecgdes ocasionadas por bactérias
multirresistentes (MDR) prolongam o tempo de hospitalizacdo do paciente. Esse fato coincide
com o0 aumento nas taxas de morbidade e mortalidade, levando a uma sobrecarga significativa
nos sistemas de saide bem como nos custos relacionados a assisténcia (HASSOUN; LINDEN;
FRIEDMAN, 2017; PUSHPAKOM et al., 2019).

Staphylococcus aureus, devido a sua viruléncia intrinseca e enorme capacidade de
adaptacdo e resisténcia, tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro de
infec¢des hospitalares e comunitarias (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; IDREES et al., 2021;
JENUL; HORSWILL, 2019). Sendo S. aureus resistente a meticilina (SARM) identificado
como um dos principais patdgenos associados ao desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana (HARKINS et al., 2017).

SARM ¢ considerado um patdégeno de prioridade alta para a pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos, visto que esse microrganismo ¢ dado como
a maior causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo de acordo com uma lista publicada
pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS). Essa lista busca incentivar os governos a
implementar politicas de incentivo a ciéncia bésica e a P&D avangada que invistam na
descoberta de novas terapias antimicrobianas (WHO, 2017).

O desenvolvimento de novas terapias para microrganismos MDR ndo acompanhou
a velocidade de aquisicdo de resisténcia por esses patdgenos (ZHENG; SUN; SIMEONOV,
2018). E preciso um elevado nimero de recursos para o desenvolvimento de um novo
antibiotico, incluindo custo econdmico e o tempo envolvido. Logo, ¢ de grande relevancia a
necessidade de mais estudos e a busca por novas estratégias que tenham como objetivo
contornar essa situagdo, trazendo alternativas eficazes e com baixo potencial toxico para o

paciente (DUVAL; GRARE; DEMORE, 2019; XUE et al., 2018; ZHENG; SUN; SIMEONOV,
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2018).

O reposicionamento de farmacos vem surgindo como uma abordagem alternativa
para identificar novos tratamentos para doencas que carecem de tratamentos eficazes
(PUSHPAKOM et al.,, 2019). Essa estratégia baseia-se em encontrar novas indicacdes
terapéuticas para medicamentos ja existentes, otimizando o tempo de desenvolvimento e
reduzindo os custos envolvidos (DO AV SA etal., 2019; HOLANDA et al., 2021). Trata-se de
uma estratégia de baixo risco, uma vez que os medicamentos reposicionados ja passaram por
todas as fases clinicas necessarias para a sua aprovacao regulatoria.

Consequentemente, medicamentos reposicionados t€ém maiores chances de serem
langados no mercado assim que uma nova indicagdo terapéutica for descoberta (XUE et al.,
2018). Uma possibilidade adicional € utilizar a estratégia de combinar drogas ndo-antibidticas
com antimicrobianos, a fim de aumentar a eficidcia do tratamento e diminuir o risco de
surgimento de resisténcia antimicrobiana (FARHA; BROWN, 2019).

Dentre vérios compostos de origem natural e quimicamente sintetizados, as
quinonas t€ém ganhado destaque na inibi¢do de patdgenos microbianos. Estudos indicam que
elas tém potencial atividade antimicrobiana contra diversos grupos de microrganismos distintos,
incluindo bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-positivas, leveduras e Mycobacterium
tuberculosis (GANJUN et al., 2014; MONE et al., 2021; SANCHEZ-CALVO et al., 2016). A
menadiona, também conhecida como vitamina K3, ¢ um composto naftoquinona que
possivelmente tem como alvo a membrana celular bacteriana e a formacao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (ANDRADE et al., 2017; CASTRO et al., 2008; CRIDDLE et al., 2006;
TINTINO et al., 2020).

Entretanto, o mecanismo de acdo da menadiona em cepas de S. aureus nao foi
completamente elucidado na literatura. Até o0 momento, ndo existem estudos in silico sobre sua
atividade contra alvos especificos de viruléncia desse patdgeno. Além disso, ha uma lacuna
sobre a agdo combinada da menadiona com oxacilina frente a células planctonicas e biofilmes
de S. aureus.

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade antibacteriana da
menadiona, tanto isoladamente quanto em combinagdo com oxacilina, contra células
planctonicas e biofilmes de S. aureus, incluindo cepas sensiveis e resistentes a meticilina. Além
disso, o estudo visou elucidar o possivel mecanismo de acdo com base na literatura existente

que apoia a promissora atividade antibacteriana da menadiona.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgdes bacterianas e a resisténcia aos antibidticos

Diversas espécies bacterianas habitam o corpo humano, algumas temporariamente
e outras de forma comensal, formando a microbiota. Essas bactérias também sdo encontradas
no ambiente, mas muitas delas possuem baixa viruléncia, representando risco a saude apenas
quando o sistema imunoldgico esta comprometido, sendo classificadas como oportunistas
(KHAN; BAIG; MEHBOORB, 2017; PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019). Os sistemas de
defesa do hospedeiro geralmente eliminam bactérias transitorias, a menos que o inoculo seja
muito alto, as defesas estejam prejudicadas, os tecidos traumatizados ou haja um corpo estranho
(PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019).

A ocorréncia de uma infec¢do pode ser atribuida ao efeito toxico dos produtos
bacterianos ou quando o microrganismo invade areas anatdmicas que normalmente s3o estéreis.
Apos estabelecer-se no hospedeiro, o patdgeno passa a consumir recursos para se multiplicar,
escapar das defesas do sistema imunologico e sobreviver (FORD; HURFORD; CASSAT, 2021).
Essas acdes podem levar a diferentes niveis de infec¢do, que variam de leves a graves,
dependendo da patogenicidade do microrganismo e da capacidade do sistema imunologico do
hospedeiro em combater a infeccao (LEE et al., 2018).

Pacientes internados em institui¢des de saude, especialmente em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI), apresentam maior risco de adquirir infec¢gdes devido a exposi¢do a
uma ampla variedade de microrganismos patogénicos em comparagdao com outras unidades de
internacdo hospitalar. Além de serem intrinsecamente mais vulnerdveis a infec¢do, esses
pacientes sao frequentemente expostos a outros fatores de risco, como procedimentos invasivos,
cirurgias complexas e uso de drogas imunossupressoras (EDWARDSON; CAIRNS, 2019;
YOSHIDA et al., 2019).

No inicio do século XX, as doengas infecciosas eram a principal causa de 6bito em
todo o mundo, resultando em uma baixa expectativa de vida para a populacdo. A redugdo na
mortalidade por doengas infecciosas e o aumento da expectativa de vida foram atribuidos a uma
série de fatores, como melhorias na nutricdo, habitacdo e saneamento basico (BAKER et al.,
2022; SHAW-TAYLOR, 2020). A introducao de agentes antimicrobianos em meados do século
XX acelerou ainda mais o declinio nas mortes por doencas infecciosas. Esse declinio coincidiu
com o inicio da era dos antibioticos, na qual a imunizagao também teve uma influéncia marcante

(BROWNE et al., 2020; EXCLER et al., 2021). A descoberta da penicilina por Alexander
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Fleming em 1928 foi um marco significativo na medicina, proporcionando um avango
importante no tratamento de infecgdes (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

No entanto, mesmo com os avangos significativos na reducao da mortalidade por
doengas infecciosas ao longo do século XX, a emergéncia da resisténcia a penicilina na década
de 1950 trouxe consigo novos desafios, colocando em risco os progressos alcangados até aquele
momento (CDC, 2019). Desde entdo, a resisténcia bacteriana tem se tornado cada vez mais
prevalente, dificultando o tratamento de infecgdes graves e acarretando consequéncias graves,
como aumento da morbidade e mortalidade, prolongamento da hospitalizacao e aumento dos
custos de tratamento (PULINGAM et al., 2022).

Até o presente momento, as doengas infecciosas mantém-se como uma das
principais causas de mortalidade global, com destaque para os paises em desenvolvimento,
apesar dos avangos obtidos (EXCLER et al., 2021). Segundo um estudo recente conduzido por
Ikuta et al. (2022), as infecgdes bacterianas se tornaram a segunda principal causa de morte
global em 2019, destacando-se cinco patégenos, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Entre eles, o S.
aureus foi associado ao maior numero de mortes em todo o mundo.

O aumento de infecgdes bacterianas resistentes, especialmente as estafilocdcicas
em ambiente hospitalar, representa um desafio no tratamento de doencas infecciosas e uma
ameaca significativa a saude publica (LAKHUNDI; ZHANG, 2018; MEHRSHAD;
HAGHKHAH; AGHAEI, 2017; PEREIRA-FRANCHI et al., 2017). Essas infecgdes resistentes
geram altos custos ao sistema de saude no Brasil e no mundo. Quando as op¢des de tratamento
com antibioticos de primeira e segunda linha sdo limitadas ou indisponiveis, os profissionais de
saude precisam utilizar antibidticos mais caros e de Ultima linha, aumentando ainda mais os
custos do tratamento (PULINGAM et al., 2022).

Apesar dos avangos na descoberta de novas drogas para combater microrganismos
MDR, o uso indevido e excessivo de antibidticos tem continuamente contribuido para o
aumento da resisténcia bacteriana, desafiando as possibilidades de tratamentos disponiveis ao
longo dos anos (Figura 1) (CDC, 2019; LEWIS, 2020). Esse problema ¢ agravado pela escassez
de desenvolvimento de novos farmacos capazes de combater microrganismos MDR, que ¢
causada pela reducao dos incentivos econdmicos e pelas exigéncias regulatdrias desafiadoras
(CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Estudos apontam que, caso o aumento da resisténcia continue de forma continua,
poderemos ter 10 milhdes de mortes anualmente devido a essas infec¢des resistentes até o ano

de 2050 (MURRAY et al., 2022), trazendo sérios prejuizos para a saude e a economia global.
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Figura 1 — Evolucao da resisténcia bacteriana a antibidticos ao longo das ultimas
décadas

Introducao do antibidtico Identificagao de resisténcia

eoRsig. 1941 1; 1942 Staphylococcus aureus resistente a penicilina

Vancomicina 1958 -+
Meticilina 1960 === === 1960 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

= 1967  Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina

== 1976  Neisseria gonorrhoeae produtora de penicilinase

Cefalosporinas de espectro estendido
Azitromicina

e
Imipenem 1985
Ciprofloxacino 1987 s

1980
=== 1983  Escherichia coli produtora de beta-lactamase de espectro estendido

s 1988  Enterococcus faecium resistente a vancomicina

—=== 1996 Klebsiella pneumoniae produtora de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

wmm 2002  Staphylococcus aureus resistente a vancomicina

icina 2003 s
Daplomiei = 2004  MRSA resistente a daptomicina

w2007  Neisseria gonorrhoeae resistente a ciprofloxacino

s 2011  Neisseria gonorrhoeae resistente a azitromicina

Ceftazidima + avibactam 2015 = 2015 Klebsiella pneumoniae produtora de KPC resistente a ceftazidima + avibactam

Fonte: Adaptado de CDC (2019).

A preocupagdo atual com a resisténcia antimicrobiana foi ampliada devido ao uso
excessivo de antibidticos durante a pandemia da COVID-19, onde muitos pacientes foram
tratados com esses medicamentos. A pandemia também resultou em um aumento no niimero de
pacientes internados em estado grave e por longos periodos, aumentando o risco de infec¢ao
hospitalar (MENEZES, 2021).

Com relacdo aos pacientes com COVID-19, foi relatado que até 72% dos pacientes
internados em hospitais receberam tratamento com antibioticos (XU et al., 2020). O medo da
COVID-19 e a falta de conhecimento sobre antibidoticos aumentaram o acesso a €sses
medicamentos em paises de baixa e média renda, com medidas deficientes de controle e acesso
limitado aos servicos de saude. Segundo relatos, 68,9% dos pacientes com COVID-19
receberam antibioticos (especialmente azitromicina e ceftriaxona), sendo que a taxa de
automedicagdo foi de 33,0% antes da admissdo hospitalar (GHOSH; BORNMAN; ZAFER,
2021; ZAVALA-FLORES; SALCEDO-MATIENZO, 2020).
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O uso excessivo de antibidticos cria um ambiente propicio para a disseminagao da
resisténcia, favorecendo o surgimento de bactérias resistentes e agravando um problema de
saude publica de grande impacto (KHAWAIJA et al., 2017; MENEZES, 2021). De modo geral,
o desenvolvimento de novas terapias ¢ fundamental para garantir que os pacientes recebam
tratamentos eficazes e seguros, enquanto também ajudard a mitigar os custos financeiros
associados ao tratamento de infecgdes resistentes a medicamentos (HASSOUN; LINDEN;

FRIEDMAN, 2017; IKUTA et al., 2022; XUE et al., 2018).

2.2 Staphylococcus aureus

Estafilococos sdo microrganismos frequentemente encontrados na microbiota
humana, porém em condi¢des apropriadas, podem se tornar patdgenos oportunistas € serem
responsaveis por uma grande variedade de processos infecciosos, que incluem desde infecgdes
cutaneas relativamente leves até doengas sistémicas potencialmente fatais (PROCOP et al.,
2018). S.aureus ¢ o membro mais virulento e conhecido do género, representando a principal
espécie de interesse médico (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; FORD; HURFORD; CASSAT,
2021).

S. aureus € uma bactéria esférica do grupo dos cocos Gram-positivos que pode ser
encontrada na pele e na mucosa de seres humanos e outros animais. A maioria tem
aproximadamente entre 0,5 pm e 1,5 um de didmetro, e cresce em um padrdo que se assemelha
aum cacho de uvas. Sdo imoveis, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos e catalase
positivos. Comumente, forma colonias com uma colora¢do amarelo-dourada devido a producao
de pigmentos carotenoides durante o seu crescimento. Esses pigmentos desempenham um papel
fundamental na sobrevivéncia e patogenicidade do patdégeno, o que justifica o nome da espécie
(PROCOP et al., 2018; YANG et al., 2020).

O contato com esse microrganismo € mais comum do que se imagina, estima-se que
o ser humano entra em contato com o S. aureus desde o dia do seu nascimento até o dia de sua
morte (LEE et al., 2019; LISOWSKA-LYSIAK et al., 2021). S. aureus vem surgindo como um
importante patdgeno hospitalar e comunitario e tem sido referido como o “patdgeno persistente”
(CHANG:; LEE; LEE, 2020). Geralmente, 20 a 30% dos individuos sdo portadores persistentes
de S. aureus e 30% sdo portadores temporarios ou intermitentes (ENANY; ALEXANDER,
2017).

S. aureus € capaz de colonizar o hospedeiro sem causar sintomas. No entanto,

quando o sistema imunoldgico do individuo estd comprometido, pode permitir que o
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microrganismo se torne patogénico e cause infec¢do. Além disso, € possivel que um individuo
manifeste uma infec¢do por S. aureus mesmo que nunca tenha sido portador desse comensal
anteriormente (ENANY; ALEXANDER, 2017). Além de infectar os tecidos do hospedeiro, S.
aureus ¢ capaz de contaminar superficies abidticas, tais como equipamentos e dispositivos
médicos, mantendo-se vidvel por semanas ou até meses através da formagao de biofilmes. Esses
biofilmes podem ser responsdveis por infeccdes bacterianas persistentes ou cronicas,
especialmente em individuos que possuem um sistema imunologico debilitado (KARLOWSKY;

STEENBERGEN; ZHANEL, 2019; MOORMEIER; BAYLES, 2017).

2.3 Fatores de viruléncia

S. aureus possui numerosas toxinas e fatores de viruléncia que explicam a sua
capacidade de evitar as defesas do hospedeiro, mostrando-se um patdgeno significativo,
principalmente, em individuos imunocomprometidos (FORD; HURFORD; CASSAT, 2021;
JENUL; HORSWILL, 2019). Os fatores de viruléncia desempenham um papel relevante em
sua patogenicidade, permitindo a adesdo celular, a captacdo de nutrientes e a evasdo da resposta
imunolégica do hospedeiro (GAJDACS, 2019).

Dentre os componentes da parede celular do S. aureus que contribuem para a
inducgdo da resposta imunologica no hospedeiro, destaca-se a proteina A. Essa proteina possui
a capacidade de se ligar a por¢do Fc da molécula de IgG, formando complexos imunes que
resultam no consumo de complemento. Essa interagdo contribui para a geracdo de efeitos
quimiotaticos, antifagocitarios, liberagdo de histamina, lesdo plaquetaria e reagdes de
hipersensibilidade (MUTHUKRISHNAN et al., 2019).

Outros componentes importantes da parede celular do S. aureus incluem a capsula
e as adesinas. A capsula € uma estrutura presente na maioria das cepas de S. aureus, envolvendo
a parede celular e desempenhando um papel crucial na protecao da bactéria contra a fagocitose
mediada pelo complemento. J4 as adesinas sdo proteinas que se ligam aos receptores quimicos
encontrados na superficie das células epiteliais do hospedeiro, promovendo a aderéncia da
bactéria a essas células, um passo importante para a colonizagdo e estabelecimento da infec¢ao
(MILLES et al., 2018; VISANSIRIKUL; KOLODZIEJ; DEMCHENKO, 2020).

Entre as citotoxinas, existem: a alfa-toxina que leva a formagdo de poros de 1 a 2
nm, além ocasionar desequilibrio osmotico, turgescéncia e consequente lise celular; a beta-
toxina, também chamada de esfingomielinase C, que catalisa a hidrolise dos fosfolipidios de

membrana, sendo a lise proporcional a concentragdo de esfingomielina exposta na superficie
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celular; a deltatoxina, que tem propriedades tensoativas, sendo responsavel pelos efeitos sobre
as membranas de eritrocitos, macrofagos, linfocitos, neutrdfilos e plaquetas; e a gamatoxina,
que apresenta atividade hemolitica e ¢ composta por duas cadeias polipeptidicas, 0 componente
S e o componente F (DIVYAKOLU et al., 2019).

Outro importante fator de viruléncia sdo as enterotoxinas estafilocdcicas, que sao
superantigenos capazes de induzir ativagdo de células T e intensa liberacdo de citocinas que
estimulam a liberacao de mediadores inflamatorios em mastocitos, elas também aumentam o
peristaltismo intestinal e a perda de fluidos, causando quadros de nausea e vomitos (CHEUNG;
BAE; OTTO, 2021).

Outra toxina produzida por algumas cepas de S. aureus é a toxina TSST-1,
responsavel por desencadear a sindrome do choque toxico em seres humanos. Trata-se de um
superantigeno que exerce forte ativagdo do sistema imunolégico, estimulando a liberacdo de
citocinas, determinando, em baixas concentragdes, o escape de células endoteliais e produzindo
efeito citotoxico para as células em altas concentragdes, podendo resultar em fasciite
necrotizante ou sindrome do choque toxico (SHAMS-ABADI et al., 2018).

A leucocidina Panton-Valentine (PVL) ¢ uma proteina com composicao semelhante
a gamatoxina, mas diferentemente desta, ¢ leucotoxica e ndo exibe atividade hemolitica. A PVL
¢ capaz de alterar a permeabilidade da membrana celular, permitindo a entrada de cétions, o
que resulta na degranulagdo celular e inducao da citolise (BOSWIHI; UDO, 2018) Essa toxina
¢ particularmente preocupante porque pode causar infecgdes graves, como pneumonia
necrosante e infec¢des de pele com répida progressao (HOPPE et al., 2019). Além disso, a PVL
¢ frequentemente associada a cepas de S. aureus resistentes a multiplos antibidticos, o que pode
dificultar o tratamento dessas infec¢des (AMIN; GULER; BADDAL, 2020; BOSWIHI; UDO,
2018).

Algumas enzimas que fazem parte do mecanismo de patogenicidade sdo as: lipases,
com ac¢do de hidrolisar lipideos; a coagulase, responsavel por converter o fibrinogénio em
fibrina, provocando a deposicdo de fibrina em torno do microrganismo e dificultado a
fagocitose celular; a catalase que converte o peroxido de hidrogénio, apresentando acdo toxica;
a hialuronidase que hidrolisa os acidos hialurdnicos presentes na matriz acelular do tecido
conjuntivo; a fibrinolisina, também chamada de estafiloquinase, que pode dissolver os codgulos
de fibrina e a nuclease que hidrolisa 0 DNA (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

Outra importante caracteristica do S. aureus ¢ sua notavel habilidade em formar
biofilmes, que desempenham um papel crucial na prote¢do do patdgeno, facilitando seu

desenvolvimento e disseminacdo no ambiente. Os biofilmes sdo estruturas complexas
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compostas por comunidades de microrganismos envoltos por uma matriz extracelular. Essas
estruturas podem ser encontradas tanto em superficies bidticas quanto abidticas (JAMAL et al.,
2018).

A producao de fatores extracelulares desempenha um papel fundamental na
formag¢ao de biofilmes, conferindo beneficios estruturais e funcionais. Esses biofilmes
apresentam propriedades como hidratagdo, captura de nutrientes, capacidade digestiva e
resisténcia a antimicrobianos, além de oferecer protecao ao sistema imunolégico do hospedeiro
e protecao mecanica. Biofilmes sdo altamente resistentes a antibidticos, exigindo concentragdes
muito mais elevadas para sua eliminagcdo em comparagdo com bactérias em estado plancténico.
Essa resisténcia ¢ devida a matriz extracelular do biofilme, que atua como uma barreira
protetora dificultando a a¢do dos antibidticos (ADUSEI et al., 2019; FLEMMING et al., 2016).

O desenvolvimento do biofilme de S. aureus prossegue através de um processo de
desenvolvimento de cinco estagios que inclui: (i) fixacdo, (ii) multiplicagdo, (iii) éxodo, (iv)

maturacdo e (v) dispersdo (Figura 2) (SAUER et al., 2022).

Figura 2 — Estagios de formagao do biofilme de Staphylococcus aureus em superficies biodticas

ou abiodticas
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Fonte: elaborado pela autora.

A primeira fase envolve a fixagdo das células a superficies abidticas ou bidticas por
meio de interacdes hidrofobicas e hidrofilicas (MAIKRANZ et al., 2020). Este estagio ¢
mediado por proteinas de superficie, conhecidas como componentes de superficie microbiana
que reconhecem moléculas de matriz adesiva (MSCRAMMs) (FOSTER, 2019).

O segundo estagio do desenvolvimento do biofilme inclui a multiplicagdo celular.

Depois de aderir a uma superficie e na presenca de uma fonte de nutrientes suficiente, as células
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aderentes de S. aureus comegardo a se dividir e se acumular. Essas células sao conhecidas por
produzir uma variedade de fatores que ajudam a estabilizar as interagdes célula a célula e
promover a formagdo do biofilme (MOORMEIER; BAYLES, 2017). O terceiro estagio ¢
chamado de éxodo, onde ocorre uma dispersdao inicial que coincide com a formacao de
microcoldnias que resulta na reestruturagao do biofilme. As microcolonias se formam a partir
de focos distintos de células que permanecem aderidas durante a fase de éxodo (SCHILCHER;
HORSWILL, 2020).

A maturagdo, estagio seguinte, ¢ o0 momento em que ocorre uma rapida divisao
celular que formam agregacdes robustas compostas por proteinas. Na fase de maturagdo ocorre
a producdo da matriz extracelular, que contém glicoproteinas, carboidratos, lipidios, acidos
nucléicos ¢ DNA extracelular. A matriz extracelular confere protecao contra o sistema imune
do hospedeiro e atua como barreira fisica a penetragao de farmacos, contribuindo assim para a
manuten¢do da integridade do biofilme (CIANDRINI et al., 2020).

Por ultimo a etapa de dispersdo, onde ocorrerd a disseminagdo do microrganismo.
Apos o acaimulo de biofilme, as células dentro do biofilme podem ser reativadas para um estado
planctonico através da dispersao. Essa dispersao ocorre em resposta a mudangas ambientais;
pode ser induzida por falta de nutrientes ou disponibilidade repentina de nutrientes. Esse
processo contribui para o desenvolvimento de doencas cronicas devido a disseminagdo do
microrganismo em outros locais (PARASTAN et al., 2020).

A composi¢ao dos determinantes da viruléncia de diferentes cepas de S. aureus pode
variar devido a aquisi¢do e perda de fatores de viruléncia, que sdo codificados pelos elementos
genéticos moveis (MGEs) através da transferéncia horizontal. Isso sugere a rapida emergéncia
de cepas multirresistentes e altamente virulentas. Os MGEs sdo cruciais para a evolugao e

adaptagdo rapida do SARM (MATUSZEWSKA et al., 2020).

2.4 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

A primeira cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) foi
relatada em 1961 no Reino Unido, apenas dois anos ap6s a introducao da meticilina como um
antibiodtico amplamente utilizado no tratamento de infecgdes por S. aureus (CDC, 2019;
GAJDACS, 2019). Desde entfio, cepas de SARM tornaram-se uma preocupag¢io mundial, que
acomete ndo s6 os ambientes hospitalares, mas também a comunidade (MLYNARCZYK-

BONIKOWSKA et al., 2022).
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Pacientes com infec¢des causadas por SARM tém um risco aumentado de
mortalidade em comparacdo com aqueles com infec¢des por SASM (CAVALCANTE et al.,
2017). Isso ocorre devido ao SARM ser resistente a varios tipos de antibioticos B-lactamicos
comumente usados, o que torna o tratamento dessas infec¢des mais dificil. Isso pode levar a um
atraso no inicio do tratamento ou a uma escolha inadequada de antibidticos, o que pode levar a
um agravamento da infec¢do e aumentar o risco de mortalidade (SHALABY et al., 2020).

A resisténcia bacteriana a meticilina ocorre devido a presenca de uma proteina de
ligagcdo a penicilina alterada, chamada de proteina de ligagdo a penicilina 2a (PBP2a), que
apresenta baixa afinidade por B-lactimicos (OKWU et al., 2019). Antibiodticos B-lactdmicos
normalmente se ligam a PBP (proteinas de ligagdo a penicilina) na parede celular, resultando
na interrupcdo da sintese da camada de peptidoglicano e na morte da bactéria. Como os
antibioticos B-lactamicos ndo podem se ligar a PBP2a, a sintese da camada de peptidoglicano e
a sintese da parede celular ndo sdo capazes de continuar (SHALABY et al., 2020).

Essa proteina resulta da aquisicdo de um gene cromossomico, denominado mecA,
que esta localizado em um cassete cromossomico estafilocdcico mec, conhecido como SCCmec
(PROCOQOP et al., 2018). O SCCmec, um elemento genético moével de 21 a 67 kb, foi adquirido
pelas cepas de SARM durante a sua evolucdo ¢ integrado ao seu genoma. Esse componente
possui determinantes para resisténcia a diversas classes de antibidticos. Através da tipagem
sequencial ¢ possivel analisar e correlacionar polimorfismos com a reducdo da sensibilidade
aos farmacos (LAKHUNDI; ZHANG, 2018; LEE et al., 2018).

SARM pode ser categorizado em dois grandes grupos: SARM associado a hospitais
(HA-SARM) e SARM associado a comunidade (CA-SARM). Estudos mostram que HA-
SARM e CA-SARM diferem entre si. Enquanto o HA-SARM apresenta uma elevada
resisténcia aos antibidticos, sua viruléncia ¢ menor e sua capacidade de colonizagao € reduzida.
Por outro lado, isolados de CA-SARM revelam menor resisténcia a antibioticos, porém
apresentam uma maior viruléncia e uma capacidade de colonizacdo mais elevada (ENANY;
ALEXANDER, 2017).

A diferenca do perfil de resisténcia das cepas HA-SARM e CA-SARM pode ser
explicada pela distribuicdo e pelo tamanho dos cassetes cromossomicos que possuem o
determinante de resisténcia a meticilina (SCCmec). Entre os principais tipos de SCCmec (I, 11,
III, IV e V), somente os tipos I, II e III sdo encontrados em cepas de HA-SARM, enquanto os
tipos IV e V sdo observados nas cepas CA-SARM (LIU et al., 2016; SANTOS et al., 2007). O
tipo IV ¢ menor, o que provavelmente facilita a perda dos genes de resisténcia a diversos

antibioticos. Outra importante caracteristica do CA-SARM ¢ a presenga dos genes luk-PV e
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lukS-PV, que codificam a leucocidina de Panton-Valentine (PVL), uma toxina que ¢ capaz de
induzir a destrui¢do de leucdcitos e causar grande dano tecidual ao hospedeiro (ASSIS;
NEDELJKOVIC; DESSEN, 2017; SANTOS et al., 2007).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que a distingao entre CA-SARM ¢ HA-SARM
tem se tornado menos clara nos ultimos anos. A morbidade das infec¢des por CA-SARM tem
apresentado um aumento significativo em todo o mundo, e investigacdes moleculares revelaram
que o CA-SARM também pode afetar pacientes em ambientes de assisténcia a saude
(ALGAMMAL et al., 2020; KATEETE et al., 2019).

As taxas de infec¢des causadas pelo SARM tém aumentado significativamente ao
longo dos anos, representando um grande desafio terapéutico (HASSOUN; LINDEN;
FRIEDMAN, 2017; LAKHUNDI; ZHANG, 2018; MEHRSHAD; HAGHKHAH; AGHAE]I,
2017). Areducdo de agentes antimicrobianos eficazes dificulta o tratamento de infec¢des graves,
como pneumonia, bacteremia, endocardite, sepse e infec¢des de pele. Isso € preocupante devido
a gravidade e diversidade das doengas causadas por esse patdégeno, bem como sua disseminagao

em ambientes hospitalares (LEE et al., 2018; PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019).

2.5 Aspectos epidemiologicos das infeccoes por SARM

Estudos recentes apontaram que em 2019, S. aureus foi responsavel por mais de 1
milhdo de mortes, tornando-se a principal causa de morte bacteriana em 135 paises (IKUTA et
al., 2022). Durante o mesmo periodo, a variante resistente a meticilina, SARM, causou mais de
100.000 mortes relacionadas a resisténcia antimicrobiana (MURRAY et al., 2022).

De acordo com o CDC (2019), as infeccdes por SARM foram responsaveis por
aumentar os custos hospitalares em US$ 1,7 bilhdo em 2017, nos EUA. Esses dados
preocupantes sao agravados pelo fato de que a resisténcia antimicrobiana ja € responsavel por
mais de 700.000 mortes anuais em todo o mundo. As previsdes indicam que, se medidas efetivas
de controle e preveng¢do ndo forem implementadas, esse nimero pode chegar a mais de 10
milhdes de mortes anuais até 2050, com um custo econdmico estimado em US$ 100 trilhdes
(FARHA; BROWN, 2019; O’NEILL, 2016).

SARM ¢ uma preocupagao crescente em todo o mundo. Na Europa, esse patogeno
¢ amplamente reconhecido como um dos mais importantes entre as bactérias multirresistentes
e estd frequentemente envolvido em infec¢des relacionadas a assisténcia a saude. Nos Estados

Unidos e na América Latina, SARM ¢ o principal agente bacteriano envolvido em infec¢des
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nosocomiais e estd cada vez mais envolvido na prevaléncia de infecgdes na comunidade
(DIEKEMA et al., 2019; LEE et al., 2018).

Foi constatado por meio de um estudo que o Brasil apresenta um dos piores indices
de prevaléncia de SARM no mundo, uma vez que mais de 50% dos S. aureus isolados foram

identificados como resistentes a oxacilina (LEE et al., 2018) (Figura 3).

Figura 3 — Prevaléncia de SARM no mundo

Resisténcia do
Staphylococcus aureus a
oxacilina (SARM) (%)

m <1

| 1-<5
5-<10
10-<25

W 25-<50

H >50
N&o disponivel

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2018).

No Brasil, estudos mostram a prevaléncia de cepas resistentes de S. aureus em
ambientes hospitalares. No Hospital de Clinica da Universidade Federal de Uberlandia, a
maioria das infecgdes por S. aureus ocorreu em unidades de UTI, com 47% das amostras
identificadas como SARM (PEREIRA; DE OLIVEIRA; SILVA, 2022). Em um hospital da
regido nordeste do Brasil, mais precisamente na unidade neonatal de terapia intensiva da Santa
Casa de Misericordia de Sobral, interior do Ceara, foi realizado um estudo acerca da prevaléncia
de microrganismos e o perfil de sensibilidade antimicrobiana em hemoculturas positivas de
pacientes com infec¢do de corrente sanguinea, na qual a resisténcia a oxacilina foi observada
em 80% dos isolados de S. aureus (SOUSA et al., 2019).

Os profissionais da satide t€ém um papel crucial na prevengao e controle de infecgoes
hospitalares, mas também podem ser responsaveis pela disseminacdo de patdégenos, incluindo

as cepas resistentes de S. aureus (WHO, 2019). E preocupante constatar que, em um estudo
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conduzido em um hospital localizado na regido leste de Minas Gerais, das 91 amostras coletadas
dos funcionarios a partir do fluido nasal, 20 delas foram positivas para S. aureus. Entre essas
amostras, 14 foram identificadas como SARM, o que significa que 70% das cepas de S. aureus
apresentaram resisténcia (LINARDI et al., 2017). Este fato ¢ alarmante, pois destaca a
necessidade de medidas de controle e prevencdo de infecgdes hospitalares, principalmente
considerando o potencial de transmissao desses patogenos pelos proprios profissionais de saide.

De fato, estudos indicam que o SARM ¢ responsavel por pelo menos 25 a 50% das
infec¢des por S. aureus em ambientes hospitalares (LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Essa alta
taxa de infeccdo por SARM demonstra a urgéncia de investimentos em pesquisas para
desenvolver novas terapias e buscar alternativas para o tratamento de infecgdes por SARM e

outros patdgenos resistentes a medicamentos.

2.6 Terapia convencional para infeccoes por SARM

Entre os farmacos utilizados no tratamento de infecg¢des por cepas de SARM tem-
se os glicopeptideos, sendo os mais aplicados na clinica a vancomicina e a teicoplanina. Ambos
possuem ag¢do bactericida, inibindo a sintese da parede celular bacteriana nos cocos Gram-
positivos (BLASKOVICH et al., 2018). A sintese de peptidoglicano € inibida através da ligacao
com a por¢cdo terminal D-alanil-D-alanina das unidades precursoras da parede celular,
resultando em uma parede celular desestabilizada. Além de alterar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica interferindo na sintese do RNA (BLASKOVICH et al., 2018). A
vancomicina ainda se demonstra eficaz cepas de SARM, sendo necessario atencdo ao
surgimento e disseminagao de cepas de Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (SARV)
(CONG; YANG; RAO, 2020).

Os farmacos oritavancina, dalbavancina e telavancina foram desenvolvidos com
estrutura semelhante a vancomicina, porém com a vantagem de possuirem um espectro mais
amplo contra microrganismos MDR, incluindo as cepas de SARV. Todos os trés sdo
glicopeptideos que possuem maior poténcia € um menor potencial para o desenvolvimento de
resisténcia nos microrganismos (GUSKEY; TSUJI, 2010; SWEENEY et al., 2017).

A classe de antibidticos conhecida como oxazolidinonas, cujo representante mais
conhecido ¢ a linezolida, atua interferindo na sintese proteica bacteriana, ligando-se
irreversivelmente ao sitio de ligagdo do complexo de iniciagdo 50S do ribossomo bacteriano,
impedindo a formagdo do complexo de iniciagdo 70S e a subsequente sintese de proteinas

bacterianas. Eles sdo indicados principalmente para o tratamento de infecgdes causadas por
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Gram-positivos, incluindo enterococos resistentes a vancomicina (VRE), SARM e SARV
(ROUARD et al., 2018).

Entretanto, o surgimento de resisténcia a esse farmaco ja foi relatado. Os
mecanismos de resisténcia parecem estar relacionados a mutagdes sobre o RNA ribossomico e,
como consequéncia, diminuicdo do reconhecimento do farmaco pelo alvo macromolecular
(AZHAR et al., 2017; CHEN; HUANG; SHIE, 2020).

A tedizolida, também pertencente a classe das oxazolidinonas, foi aprovada pela
FDA em 2014 para o tratamento de infecgdes bacterianas agudas da pele e de estruturas da pele
causadas por bactérias como o S. aureus, incluindo cepas de SARM. Comparada a linezolida,
a tedizolida apresenta uma dosagem diaria tinica, eficacia e um perfil de seguranca melhorado.
No entanto, seu alto custo limita seu uso para infeccdes bacterianas agudas da pele e de
estruturas da pele (HALL et al., 2018).

A quinupristina-dalfopristina ¢ uma combinacdo de dois antibidticos pertencentes a
classe dos estreptograminas com agao sinérgica contra bactérias Gram-positivas, como SARM
e S. pneumoniae. A quinupristina inibe a sintese proteica bacteriana, ligando-se a subunidade
50S do ribossomo bacteriano e inibindo a sintese de proteinas. Ja a dalfopristina atua ligando-
se a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, promovendo uma alteragdo conformacional na
estrutura do ribossomo e permitindo que a quinupristina se ligue mais efetivamente (SHARIATI
etal., 2020). A presenga do gene vatA em SARM pode limitar a eficacia do uso da quinupristina-
dalfopristina (MLYNARCZYK-BONIKOWSKA et al., 2022).

A clindamicina, pertencente a classe das lincosamidas, ¢ uma op¢do comum para o
tratamento inicial ou definitivo de infec¢des de pele e partes moles adquiridas na comunidade,
devido a sua alta biodisponibilidade oral e capacidade de penetragdo na pele e estruturas
cutineas. Esse farmaco atua inibindo a sintese proteica, onde une-se as subunidades 50S dos
ribossomos bacterianos e evita a formacao das unides peptidicas. Trata-se de um bacteriostatico,
porém em concentragdes mais elevadas pode atuar como bactericida (LUCHIAN et al., 2021).
Alguns estudos relatam cepas de SARM resistentes a esse tratamento, reforcando a importancia
do uso consciente e criterioso deste medicamento (JARAJREH et al., 2017; LUPINACCI et al.,
2017).

A daptomicina € um antibidtico da classe dos lipopeptideos utilizada comumente
no tratamento de infec¢des causadas por SARM. Sua atividade se estende a patogenos Gram-
positivos, incluindo cepas resistentes a oxacilina e a vancomicina (HEIDARY et al., 2018). O
mecanismo de ac¢do da daptomicina ¢ Unico e envolve a interagdo com fosfolipideos da

membrana citoplasmaética na presenca de ions Ca?*, causando vazamento de ions K* para o
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meio extracelular e destrui¢do da parede celular bacteriana (HEIDARY et al., 2018; TAYLOR;
PALMER, 2016). A resisténcia a daptomicina ja foi relatada em algumas cepas de SARM
(MLYNARCZYK-BONIKOWSKA et al., 2022; SHARIATI et al., 2020).

A doxiciclina, um antibidtico da classe das tetraciclinas, exerce seu efeito inibindo
a sintese proteica bacteriana. Ela se liga reversivelmente as subunidades ribossomicas 30S das
bactérias, interferindo na ligagio do RNA de transferéncia e prejudicando a formagao do
complexo de sintese proteica (LATURKAR et al., 2021; WATKINS; HOLUBAR; DAVID,
2019).

A tigeciclina ¢ um importante antibiotico derivado de glicilciclina, com amplo
espectro de atividade e estruturalmente relacionado as tetraciclinas. Seu mecanismo de ag¢ao
também envolve a liga¢do a subunidade ribossdmica 30S, inibindo a sintese de proteinas
(YAGHOUBI et al., 2022). Possui um esqueleto carbociclico central de quatro anéis presente
nas tetraciclinas, que ¢ fundamental para a atividade antibacteriana, e um grupo N-alquil-
glicilamido, que confere um espectro mais amplo de atividades em relagdo as tetraciclinas
convencionais (VESTERGAARD; FREES; INGMER, 2019; YAGHOUBI et al., 2022).

Ambas sdo eficazes no tratamento de infec¢des causadas por bactérias Gram-
positivas altamente resistentes, incluindo o SARM. No entanto, ¢ importante mencionar que ja
foram identificadas cepas de SARM resistentes a doxiciclina, conforme relatado em estudos
(KAYILI; SANLIBABA, 2020). Embora a tigeciclina seja considerada uma classe de
antibioticos com baixa ocorréncia de resisténcia, alguns estudos indicam que existem casos
raros e isolados de cepas de Staphylococcus aureus também resistentes a essa substincia
(YOUSEFTI et al., 2017).

O sulfametoxazol ¢ um composto que pertence ao grupo das sulfonamidas, ele ¢
frequentemente utilizado em combinagdo sinérgica com a trimetoprima para o tratamento de
infecgdes causadas por SARM, atuando como um bactericida. O sinergismo ocorre devido aos
dois antimicrobianos atuarem em pontos diferentes da via de sintese do acido tetraidrofélico. O
sulfametoxazol € um analogo estrutural do &cido para-aminobenzdico (PABA) e compete com
o PABA para inibir a sintese do acido diidrofolico, uma etapa intermedidria na formacao do
acido tetrahidrof6lico. O trimetoprim atua inibindo a enzima diidrofolato redutase, impedindo
assim a formacao do metabolito ativo do acido tetrahidrofélico no final do processo (MINATO
etal., 2018). Cepas de SARM com resisténcia a esse tratamento também ja foram documentadas
(MLYNARCZYK-BONIKOWSKA et al., 2022).

As cefalosporinas de quinta geracdo, ceftarolina e ceftobiprole, demonstram

atividade frente SARM. Isso ocorre por meio da ligagdo as proteinas de ligagdo as penicilinas
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(PBPs), destacando a PBP2a, responsavel pela resisténcia do SARM nas células bacterianas.
Essa ligacdo inibe a sintese da parede celular bacteriana, levando finalmente a lise das células
(COSIMI et al., 2017; GIACOBBE et al., 2019).

A ceftarolina possui atividade bactericida frente cepas resistentes a outras classes
de agentes antimicrobianos, como glicopeptideos, daptomicina, clindamicina, sulfametoxazol-
trimetoprim e linezolida. Ela também tem sido utilizada em combinagdo com outros antibidticos
em pacientes com bacteremia persistente (BHOWMICK et al., 2019; LOUNSBURY et al.,
2019). Estudos in vitro demonstraram que o ceftobiprole apresentou um efeito bactericida
potencialmente superior ao da linezolida e daptomicina, além de poder atuar sinergicamente
com esta ultima contra SASM, SARM e cepas de Staphylococcus epidermidis resistentes a
meticilina (GIACOBBE et al., 2019). A resisténcia a cefalosporinas de quinta geragdo em cepas
de S. aureus ja foi descrita e pode ocorrer devido a mutagdes do sitio alostérico PBP2a (LIU et
al., 2021; MLYNARCZYK-BONIKOWSKA et al., 2022).

Delafloxacino ¢ uma nova fluoroquinolona disponivel tanto por via oral quanto
parenteral. Foi aprovado em 2017 pelo FDA para o tratamento de doengas agudas, infecgdes
bacterianas da pele e da estrutura da pele. Possui resposta clinica favoravel em infecgdes por
SARM, distinguindo-o de outras fluoroquinolonas. Seu mecanismo de agdo baseia-se na
inibicdo de duas enzimas bacterianas envolvidas na replicagdo de material genético, DNA-
girase (topoisomerase II) e topoisomerase IV (DA SILVA; AQUINO, 2018; SARAVOLATZ;
STEIN, 2019).

A omadaciclina ¢ um novo antibidtico de amplo espectro pertencente ao grupo das
aminometilciclinas que foi aprovado pelo FDA em 2018 para o tratamento de varias infec¢oes
bacterianas (CHAMBERS, 2019). Trata-se de um derivado semissintético da tetraciclina que
apresenta o mesmo mecanismo de agdo da classe, inibindo a sintese de proteinas bacterianas ao
se ligar ao local de ligagdo da tetraciclina primaria na subunidade 30S do ribossomo bacteriano.
Além disso, ¢ um farmaco de amplo espectro com atividade contra aerdbios Gram-positivos,
incluindo patégenos resistentes a antimicrobianos, como SARM, e permanece ativo contra
cepas bacterianas resistentes a tetraciclina (KARLOWSKY; STEENBERGEN; ZHANEL,
2019).

Entre os medicamentos topicos utilizados no tratamento de SARM, dois exemplos
comuns sao a mupirocina e o acido fusidico. Ambos tém como mecanismo de agdo a inibigao
da sintese proteica bacteriana. A mupirocina liga-se a enzima isoleucil-tRNA sintetase,
bloqueando a incorporagdo de isoleucina nas proteinas bacterianas em crescimento. O 4cido

fusidico liga-se reversivelmente a proteina EF-G, interrompendo a translocag@o dos ribossomos
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bacterianos e a sintese proteica. Entretanto ja existem evidéncias de cepas de SARM resistentes
a esses tratamentos (DADASHI et al., 2020; HAJIKHANI et al., 2021).

No tratamento convencional, a vancomicina ¢ frequentemente utilizada como o
antibidtico de primeira escolha para tratar infecgdes causadas por SARM, como bacteremia,
pneumonia e infec¢des de tecidos moles. No entanto, € importante considerar suas limitagdes.
A vancomicina tem um tempo de a¢do mais lento e penetragdo limitada em certos tecidos. Além
disso, doses mais altas podem aumentar o risco de nefrotoxicidade (SELBY; HALL, 2019).

Para superar essas limitagdes, existem outras opcodes de tratamento de primeira
linha disponiveis. Medicamentos como daptomicina, teicoplanina e linezolida sao
recomendados como alternativas eficazes. Em casos de infecgoes cutaneas, o acido fusidico e
a mupirocina sdo frequentemente prescritos, podendo ser combinados com agentes orais, como
a clindamicina, em situa¢des mais complexas (BROWN et al., 2021; HASSOUN; LINDEN;
FRIEDMAN, 2017).

A necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para tratar
doencas ocasionadas por SARM ¢ uma questdo premente na satide ptblica global. A resisténcia
ndo se restringe a um Unico antibidtico, mas abrange diversos agentes farmacologicos,
agravando ainda mais a situa¢do. Apesar do surgimento de novos antibiéticos direcionados para
contornar a multirresisténcia, as opgdes terapéuticas sao limitadas devido a aquisi¢do continua
de resisténcia por cepas de S. aureus e problemas farmacocinéticos que comprometem a eficacia
dos medicamentos existentes (LIU et al., 2021; MLYNARCZYK-BONIKOWSKA et al., 2022;
ROUARD et al., 2018).

Esse cenario evidencia a necessidade continua de pesquisas para o desenvolvimento
de novas terapias antimicrobianas e alternativas eficazes no tratamento de microrganismos

resistentes (HUA et al., 2022; TYERS; WRIGHT, 2019).

2.7 Alternativas terapéuticas

A utilizag¢do inapropriada de antibioticos tem levado a um aumento nas taxas de
bactérias MDR, o que representa um grande desafio para o tratamento de doengas infecciosas.
Ainda que existam antibidticos capazes de combater esses microrganismos, as opgoes
terapéuticas eficazes estdo se tornando cada vez mais limitadas. Esse problema ¢ agravado pelo
uso inadequado e excessivo de antibioticos, o que favorece a disseminag¢do da resisténcia
bacteriana. Como resultado, a descoberta de novos medicamentos ndo acompanha o ritmo de

propagacao da resisténcia, o que € preocupante € pode ter consequéncias graves para a saude
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publica, especialmente no ambiente hospitalar (ASSIS; NEDELJKOVIC; DESSEN, 2017;
LIMA et al., 2020; ROUARD et al., 2018).

O nUmero de novos antibidticos inseridos no mercado tem diminuido
constantemente (ZHENG; SUN; SIMEONOYV, 2018). No periodo entre 2008 e 2012, esse
nimero atingiu um ponto critico de apenas dois novos antibidticos aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA) (Figura 4), uma quantidade relativamente baixa quando
comparados com décadas passadas. Importante enfatizar que nos tltimos 20 anos, apenas 10%
dos 34 novos antibioticos aprovados pelo FDA envolviam novos mecanismos de acdo, na
grande maioria apenas foram realizadas altera¢des na molécula (DUVAL; GRARE; DEMORE,
2019).

Figura 4 - Evolugdo dos antibioticos aprovados pela FDA desde 1983
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Fonte: Adaptado de Duval, Grare e Demoré (2019).
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Muitos dos agentes antimicrobianos disponiveis atualmente serdo ineficazes devido
ao crescente niumero de resisténcia microbiana (DA SILVA; AQUINO, 2018). Para enfrentar
esse desafio, ¢ essencial buscar novas estratégias e abordagens terapéuticas que possam superar
a resisténcia e ajudar a controlar a disseminagdo de microrganismos resistentes.

O reposicionamento de farmacos tem se mostrado uma estratégia promissora na
identificagdo rapida de novos agentes terapéuticos para o tratamento de infec¢cdes ocasionadas
por bactérias MDR (HUA et al., 2022; TYERS; WRIGHT, 2019). Esta abordagem ¢ capaz de

descobrir novas indicagdes para medicamentos existentes, apresentando diversas vantagens



37

sobre o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos. Uma das principais vantagens
¢ que os compostos ja possuem propriedades farmacologicas e toxicologicas conhecidas,
ensaios clinicos ja foram realizados e formulagdes ja estdo estruturadas, reduzindo
drasticamente o tempo € o custo necessarios para sua aprovagdo no mercado quando
comparados ao desenvolvimento de novos antibioticos (HUA et al., 2022; PUSHPAKOM et al.,
2019).

Como resultado, medicamentos reposicionados t€ém maiores chances de serem
rapidamente disponibilizados para pacientes assim que uma nova indicagdo terapéutica for
descoberta, tornando essa estratégia uma opg¢ao atrativa para combater a resisténcia bacteriana
e outras doengas infecciosas (XUE et al., 2018; ZHENG; SUN; SIMEONOY, 2018).

Uma abordagem adicional ¢ utilizar a estratégia de combinar drogas nao-
antibidticas com antimicrobianos para aumentar a eficacia do tratamento e diminuir o
surgimento de resisténcia antimicrobiana emergente (FARHA; BROWN, 2019). Dentre as
vantagens das combinagdes de medicamentos, estd a expansdao do espectro dos antibidticos,
isso ¢ importante para infeccdes graves, nas quais o tratamento eficaz ¢ critico (TYERS;
WRIGHT, 2019). Combinagdes de dois ou mais medicamentos podem levar a um efeito
sinérgico ou aditivo, que ¢ alcangado por diferentes mecanismos de a¢do (ZHENG; SUN;
SIMEONOY, 2018).

O reposicionamento de farmacos tem apresentado resultados promissores no campo
da satide. Um exemplo notavel ¢ o uso eficaz da anfotericina B no tratamento da leishmaniose
visceral. Além disso, os antimalaricos cloroquina e pirimetamina tém demonstrado sucesso ao
serem reaproveitados para combater a amebiase e a toxoplasmose, respectivamente. Outros
medicamentos, como a doxiciclina, t€ém sido efetivamente utilizados para tratar a malaria,
enquanto a paromomicina € a espiramicina tém sido indicadas com éxito para leishmaniose
visceral e toxoplasmose, respectivamente (FARHA; BROWN, 2019).

A atividade antimicrobiana de derivados de 1,4-NQs tem sido relatada em estudos
anteriores (ADUSEI et al., 2019; PAUL et al., 2021; WANG et al., 2016), inclusive em
combinagdo com antimicrobianos, resultando na redu¢ao das CIMs (ANDRADE et al., 2017;
RONDEVALDOVA; NOVY; KOKOSKA, 2015; TINTINO et al., 2018; YAP et al., 2021).
Esses achados indicam que essa classe de compostos quimicos possui um potencial promissor
no contexto de reposicionamento de farmacos, sugerindo que eles podem desempenhar um
papel relevante como adjuvantes no tratamento de infec¢des causadas por S. aureus. Dessa
forma, os derivados de 1,4-NQs representam uma interessante area de pesquisa para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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2.8 Potenciais alvos na pesquisa de antibacterianos contra o Staphylococcus aureus

Uma estratégia promissora no desenvolvimento de medicamentos antibacterianos
contra o S. aureus ¢ a abordagem anti-viruléncia, que visa interagir com alvos cruciais para o
desenvolvimento e patogénese da bactéria. Alvos terapéuticos essenciais como enzimas
envolvidas na sintese da parede celular bacteriana, proteinas transportadoras de membrana,
enzimas envolvidas na sintese de proteinas e toxinas sdo altamente eficazes na inibi¢dao do
crescimento ¢ sobrevivéncia do S. aureus, tornando medicamentos que os afetam altamente
eficazes (ASSIS; NEDELJKOVIC; DESSEN, 2017; FORD; HURFORD; CASSAT, 2021).

A proteina FtsA ¢ um alvo importante no ciclo celular, desempenhando papel crucial
na divisdo celular bacteriana, ancorando a proteina FtsZ a membrana citoplasmatica e sendo
essencial para a viabilidade celular. Durante a divisao, a interacdo entre FtsA e FtsZ forma um
complexo importante para a estabilidade e formacao do anel Z. Além disso, FtsA recruta outras
proteinas para o local da divisdo celular. E fundamental que ocorra interagio entre FtsA ¢ FtsZ
para a formacgao correta do anel Z e uma divisdo celular bem-sucedida (TRIPATHY; SAHU,
2019). A inibicdo de sua atividade pode interromper a divisdo celular bacteriana e,
consequentemente, impedir o crescimento e a sobrevivéncia das bactérias, sendo um alvo
atraente para o desenvolvimento de novos agentes (RAGUNATHAN et al., 2019).

Entre os alvos importantes na sintese do DNA, tem-se a enzima DHFR (diidrofolato
redutase), trata-se de uma enzima que participa da redugdo do 4cido diidrofélico a acido
tetraidrofolico, essencial na cadeia de sintese do DNA (TONELLI et al., 2017). O
desenvolvimento de novos antagonistas da DHFR tem sido considerado como uma estratégia
promissora para aprimorar o tratamento das doencas infecciosas, visto que esses antagonistas
podem inibir a atividade da DHFR e, consequentemente, impedir a replicagio do DNA
bacteriano (RAIMONDI et al., 2019).

Outra enzima crucial no processo de replicacdo ¢ a DNA girase (JAKOPIN et al.,
2017). A DNA girase desempenha um papel crucial na replicagdo, transcri¢ao e recombinacao
do DNA em diversos organismos, sendo responsavel por modificar a topologia da molécula de
DNA, promovendo tor¢ao e superenrolamento (DIGHE; COLLET, 2020). Esse mecanismo de
acdo ¢ muito eficaz, uma vez que a replicacao e transcricao do DNA sdo processos fundamentais
para a sobrevivéncia e reprodu¢do das bactérias (KHAN et al., 2018).

Outra forma de interferir na sintese do DNA bacteriano ¢ através da ligagdo da droga

a sequeéncias especificas de DNA, que também pode resultar na inibicdo da transcrigdo,
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resultando na redugdo da sintese de proteinas bacterianas vitais (THURONYI et al., 2019).

A dehydrosqualene synthase ¢ uma enzima importante na biossintese do pigmento
carotenoide estafiloxantina em S. aureus, o que lhe confere uma coloragdao dourada
caracteristica. Esse pigmento ¢ conhecido por desempenhar um papel crucial na prote¢ao da
bactéria contra a morte induzida por neutréfilos do hospedeiro e danos causados por EROs.
Consequentemente, a inibi¢do da atividade dessa enzima pode levar a um aumento significativo
da suscetibilidade da bactéria a danos celulares induzidos pelas EROs (GAO; DAVIES; KAO,
2017; HAFIDI et al., 2021).

A enzima mannitol-1-phosphate dehydrogenase (M1PDH), que ¢ codificada pelo
gene mtlD, possui um papel fundamental no metabolismo do manitol em S. aureus. Essa enzima
¢ responsavel por manter o pH, suportar altas concentragdes de sal, regular a pressdo osmotica
imposta pelo manitol e reduzir o estresse oxidativo (NGUYEN et al., 2019; ZHU et al., 2019).
A inibi¢do dessa enzima pode reduzir a capacidade do microrganismo de utilizar o manitol
como fonte de energia e, consequentemente, comprometer seu crescimento ¢ sobrevivéncia
(NGUYEN et al., 2019).

Dois grupos de toxinas de S. aureus t€m sido sugeridas como alvos potenciais para
terapias antivirulentas: leucotoxinas e hemolisinas (ASSIS; NEDELJKOVIC; DESSEN, 2017).
A toxina PVL ¢ uma leucotoxina composta por duas subunidades, LukS-PV e LukF-PV, juntas,
essas subunidades formam um poro na membrana plasmatica de células alvo, principalmente
leucécitos, resultando em sua destruigdo e necrose tecidual (HOPPE et al., 2019,
NAKAMINAMI et al., 2020). Em relagao as hemolisinas de S. aureus, a mais bem caracterizada
¢ a a-hemolisina, uma toxina formadora de poros que provocam lise nos eritrocitos e leucocitos
por meio de uma interrup¢io da homeostase, causando um influxo de Ca** e um efluxo de ions
K" (HOVEN et al., 2019; SUREWAARD et al., 2018).

Considerando que as toxinas podem persistir e continuar causando sintomas mesmo
apos a eliminagdo das bactérias do hospedeiro, o desenvolvimento de terapias especificas que
visem a sua inibi¢do torna-se uma estratégia altamente promissora no combate as infec¢des
bacterianas toxigénicas. Além de reduzir a gravidade dos sintomas, essa abordagem também
pode contribuir para uma recuperagdo mais rapida do paciente (HARMS et al., 2018).

A PBP2a ¢ responsavel pela resisténcia a antibidticos B-lactdmicos em S. aureus,
sendo um importante alvo na sintese da parede celular (CONG; YANG; RAO, 2020). Essa
enzima apresenta baixa afinidade por -lactamicos, o que impede que os antibioticos se liguem
a ela e interrompam a sintese da camada de peptidoglicano e da parede celular (GAJDACS,

2019; OKWU et al., 2019). Considerando que a PBP2a ¢ o principal mecanismo de resisténcia
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do SARM a maioria dos antibidticos -lactdmicos, ela se mostra um alvo altamente promissor
para o desenvolvimento de novos antibacterianos destinados ao tratamento de infec¢des por
SARM (SHALABY et al., 2020).

As aminoacil-tRNA sintetases s3o enzimas essenciais no processo de sintese
proteica, responsaveis por acoplar um aminoacido especifico a um tRNA correspondente. A
tirosil-tRNA sintetase (TyrRS) é uma aminoacil-tRNA sintetase da classe I que tem a funcdo de
acoplar a tirosina a um tRNA especifico (RUBIO GOMEZ; IBBA, 2020). A inibi¢dao da
atividade da TyrRS afeta o crescimento celular, comprometendo o processo de sintese de
proteinas. Por serem enzimas essenciais, as aminoacil-tRNA sintetases bacterianas, incluindo a
TyrRS, tém sido alvo de estudos para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos
(LADE; KIM, 2021).

Assim sendo, o desenvolvimento de moléculas capazes de interagir e inibir a acao
desses alvos pode representar uma abordagem promissora para enfrentar as cepas de S. aureus

que apresentam resisténcia aos tratamentos convencionais.

2.9 Menadiona

A vitamina K ¢ uma substancia lipossoluvel que desempenha um papel importante
na coagulacao sanguinea e na saude Ossea. Ela ¢ encontrada em diferentes formas, incluindo
filoquinona (K1), menaquinona (K2), dihidrofiloquinona (dK) e menadiona (K3)
(KAZMIERCZAK-BARANSKA; KARWOWSKI, 2022).

Essa vitamina ¢ um cofator essencial na reacao de carboxilagdo de residuos de acido
glutamico nos fatores II, VII, IX e X, levando a formacao de 4cido gama carboxiglutdmico. A
carboxilagdo permite a ligagdo das proteinas de coagulacdo ao célcio, permitindo assim a
interagdo com os fosfolipidios das membranas de plaquetas e células endoteliais, o que, por sua
vez, propicia o processo de coagulacao sanguinea (CHATRON et al., 2019). Além disso, a
vitamina K também desempenha um papel na regulagao do metabolismo dsseo, estimulando a
mineralizagdo e a sintese de proteinas 6sseas (RODRIGUEZ-OLLEROS RODRIGUEZ; DIAZ
CURIEL, 2019).

A vitamina K3, conhecida também como menadiona, ¢ o objeto de estudo dessa
pesquisa. Trata-se de um composto sintético que € convertido em vitamina K2 no organismo
(KAZMIERCZAK-BARANSKA; KARWOWSKI, 2022). Essa forma ¢ mais potente
biologicamente do que as formas naturais de vitaminas K1 e K2 (TINTINO et al., 2018).
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A menadiona (Figura 5), 2-metil-1,4-naftoquinona, ¢ um composto do tipo 1,4-NQ
que demonstrou uma ampla atividade contra diversos tipos de patdgenos. Estudos tém
constatado a atividade antimicrobiana dessa substancia, destacando sua eficacia no combate a
diferentes microorganismos (DEY; RAY; HAZRA, 2014; MONE et al., 2021; SANCHEZ-
CALVO et al., 2016; TANDON et al., 2005).

Figura 5 — Estrutura quimica da menadiona

0

Fonte: PubChem.

Estudos evidenciam sua atividade antibacteriana contra Gram-negativos como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, como também para
Gram-positivos como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ¢ S. pneumoniae (DEY,;
RAY; HAZRA, 2014; GANJUN et al., 2014; MASADEH et al., 2012; MONE et al., 2022).
Ademais, ja foi demonstrada sua atividade antifingica frente a cepas de Candida spp. e
Cryptococcus neoformans (SANCHEZ-CALVO et al., 2016), demonstrando inclusive
atividade anti-TB frente a cepas de Mycobacterium tuberculosis (DEY; RAY; HAZRA, 2014).
Dessa forma, revela-se como uma substancia multifacetada capaz de inibir o crescimento de
diversos grupos de microrganismos.

Como visto, a menadiona ¢ um composto quinona que, assim como outras quinonas,
pode sofrer redugdo de um ou dois elétrons, resultando na formagao da semiquinona. No entanto,
as semiquinonas sdo substancias muito instdveis e reagem rapidamente com o oxigénio,
gerando EROs (KAZMIERCZAK-BARANSKA; KARWOWSKI, 2022). Acredita-se que um
dos principais mecanismos de citotoxicidade da menadiona seja o dano oxidativo induzido pelas
EROs (MONE et al., 2022; NEGRI et al., 2023). E importante destacar que o estresse oxidativo
pode causar danos as membranas, proteinas e DNA (BENZER et al., 2018).

Acredita-se que a a¢@o antibacteriana da menadiona também esteja relacionada a
sua estrutura. Estudos sugerem que alguns fenois e quinonas contidos em grupos hidrofébicos

apresentam potencial atividade anti-SARM, modificando a permeabilidade da membrana



42

plasmatica em bactérias (ANDRADE et al., 2017; TINTINO et al., 2018). Isso facilita a
penetracao do composto através da membrana lipidica das bactérias (SONG et al., 2020), além
de causar distirbios na membrana bacteriana, como reducao do potencial de membrana, perda
de ions, citocromo C, proteinas e radicais. Esses eventos podem levar ao colapso da bomba de
protons e a deplecdo de ATP, sendo responsdveis pela agdo antibacteriana observada
(ANDRADE et al., 2017).

Diante disso, sugere-se que os efeitos antibacterianos da menadiona possam estar
relacionados principalmente a sua capacidade de gerar EROs, as quais desencadeiam uma
cascata de eventos que resultam em danos ao DNA e, consequentemente, na morte das células
bacterianas (KAZMIERCZAK-BARANSKA; KARWOWSKI, 2022; MONE et al., 2022). A
estrutura lipofilica da menadiona, adicionalmente, pode perturbar a integridade da membrana
celular bacteriana, o que potencializa sua atividade antibacteriana (ANDRADE et al., 2017;
TINTINO et al., 2018).

Este estudo teve como objetivo investigar a atividade antimicrobiana da menadiona,
tanto isoladamente quanto em combinagdo com oxacilina, frente a células planctonicas e
biofilmes de Staphylococcus aureus, incluindo cepas sensiveis e resistentes a meticilina. Além
disso, buscou-se elucidar o mecanismo de agdo responsavel por essa atividade, com base nos
estudos existentes na literatura que evidenciam a promissora atividade anti-SARM da

menadiona.
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3 HIPOTESES

3.1 Menadiona apresenta atividade antibacteriana in vitro frente a cepas de Staphylococcus
aureus.

3.2 Menadiona, quando associada a oxacilina, apresenta redu¢do na Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) frente a cepas de Staphylococcus aureus.

3.3 Menadiona apresenta atividade antibacteriana isolada e associada a oxacilina frente biofilme
formado e em formacao de Staphylococcus aureus.

3.4 Menadiona promove a formac¢ao de EROs em cepas de Staphylococcus aureus.

3.5 A adigdo de antioxidantes reverte o efeito antibacteriano da menadiona frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

3.6 Menadiona ndo apresenta atividade antibacteriana in vitro frente a cepas de Staphylococcus

aureus na forma planctonica e de biofilme.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro da menadiona frente cepas de
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a meticilina, tanto em sua forma planctonica

quanto em biofilme, e elucidar o possivel mecanismo de ac¢ao envolvido.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) da menadiona, oxacilina, acido
ascorbico e N-acetilcisteina frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4.2.2 Determinar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) da menadiona frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

4.2.3 Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) da menadiona e oxacilina associadas,
o Indice da Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF) e a interagdo farmacologica frente a
cepas de Staphylococcus aureus.

4.2.4 Determinar a Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) da menadiona e antioxidantes
associados, o Indice da Concentragdo Inibitoria Fracionada (ICIF) e a interagdo farmacolégica
frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4.2.5 Analisar possiveis alteragdes morfoldgicas causadas pela menadiona isolada e associada
a oxacilina e antioxidantes frente a cepas de Staphylococcus aureus em sua forma planctonica,
através de microscopia eletronica de varredura.

4.2.6 Avaliar a acdo antibacteriana da menadiona isolada e associada a oxacilina frente biofilme
formado e em formagao de Staphylococcus aureus.

4.2.7 Avaliar o possivel mecanismo de acdo da menadiona frente a cepas de Staphylococcus
aureus, utilizando técnicas de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e docking

molecular.
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5 METODOLOGIA

Figura 6 — Fluxograma das etapas metodoldgicas adotadas no estudo
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Fonte: elaborado pela autora.

5.1 Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas 18 cepas clinicas de Staphylococcus aureus, sendo
estas, 14 resistentes a meticilina (SARM) e 4 sensiveis a meticilina (SASM). Duas cepas
padrdes provenientes da American Type Culture Collection ATCC® (SARM 65398™ ¢ S.
aureus 6538™) foram utilizadas como controle. Todos os isolados pertencem a bacterioteca do
Laboratorio de Bioprospeccao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade
Federal do Ceara (UFC).
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As cepas estavam armazenadas em solu¢do contendo caldo Mueller Hinton com
alto teor de glicose (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) e glicerol (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil)
e ficaram estocadas em baixas temperaturas (- 20°C). Com a finalidade de reativar as cepas,
elas foram descongeladas, ressuspensas em meio caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai,
India) e incubadas em estufa bacteriologica durante 24 horas a 35 + 2 °C. Posteriormente, o
repique foi realizado em 4gar Mueller Hinton, sendo as cepas novamente incubadas por 24
horas a 35 + 2 °C. Todo o procedimento foi realizado seguindo as normas de biosseguranca
nivel 2.

O projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo AF3BAOS.

5.2 Drogas

As drogas utilizadas foram a menadiona (MENA), a oxacilina (OXA), a
vancomicina (VANCO), o 4cido ascorbico (AC) e a N-acetilcisteina (NAC) obtidas
comercialmente da Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, USA). A MENA foi diluida em
dimetilsulfoxido (DMSO), obtido da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), a 2,5%. A OXA, a
VANCO, o AC e a NAC foram diluidos em 4gua destilada estéril.

5.3 Testes de sensibilidade

5.3.1 Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pela técnica de
microdilui¢do em caldo de acordo com a metodologia descrita pelo protocolo M07-A10 (CLSI,
2015) para bactérias aerobicas, com adaptacdes. Para a realizagdo do ensaio, foi utilizado o
meio de cultura caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India) cation ajustado (CaMHB)
para o teste com a MENA e para o teste com a OXA foi utilizado o meio de cultura CaMHB +
2% de NaCl (Sigma, USA).

Os ensaios foram executados em microplacas para cultura de células de 96 pogos.
Na coluna 2 foram adicionados 190 pL da droga e, em seguida, foi realizada a dilui¢ao seriada
até a coluna 11 para o alcance das concentragdes desejadas. A MENA foi avaliada na faixa de
concentragdo de 1 — 512 pg/mL e a OXA na faixa de 0,0625 — 1024 pg/mL. Para o preparo do

ino6culo, as cepas foram semeadas em agar Mueller Hinton e incubadas em estufa bacteriologica
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durante 24 h a 35 = 2 °C no dia anterior ao teste. A partir desse cultivo foi preparada uma
suspensdo de inoculo inicial em salina estéril na concentra¢io aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL
de acordo com a turvagao referente a escala 0,5 de McFarland (Probac do Brasil, Sao Paulo,
Brasil). Em seguida, 100 uL dessas suspensdes foram adicionadas em 900 pL de caldo CaMHB
para os testes com a MENA, e para os testes com a OXA em 900 pL de caldo CaMHB + 2% de
NaCl para obtengdo de indculos com concentragdo equivalente a 5 x 10° UFC/ mL. Apés a
diluicao, foram adicionados 5 pL do in6culo final em todos os pogos, exceto nos pocos da
coluna 1. Na coluna 1 foi adicionado apenas 95uL do meio de cultura, sendo esta coluna o
controle de esterilidade do teste. A coluna 12 foi utilizada como controle positivo do teste, sendo
adicionados 95uL do meio de cultura e 5 pL do in6culo. As placas foram incubadas em estufa
por 24 horas a 35 + 2 °C e em seguida foi realizada a leitura visual.

A CIM foi determinada como a menor concentragdo da droga capaz de inibir
visualmente 99% do crescimento bacteriano em comparagao com o controle positivo (meio de
cultura + in6culo). Os pontos de corte foram determinados de acordo com o documento M100-

Ed31. Sendo considerada a ocorréncia de resisténcia para a oxacilina a CIM >4 pg/mL (CLSI,

2021).

5.3.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Ap0s a determinacdo das CIMs obtidas no teste de sensibilidade, uma aliquota de
10 pL das suspensdes > CIMs foram semeadas em placas de a4gar Mueller Hinton e incubadas
em estufa bacteriologica durante 24 h a 35 +£ 2 °C. As células vidveis foram contabilizadas e a
CBM determinada como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano na

superficie do 4gar (PARVEKAR et al., 2020).

5.3.2.1 Nivel de tolerdncia

O nivel de tolerancia foi determinado de acordo com a metodologia descrita por
Das et al. (2016) o qual preconiza o uso da formula: Nivel de Tolerdncia = CBM/CIM.
CBM/CIM > 16 a droga ¢ considerada bacteriostatica, € quando esta proporc¢ao ¢ < 4, a droga

¢ considerada bactericida.

5.3.3 Associacdo entre MENA e OXA
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A combinacgdo da MENA e OXA foi determinada através do ensaio checkerboard.
Por meio dessa técnica, ¢ possivel avaliar qual o tipo de interacdo consequente da combinagao
entre as drogas testadas. Foram utilizadas microplacas para cultura de células de 96 pogos, no
qual cada pogo continha uma combinagao unica de diferentes concentragdes das drogas (MENA
+ OXA) tendo como referéncia as CIMs de cada uma das drogas. A interagdo entre as drogas
foi avaliada a partir da determinagio do Indice de Concentragéo Inibitoria Fracionada (ICIF), o
qual € obtido pela soma da Concentracao Inibitoria Fracionada (CIF) de cada droga, que se trata
da relagdo entre a CIM de cada droga utilizada em combinacao ¢ a CIM da mesma droga
utilizada isoladamente (CHAN et al., 2011; JORGE et al., 2017).

O resultado das combinagdes seguiu a equagdo: ICIF (indice de Concentragio
Inibitéria Fracionada) = CIFa + CIFg = CIMa comBiNnaDA/CIMA 1soLapa + CIMg
coMBINADA/CIMB 1soLapa, onde CIMa 1soLapa € CIMB 1soLapa s30 as concentragdes inibitorias
minimas das drogas isoladas e CIMa comBinapa € CIMB comBiNADA 830 as concentragdes
inibitérias minimas das drogas combinadas. A interpretagdo do resultado foi de acordo com
Jorge et al. (2017), na qual a interag@o entre as drogas foi classificada como sinérgica (ICIF <

0,5), aditiva (0,5 < ICIF <1), indiferente (1 < ICIF <4) ou antagdnica (ICIF > 4.0).

Tabela 1 — Célculo do ICIF e classificagdo das interagdes entre as drogas

Calculo do ICIF Parametros Interpretagao
ICIF = CIF, + CIFg ICIF <0,5 Sinergismo
CIF, = CIM4 compinana 0,5 < ICIF <I Adicio
CIM 4 soLapa
CIMg comBINADA 1 <ICIF <4 Indiferente
CIFs = CIMp 1501.4D4 ICIF > 4.0 Antagonismo

Fonte: elaborada pela autora.

5.3.4 Associacdo da MENA com antioxidantes

Para avaliar a participacdo do efeito antioxidante da N-acetilcisteina (NAC) e do
acido ascorbico (AC) em cepas de S. aureus e sua possivel interferéncia no efeito antibacteriano
da MENA, foram realizados os ensaios de microdiluicdo em caldo, seguido de checkerboard
utilizando microplacas para cultura de células de 96 pogos.

Primeiramente, foi realizada a determinacao das CIMs da NAC e do AC por meio

da técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com a metodologia descrita pelo protocolo
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MO07-A10 (CLSI, 2015) para bactérias aerobicas, com adaptacdes. A NAC foi avaliada na faixa
de concentracao de 8000 — 7,8125 ug/mL e o AC na faixa de concentragdo de 20000 — 19,53
ug/mL. A CIM foi determinada como a menor concentracdo da droga capaz de inibir
visualmente 99% do crescimento bacteriano. A interagdo entre as drogas foi avaliada a partir da
determinacéo do Indice de Concentragio Inibitéria Fracionada (ICIF) obtida através da técnica

checkerboard (CHAN et al., 2011; JORGE et al., 2017).

5.3.5 Analise dos dados

Os ensaios foram realizados em triplicata, em dias diferentes. Apds a obtengao dos

resultados, foram realizadas as médias aritméticas da CIM, da CBM ¢ do ICIF.

5.4 Microscopia eletronica de varredura em células planctonicas

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada com a finalidade de
avaliar as alteragcdes morfoldgicas das células planctonicas de SARM apds o tratamento com as
drogas testadas. Para o ensaio, foi utilizada uma cepa clinica representativa de SARM. Esse
ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de Queiroz et al. (2021) com algumas
modificagdes. Considerando a alta CIM do composto AC, foi estabelecida uma concentragao
subtoxica de 0,5 mM (88,06 pg/mL) para prosseguir com o experimento. Essa concentragao foi
selecionada por ndo apresentar efeitos toxicos significativos, permitindo assim a continuidade
das investigacoes.

Inicialmente, a cepa foi semeada em agar Mueller Hinton e incubada em estufa
bacteriologica durante 24 h a 35 = 2 °C. A partir desse cultivo foi preparada uma suspensdo de
indculo em solugio salina estéril 0,85% na concentragdo aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL de
acordo com a turvagao referente a escala 0,5 de McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil)
e, em seguida, diluido até a concentragdo equivalente a 5 x 10° UFC/ mL em meio caldo BHI.
As suspensoes celulares foram tratadas com MENA (CIM), OXA (CIM), MENA + OXA (CIM),
MENA + NAC (CIM) e MENA + AC (CIM + 0,5 mM) e incubadas durante 24 h a 35 £ 2 °C.
Foi utilizado como controle de crescimento suspensao de células no meio de cultura.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e
lavadas 3 vezes com solug¢@o salina estéril 0,85%. Em seguida, as células foram ressuspensas
em caldo BHI. As Thermanox ® Laminulas (Thermo Fisher Scientific, Nova lorque, Estados

Unidos da América) foram adicionas nos pocos de uma microplaca de 12 pogos de poliestireno
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e tratadas com 100 pL de silano a 2,5%, sendo deixadas secar por 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, 150 pL das suspensdes anteriormente preparadas foram adicionadas
sobre as laminulas. Logo apo6s, adicionou-se 250 puL da solugao de fixagao de glutaraldeido a
2,5% em tampao cacodilato de sddio 0,15 M. As placas forma incubadas overnight a 4 °C.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas duas vezes com 300 pL da solugdo
tampao cacodilato 0,15 M. Em seguida, foi realizada a etapa de desidratacdo alcodlica, que
consiste em adicionar 500 puL de etanol em concentragdes crescentes (30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 95%, e 100%), sendo que cada concentracdo ficou em contato com a laminula por 10
minutos antes de adicionar a proxima. Esse procedimento foi realizado duas vezes para cada
concentragdo. Apds a secagem a temperatura ambiente, adicionou-se 150 pL de
hexametildisilazano (HMDS) (Polysciences Europe, Alemanha) em cada laminula e foram
deixadas a temperatura ambiente para secar novamente. Por fim, as laminulas foram
transferidas para uma nova microplaca de 12 pocos de poliestireno ¢ armazenadas em
dessecador para posterior leitura. As amostras foram analisadas no equipamento Quanta 450
FEG — FEI, em alto vacuo a 15kV. As imagens obtidas foram processadas com o software

Photoshop (Adobe Systems, EUA).

5.5 Atividade antibiofilme

5.5.1 Avaliacao da atividade da MENA isolada e associada a OXA sobre biofilmes de S.

aureus

Apds a conclusdo dos ensaios de sensibilidade em células planctonicas e
constatacdo do potencial efeito antibacteriano da MENA isolada e associada a OXA nessas
células, ensaios para avaliar o potencial efeito dessa substancia sobre biofilmes de
Staphylococcus aureus também foram realizados.

Os ensaios foram executados em microplacas para cultura de células de 96 pogos
de acordo com a metodologia descrita por Blando et al. (2019) e Brambilla et al. (2017) com
algumas modificacdes. Foram selecionadas 4 cepas de S. aureus provenientes da bacterioteca
do LABIMAN, das quais 3 eram de SARM (1 com efeito sinérgico quando associada a OXA e
2 com efeito aditivo quando associada a OXA) e 1 de SASM (com efeito sinérgico quando
associada a OXA). A MENA foi testada nas concentragdes referentes a CIM/2, CIM, 2xCIM,
4xCIM e 8xCIM isoladas. A OXA foi empregada na concentragdo referente & CIM isolada.

Enquanto para a associagdo de MENA + OXA, as concentracdes utilizadas foram: CIM das
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drogas isoladas (CIMisoLapa da MENA + CIMisoLapa da OXA) e CIM das drogas combinadas
(CIMcomamapa da MENA + CIMcomsinapa da OXA).

As cepas de SARM e SASM foram previamente semeadas em agar Mueller Hinton
e incubadas em estufa bacteriologica durante 24 h a 35 = 2 °C. Posteriormente, as cepas foram
inoculadas em 3 mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) (Kasvi, Parand, Brazil) suplementado
com 2% de glicose (Isofar, Rio de Janeiro, Brazil) e incubadas em estufa bacteriologica durante
24 h sob as mesmas condigdes. As células foram entdao centrifugadas a 2500 rpm por 5 min e
lavadas 3 vezes com solu¢do salina estéril 0,85%. Apos as lavagens das células, foi preparada
uma suspensio de indéculo em caldo TSB na concentra¢do aproximada de 3 x 108 UFC/mL de
acordo com a turvacao referente a escala 1 de McFarland. Para o ensaio de biofilme formado,
foram adicionados 200 pL do ind6culo na microplaca para cultura de células de 96 pocos. As
placas foram entdo incubadas a 35 °C por 48 h. Apos a incubagdo, o sobrenadante foi aspirado
e a placa foi lavada delicadamente com solugdo salina para remocao das células ndo aderentes.
Ap6s a formagdo de biofilme na microplaca, foram adicionados 200 pL das solugcdes de MENA
e OXA em suas respectivas concentragdes preconizadas e incubado a 35 °C por mais 24 horas.
Para avaliar o efeito das substancias em biofilme em formacgdo, junto ao indculo foram
adicionadas simultaneamente as solugdes de drogas em suas respectivas concentragdes
preconizadas, na razao de 1:1 (100 uL de inéculo + 100 pL de droga). As placas foram entao
incubadas a 35 °C por 48 h. Apos esse periodo, tanto para biofilmes formados quanto em
formagdo, foram adicionados 100 pL do corante brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil
tetraz6lio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma, USA) e levado novamente para a estufa bacteriologica
por mais 2 h a 35 °C, no escuro. Apds esse periodo, o MTT foi removido dos pogos e
adicionados 150 pL. de DMSO. Apoés 15 minutos, retirou-se uma aliquota de 100 pL do
contetdo de cada pogo e foi feita a transferéncia para uma nova microplaca. A leitura foi
realizada em um leitor de microplacas Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge,

Reino Unido) a 492 nm. A redugdo de crescimento foi comparada ao controle do teste.

5.5.2 Anadlise dos dados

Os dados obtidos foram analisados a partir da média £ EPM (Erro Padrao da Média)
de 3 experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas
entre as concentragdes usadas, os dados foram comparados por meio de andlise de variancia
(ANOVA) seguidos pelos testes de Tukey (p <0,05), utilizando o programa GraphPad Prism
versao 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5.6 Avalia¢cao do mecanismo de morte celular

5.6.1 Preparo das suspensoes e tratamento das células

Com o propésito de compreender os mecanismos de acdo da MENA, foram
realizadas andlises por meio da citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia. Para os
ensaios, foi utilizada uma cepa clinica representativa de SARM. Esta cepa foi semeada em agar
Mueller Hinton a 35 °C por 24 h e, em seguida, suspensa em 5 mL de caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e reincubada sob as mesmas condigdes anteriores. As células foram entdo centrifugadas
a 2500 rpm por 5 min e lavadas 3 vezes com Phosphate-Buffered Saline (PBS). Apds a lavagem
das células, foi preparada uma suspensio de indculo em caldo BHI de 5 x 10° UFC/mL. Para a
determinagdo da viabilidade celular, deteccao de espécies reativas de oxigénio, externalizagdo
de fosfatidilserina e danos no DNA. As suspensdes celulares foram tratadas com MENA (CIM),
MENA (2xCIM), OXA (CIM) e MENA + OXA (CIM). Com base nos resultados da intera¢dao
entre a MENA e os antioxidantes, a analise do mecanismo de agao foi conduzida apenas com o
antioxidante AC. Uma concentragdo subtdxica de 0,5 mM foi estabelecida e utilizada para
prosseguir com o experimento. Concentracdes de AC (0,5 mM) e MENA +AC (CIM + 0,5 mM)
foram utilizadas. A VANCO (4 pg/mL) foi utilizada como controle de morte e o meio de cultura
BHI foi utilizado como controle negativo do teste. As células tratadas foram incubadas a 35 °C

por 24 h (DA SILVA et al., 2013; DE ANDRADE NETO et al., 2020; DO AV SA et al., 2019).

5.6.2 Avaliacdio da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo com iodeto de propidio
(PI). Apds exposicao aos tratamentos citados no item 5.6.1, as células de SARM foram
marcadas com o marcador PI (2pg/mL) e analisadas por citometria de fluxo. A fluorescéncia
celular foi determinada no citométro Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) e analisada
usando o software CytoSoft 4.1. Um total de 10.000 eventos foram avaliados por andlise (n =
2) e os detritos celulares foram omitidos (BATISTA DE ANDRADE NETO et al., 2019; SHI et
al., 2007; SILVA et al., 2022).

5.6.3 Detecgdio de espécies reativas de oxigénio
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Para a detec¢do da produgdo de EROs, as células de SARM foram previamente
tratadas de acordo com o item 5.6.1 e incubadas com 20 uM de CM-H>DCFDA [5-(e-6)-
clorometil-2',7'-diclorodihidrofluoresceina acetil éster] (Sigma, USA) por 30 min, no escuro, a
35 °C. Em seguida, as células foram lavadas e ressuspensas em PBS e avaliadas através do
citométro de fluxo Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) e analisada usando o software

CytoSoft 4.1. (DA SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).

5.6.4 Analise de dano ao DNA

O ensaio cometa alcalino foi empregado para avaliar o indice de dano ao DNA
ocasionado apds exposi¢do das células ao tratamento realizado de acordo com o item 5.6.1. O
ensaio foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Miloshev; Mihayloy; Anachkova
(2002). Em cada lamina de vidro foram espalhados até¢ 200 uL. de agarose 0,5% (Invitrogen,
Grand Island, NY, USA) e, em seguida, as laminas foram colocadas para secar a temperatura
ambiente para posterior aplicagdo das suspensdes de células sobre sua superficie. As células de
SARM foram centrifugadas em microcentrifuga de eppendorf durante 5 min, lavadas com agua
destilada, e ressuspensas em tampao S (Sorbitol 1 M, KH2PO4 25 mM; pH 6,5). Aliquotas de
aproximadamente 5x10* células foram dissolvidas em agarose 0,7% de baixo ponto de fusio
(37 °C) contendo Zymolyase 20T (2 mg/ mL) e imediatamente espalhadas sobre ldminas de
vidro, cobertas com laminulas e incubadas durante 20 min a 30 °C. A fim de minimizar a
atividade de enzimas celulares enddgenas, todos os procedimentos posteriores foram realizados
em sala friaa 8 a 10 °C.

As laminulas foram removidas e as laminas incubadas em uma solu¢do de NaOH
30 mM, NaCl 1 M, laurilsarcosina a 0,1% e EDTA 50 mM (pH 12,3) durante 1 hora. As laminas
foram lavadas trés vezes durante 20 minutos cada em uma solugdo de NaOH 30 mM e EDTA
10 mM (pH 12,4) para o desenrolamento do DNA e, em seguida, foram submetidas a
eletroforese no mesmo tampao. A eletroforese foi realizada por 20 minutos a 0,5 V/cm e 24 mA.
Apos a eletroforese, os géis foram neutralizados, submergindo as laminas em Tris HCl 10 mM
(pH 7,5) durante 10 minutos, seguido de incubacdes consecutivas por 10 minutos em etanol 76%
e 96%. Por fim, as 1aminas foram secas a temperatura ambiente, coradas com brometo de etidio
(1 mg/mL) e visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus, Tokio, Japao).

Para cada grupo experimental, 100 células foram selecionadas, codificadas e
analisadas cegamente quanto a migragdo de DNA. A leitura foi feita através de escores de

acordo com o tamanho da cauda (de nao danificado: 0 a dano maximo: 4), e o valor de indice
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de dano foi calculado para cada amostra de células. Assim, o indice de dano variou de zero
(completamente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4)

(BURLINSON et al., 2007; COLLINS, 2004).

5.6.5 Anadlise dos dados

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + EPM (Erro Padrao da Média)
de 3 experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas
entre as concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguidos pelos testes de Student Newman Keuls (p <0,05), utilizando o programa
GraphPad Prism versao 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.7 Docking molecular

A técnica de docking molecular foi utilizada com o propdsito de entender a
afinidade e os tipos de ligagdes envolvidos na interacdo entre a MENA e alguns alvos
importantes de SARM. Essa ferramenta computacional trata-se de uma sequéncia de algoritmos
que realizam uma simulacéo de encaixe molecular, tendo como base a teoria de campo de forca
classico (PINZI; RASTELLI, 2019).

5.7.1 Design e otimizacdo dos ligantes

A estrutura quimica da MENA (CID4055) foi obtida no repositério Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4055). O design dos ligantes foi realizado
usando o codigo MarvinSketch™ (CHEMAXON, 2019; CSIZMADIA, 2019). Sua
conformacao mais estavel, isto é, de menor energia foi salva e otimizada utilizando o campo de
forca Merck Molecular Force Field 94 (MMFF94), usando ciclos de 50 interacdes e algoritmo
steepest descente a partir do codigo Avogadro ™ (http://avogadro.cc/) (HANWELL et al.,
2012).

5.7.2 Obtencao e preparacao dos alvos

Foram obtidas onze estruturas de alvos proteicos relevantes para a patogénese do

SARM, que desempenham um papel crucial nas interagdes hospedeiro-patdgeno e na viruléncia
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da bactéria, disponiveis no repositério Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). Essas

estruturas foram utilizadas para avaliar o mecanismo de agdo da MENA contra os receptores do
SARM por meio de simulag¢des de docking molecular.

Os seguintes alvos foram utilizados: o alvo “Staphylococcus aureus FtsA
complexed with ATP” (PDB 3WQU), resolucdo de 2.80 A, no qual foram mantidos os ions
Mg*? (RAGUNATHAN et al., 2019); o alvo Wild-type S. aureus DHFR (PDB 2WO9G),
resolugdio de 1.95 A, no qual o inibidor cocristalizado e as moléculas de 4gua foram removidos
e o NADPH foi mantido na enzima por ser um cofator necessario para a catalise (RAIMONDI
et al., 2019; TONELLI et al., 2017); o alvo “The twinned 3.35A4 structure of S. aureus Gyrase
complex with Ciprofloxacin and DNA” (PDB 2XCT) com resolugio de 3.35 A, que teve o seu
inibidor cocristalizado removido e os ions de Mn foram mantidos na enzima DNA girase. De
maneira similar ao DNA complexado a girase, a enzima ndo complexada; “Crystal Structure of
S.A. gyrase in complex with Compound 7" (PDB 5BS3), resolugio de 2.65 A, também teve
removidos o seu inibidor cocristalizado, os ions sulfato e as moléculas de agua, os ions de Mn
foram mantidos na DNA girase (BATISTA DE ANDRADE NETO et al., 2021; DIGHE;
COLLET, 2020; KHAN et al., 2018); o alvo “5'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3'-Benzimidazole =~ Complex” (PDB
453D) com resolu¢do de 1.80 A também foi utilizado, no qual todos os residuos foram
removidos da enzima (BATISTA DE ANDRADE NETO et al., 2021); o alvo “Crystal structure
of the C(30) carotenoid dehydrosqualene synthase from Staphylococcus aureus complexed with
bisphosphonate BPH-652" (PDB 2ZCQ), resolucdo de 2.3 A, que teve os seus ions Mg
mantidos durante a sua preparagcdao (GAO; DAVIES; KAO, 2017; RIBEIRO et al., 2020); o alvo
“Crystal structure of MtID from Staphylococcus aureus at 1.7-Angstrom resolution” (PDB
5JNM) com resolugdo de 1.70 A (NGUYEN et al., 2019); o alvo “Structure of the Panton-
Valentine Leucocidin S Component from Staphylococcus aureus” (PDB 1T5R) com resolugao
de 2.00 A (HOPPE et al., 2019); o alvo “S. aureus a-hemolysin monomer in complex with Fab”’
(PDB 4IDJ), resolugdo de 3.36 A, no qual foi mantido o Fab LTM14 no alvo S. aureus a-
hemolysin sendo este, um fragmento de anticorpo monoclonal humano de alta afinidade para a
toxina alfa de Staphylococcus aureus (HOVEN et al., 2019; SUREWAARD et al., 2018); o alvo
“Crystal structure of ceftaroline acyl-PBP2a from MRSA with non-covalently bound ceftaroline
and muramic acid at allosteric site obtained by soaking” (PDB 3ZFZ) de resolucdo 2.25 A,
onde foram removidas as moléculas de dgua e o inibidor cocristalizado (AI8) da enzima e os
ions de Cl, de Cd e o0 4cido muramico foram mantidos, o antibacteriano anti-SARM [-lactamico

(1W8) também foi mantido na enzima por sua capacidade de estimular a abertura alostérica do
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sitio ativo (BATISTA DE ANDRADE NETO et al., 2021; OKWU et al., 2019); por fim, o alvo
“Crystal structure of S. aureus TyrRS in complex with SB-239629” (PDB 1J1J), resolug¢do de
3.20 A (LADE; KIM, 2021; RUBIO GOMEZ; IBBA, 2020).

A etapa de preparacao de todos os alvos foi finalizada pela remogao das moléculas

de 4gua e inibidores cocristalizados e adi¢do dos hidrogénios polares e cargas Gasteiger (YAN

et al., 2014), utilizando o codigo Autodocktools ™ (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012).

5.7.3 Procedimentos gerais de docking

A partir do c6digo AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010), foi realizado o estudo
de docking molecular, utilizando Lamarkian Genetic Algorithm (LGA), Exhaustiveness 64
(MARINHO et al., 2020) e grid de simulacdo envolvendo toda a estrutura dos alvos
selecionados por meio dos eixos (x, y, z) € size (X, y, z) para cada alvo (Tabela 2), sendo
realizadas 50 simulagdes independentes. Os resultados de docking foram analisados utilizando
os codigos Discovery studio visualizer ™ viewer (BIOVIA, 2016), Pymol (DELANO, 2020) e
UCSF Chimera ™ (PETTERSEN et al., 2004).

Sao geradas a partir de cada simulagdo de docking molecular 20 poses do ligante
com relacdo ao alvo proteico, em que a Best Pose ¢ selecionada por meio do critério de
validagdo das simulagdes RMSD (Root Mean Square Deviation) com valores de até 2 A
(YUSUF et al., 2008) e da energia de afinidade (G, com valores iguais ou inferiores a -6.0
kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014). Os valores das constantes de inibicdo (Kj)
(equacdo 1) de cada complexo formado, foram determinados a partir da energia de afinidade
(KADELA-TOMANEK et al., 2021), sendo Ki a constante de inibi¢do, AG a energia de
afinidade (kJ.mol '), R a constante do gas (8.32 J.mol'K™!) e T a temperatura absoluta (298K).

Ki = e(AG/RT) (1)

A forga das ligagdes de hidrogénio foi avaliada a partir dos valores das distancias
entre os atomos doadores e receptores, em que as interagdes que ficaram entre 2.5-3.1 A sdo
consideradas ligacdes fortes (Strong), entre 3.1-3.55 A sdo classificadas como moderadas
(Average) e superiores a 3.55 A sdo consideradas ligacdes fracas (Weak) (IMBERTY et al.,
1991).



Tabela 2 — Parametros utilizados nas simula¢des de docking molecular

Ciclo

Parede

Celular DNA EROs Fatores de Viruléncia Celular RNA
Parametros S. aureus DNA (5'- D(*CP* Panton-
grid box Wild-type gyrase GP*CP*GP*AP* C (30) carotenoid Valentine S. aureus i
S'lfttsl;;eaus S. aureus | complex with S arzzrseebés AP*TP*TP*CP*G | dehydrosqualene MtlD# Leucocidin S alpha P?B?gaj S,'raﬁ:eslﬁs
DHFR® DNA® g P*CP*G)-3")° synthase’ Component" hemolysin' Y

center _x 14.648 -4.854 17.747 -2.314 14.674 18.375 37.829 23.360 -46.689 1.716 -9.592
center y 13.801 -27.055 37.969 -28.737 21.536 54.992 35.140 71.056 13.249 38.268 18.099
center z -12.706 4.446 24.799 -27.418 9.84 38.404 18.453 23.875 40.756 44.556 93.967

size_x 106 90 126 126 52 108 92 126 76 116 74

size_y 82 90 126 126 52 100 102 126 62 84 114

size_z 126 86 126 126 86 116 126 126 126 126 92

T o Se e oo o

Estrutura cristalina de S. aureus FtsA - PDB ID: 3WQU
Estrutura cristalina de Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G
Estrutura cristalina de S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT
Estrutura cristalina de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3
Estrutura cristalina de DNA (5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') - PDB ID: 453D
Estrutura cristalina de C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ
Estrutura cristalina de MtID - PDB ID: 5]NM
Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R

Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB 1D: 4IDJ
Estrutura cristalina de Acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ
Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J




6 RESULTADOS

Figura 7 — Visdo geral dos resultados obtidos

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
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MENA (CIM =2 —32 pg/mlL)
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MENA + OXA: .| até 93%

Biofilme formado
MENA (CIM/2): |, até 42,8%
MENA (8xCIM): ., até 90,4%
MENA + OXA: | até 93,1%

Fonte: elaborada pela autora.
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6.1 Atividade antibacteriana da MENA isolada frente a cepas planctonicas de S. aureus

A MENA apresentou atividade antibacteriana frente todas as cepas de S. aureus
testadas, com valores de CIM variando entre 2 e 32 pg/mL. A maioria das cepas (95%)
apresentaram valor de CIM entre 2 e 8 pg/mL, enquanto uma tnica cepa (SARM ATCC
65398™) apresentou CIM de 32 pg/mL. Em relagdo a OXA, as cepas apresentaram CIMs entre
0,125 e 1024 ng/mL, permitindo distinguir entre cepas resistentes e cepas sensiveis (resisténcia

a oxacilina: CIM >4 ng/mL) (Tabela 3).

6.2 Atividade antibacteriana da MENA associada a OXA frente a cepas planctonicas de S.

aureus

A associacdo de MENA + OXA apresentou interagdo farmacoldgica em 70% das
cepas de S. aureus testadas. De acordo com a Tabela 3, a associacdo apresentou efeito aditivo
em 45% das cepas e efeito sinérgico em 25%, resultando na reducdo das CIMs da MENA e da
OXA em até 87,5%. Para as demais cepas, essa associacdo foi considerada indiferente (30%).

Nao foi observada interagao antagonica.
6.3 Efeito bacteriostatico da MENA
A concentracao bactericida minima (CBM) da MENA foi > 512 pg/mL para todas

as cepas testadas. O nivel de tolerancia ultrapassou o valor de 16 (Tabela 3), caracterizando a

droga como bacteriostatica (CIM/CBM > 16).
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Tabela 3 — Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da MENA e da OXA isoladas e em combinagdo, ¢ determinagdo da Concentragao

Bactericida Minima (CBM) da MENA frente a cepas de Staphylococcus aureus

CIM® (ug/mL)

Cepas® MENAsorapa  OXAisoapa  MENAcomemapa  OXAcomsiNaba ZICIF® Interpretagao CBM! Nivel de Tolerancia® Interpretagdo
S. aureus ATCC 6538™ 8 0,125 4 0,0625 1 ADI >1024 >128 Bacteriostatica
S. aureus 1* 8 2 1 0,25 0,25 SIN >1024 >128 Bacteriostatica
S. aureus 2 4 2 1 0,5 0,5 SIN >1024 >256 Bacteriostatica
S. aureus 3 4 0,25 1 0,0625 0,5 SIN 1024 256 Bacteriostatica
S. aureus 4 4 0,5 2 0,25 1 ADI 1024 256 Bacteriostatica
SARM ATCC 65398™ 32 8 32 8 2 IND >1024 >32 Bacteriostatica
SARM 1#/*%/*%* 8 256 1 32 0,25 SIN 1024 256 Bacteriostatica
SARM 2* 4 64 2 32 1 ADI 1024 256 Bacteriostatica
SARM 3* 8 256 4 128 1 ADI 512 64 Bacteriostatica
SARM 4 4 256 4 256 2 IND 512 128 Bacteriostatica
SARM 5 8 128 2 32 0,5 SIN 1024 128 Bacteriostatica
SARM 6 4 64 4 64 2 IND 1024 256 Bacteriostatica
SARM 7 4 32 4 32 2 IND 1024 256 Bacteriostatica
SARM 8 4 16 4 16 2 IND 512 128 Bacteriostatica
SARM 9 2 128 1 64 1 ADI 512 256 Bacteriostatica
SARM 10 4 1024 2 512 1 ADI 512 128 Bacteriostatica
SARM 11 8 64 4 32 1 ADI 1024 128 Bacteriostatica
SARM 12 2 64 2 64 1 ADI 512 256 Bacteriostatica
SARM 13 8 512 4 256 1 ADI 1024 128 Bacteriostatica
SARM 14 2 256 2 256 2 IND 1024 512 Bacteriostatica

Fonte: elaborada pela autora.
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Cepas de Staphylococcus aureus isoladas de coleg@o.

CIM — Concentragdo Inibitoria Minima necessaria para inibir 99% do crescimento bacteriano apds 24h a 35 + 2°C de incubagdo. MENA: Menadiona; OXA: Oxacilina. A técnica
de microdilui¢do em caldo foi realizada de acordo com o protocolo M07-A10 do CLSI (2015). A resisténcia do S. aureus foi estabelecida de acordo com o documento M07-A10,
sendo consideradas resistentes as cepas que apresentaram CIM > 4 pg/ml. A CIM foi representada pela média aritmética dos trés experimentos realizados em dias diferentes.

O efeito da interagdo entre MENA e OXA foram calculados com base na formula da Concentrag@o Inibitoria Fracionada (ICIF). A interpretagdo do resultado foi de acordo com
Jorge (2017), onde sinergismo (ICIF < 0,5), adi¢do (0,5 < ICIF <1), indiferente (1 < ICIF < 4) e antagonismo (ICIF > 4.0).

d. CBM: Concentragdo Bactericida Minima. Menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano na superficie do agar.

k

Nivel de Tolerancia = CBM/CIM. Quando a razdo CBM/MIC ¢é > 16 para cepas bacterianas, a droga ¢ considerada bacteriostatica, ¢ quando esta proporgdo ¢ < 4, a droga ¢
considerada bactericida.
Cepas selecionadas para os ensaios de biofilme.

** Cepa selecionada para os ensaios de mecanismo de agao.
***Cepa selecionada para os ensaios de microscopia eletronica de varredura (MEV).
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6.4 Interferéncia de antioxidantes na atividade antibacteriana da MENA

6.4.1 Interferéncia da NAC na atividade antibacteriana da MENA

Com o propdsito de avaliar o efeito antioxidante da NAC na possivel formagado de
EROs promovidas pela MENA, que pode estar associada ao seu efeito antibacteriano, foi
realizada a associagdo entre essas duas substancias (MENA + NAC).

Primeiramente, foi determinada a CIM da NAC para as cepas de S. aureus testadas.
Para todas as cepas, o valor da CIM foi de 4000 pg/mL (Tabela 4). A associagdo entre MENA
+ NAC mostrou-se indiferente em 100% das cepas testadas, evidenciando que o antioxidante

NAC ndo interfere na atividade antibacteriana da MENA.

Tabela 4 — Efeito antibacteriano da MENA frente a cepas de Staphylococcus aureus ap6s adigdo de

substancia antioxidante (NAC)

CIM® (ug/ml)
Cepas® MENAjsoLapa NACisoLapa MENAcompnapa NACcompinapa ZICIFC  Interpretagdo

S. aureus ATCC 6538™ 8 4000 8 4000 2 IND
S. aureus 1 8 4000 8 4000 2 IND
S. aureus 2 4 4000 4 4000 2 IND
S. aureus 3 4 4000 4 4000 2 IND
S. aureus 4 4 4000 4 4000 2 IND
SARM ATCC 65398™ 32 4000 32 4000 2 IND
SARM 1 8 4000 8 4000 2 IND
SARM 2 4 4000 4 4000 2 IND
SARM 3 8 4000 8 4000 2 IND
SARM 4 4 4000 4 4000 2 IND
SARM 5 8 4000 8 4000 2 IND
SARM 6 4 4000 4 4000 2 IND
SARM 7 4 4000 4 4000 2 IND
SARM 8 4 4000 4 4000 2 IND
SARM 9 2 4000 2 4000 2 IND
SARM 10 4 4000 4 4000 2 IND
SARM 11 8 4000 8 4000 2 IND
SARM 12 2 4000 2 4000 2 IND
SARM 13 8 4000 8 4000 2 IND
SARM 14 2 4000 2 4000 2 IND

Fonte: elaborada pela autora.
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a. Cepas de Staphylococcus aureus isoladas de colecao.

b. CIM — Concentragao Inibitoria Minima necessaria para inibir 99% do crescimento bacteriano apds 24h a 35 + 2°C
de incubagdo. MENA: Menadiona; NAC: N-acetilcisteina. A técnica de microdilui¢do em caldo foi realizada de
acordo com o protocolo M07-A10 do CLSI (2015).

c. O efeito da interagdo entre MENA e NAC foram calculados com base na féormula da Concentragdo Inibitoria
Fracionada (ICIF). A interpretacdo do resultado foi de acordo com Jorge (2017), onde sinergismo (ICIF < 0,5),
adigdo (0,5 < ICIF <1), indiferente (1 <ICIF < 4) e antagonismo (ICIF > 4.0).

6.4.2 Interferéncia do AC na atividade antibacteriana da MENA

Foi utilizado também o AC como substancia antioxidante e analisado seu efeito
sobre a CIM da MENA a partir da associagdo entre essas duas substancias (MENA + AC).

O valor da CIM encontrada para o AC em cepas de S. aureus foi > 20.000 pg/mL
para todas as cepas (Tabela 5). Como nao foi possivel determinar a CIM especifica para cada
cepa, foi utilizada uma concentracdo subtdxica de AC na concentragdo de 0,5 mM para dar
continuidade aos ensaios. Apenas a cepa S. aureus ATCC 6538™ apresentou-se indiferente para
a combinacdo com AC. Para todas as demais cepas (95%), a combinag¢do com o AC aumentou
a CIM da MENA (16 — 256 pg/mL), apresentando efeito antagdénico entre as substancias, como

mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Efeito antibacteriano da MENA frente a cepas de Staphylococcus aureus ap6ds adigao

de substancia antioxidante (AC)

CIM® (ug/ml)
Cepas® MENAisorapa  ACisotaba ~ MENAcomsmapa* ZICIFC  Interpretagido

S. aureus ATCC 6538™ 8 >20000 16 4 IND
S. aureus 1 8 >20000 32 8 ANT
S. aureus 2 4 >20000 16 8 ANT
S. aureus 3 4 >20000 16 8 ANT
S. aureus 4 4 >20000 32 16 ANT
SARM ATCC 65398™ 32 >20000 128 8 ANT
SARM 1 8 >20000 32 8 ANT
SARM 2 4 >20000 32 16 ANT
SARM 3 8 >20000 32 8 ANT
SARM 4 4 >20000 64 32 ANT
SARM 5 8 >20000 256 64 ANT
SARM 6 4 >20000 128 64 ANT
SARM 7 4 >20000 128 64 ANT
SARM 8 4 >20000 64 32 ANT
SARM 9 2 >20000 16 16 ANT
SARM 10 4 >20000 16 8 ANT
SARM 11 8 >20000 64 16 ANT
SARM 12 2 >20000 64 64 ANT
SARM 13 8 >20000 32 8 ANT
SARM 14 2 >20000 32 32 ANT

Fonte: elaborada pela autora.

a. Cepas de Staphylococcus aureus isoladas de colegao.

b. CIM - Concentragdo Inibitoria Minima necessaria para inibir 99% do crescimento bacteriano apos 24h a 35 +
2°C de incubagdo. MENA: Menadiona; AC: Acido Ascorbico. A técnica de microdilui¢io em caldo foi
realizada de acordo com o protocolo M07-A10 do CLSI (2015).

c. O efeito da interacdo entre MENA e AC foram calculados com base na formula da Concentragdo Inibitoria
Fracionada (ICIF). A interpretacdo do resultado foi de acordo com Jorge (2017), onde sinergismo (ICIF <0,5),
adi¢do (0,5 < ICIF <1), indiferente (1 < ICIF <4) e antagonismo (ICIF > 4.0).
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6.5 Analise de imagens de SARM obtidas por MEV

Foram obtidas imagens de MEV para evidenciar as alteragdes estruturais nas células
de SARM apds tratamento com diferentes combinagdes. No controle (Figura 8A e 8B), as
c¢lulas mostraram-se integras, com morfologia preservada e bem definida. Foi possivel
observar a organizacao estrutural caracteristica das células de cocos agrupados, que ¢ tipica do
S. aureus.

Apos o tratamento com MENA (Figura 8C e 8D), ocorreu perda da estrutura celular
e danos visiveis na parede celular, resultando em uma forma celular irregular e desfigurada.

Nas células tratadas com OXA isoladamente (Figura 8E e 8F) ¢ em combinagio
com MENA (Figura 8G e 8H), foram observadas células com o padrao semelhante ao destacado
anteriormente. No entanto, a associagdo de MENA + OXA resultou em danos mais acentuados,
levando a perda total da estrutura celular.

A associacdo de MENA com AC (Figura 81 e 8J) ndo apresentou efeitos
significativos na morfologia celular em comparacdo com o grupo controle. As células
mantiveram-se integras, exibindo a tipica estrutura de cocos agrupados. No entanto, na
associagdo MENA + NAC (Figura 8K e 8L), houveram alteragcdes na estrutura celular
semelhantes as observadas com o tratamento isolado de MENA. Essas observagdes indicam

que NAC nao interferiu na atividade da MENA.



Figura 8 — Microscopia Eletronica de Varredura de células planctonicas de SARM
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Fonte: elaborada pela autora.

Ae B: Controle. C e D: Células tratadas com 8 pg/mL de MENA. E e F: Células tratadas com 256 pg/mL de OXA.
G e H: Células tratadas com associagdo de MENA + OXA (8 pg/mL + 256 pg/mL). I e J: Células tratadas com
associagdo de MENA + AC (8 pg/mL + 0,5mM). K e L: Células tratadas com associacdo de MENA + NAC (8
pg/mL + 4000 pg/mL). Foram utilizadas ampliagdes de 20000x ¢ 80000x.
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6.6 Acao antibacteriana da MENA isolada e associada a OXA sobre biofilmes de S. aureus

Devido a relevancia de avaliar a atividade antibacteriana da MENA frente cepas
dispostas na forma de biofilme, foram realizados ensaios para determinar essa possivel

atividade em cepas de SASM e SARM.

6.6.1 Reducdo da viabilidade celular em biofilme formado de S. aureus

De acordo com o Grafico 1, foi possivel constatar que a MENA, isoladamente ¢ em
combinac¢do com a OXA, provocou redugdo da viabilidade celular em biofilme formado, tanto
para a cepa sensivel quanto para as cepas resistentes. A partir da concentragao subinibitoria da
MENA (CIM/2), foi possivel observar uma redugdo de até 42,8% da viabilidade celular em
relacdo ao controle de crescimento para todas as cepas testadas. Na maior concentragdo de
MENA utilizada (8xCIM), essa reducao observada foi de até 90,4% da viabilidade celular.

No que se refere as combinacdes de MENA + OXA, apenas SARM 2 e SASM 1
demonstraram uma redug¢ao significativa quando comparadas a OXA isolada (p < 0,05). Houve
reducdo de 91,2% na cepa SARM 2 e de 50,1% na SASM 1 para a combinagdo MENA + OXA
em suas respectivas CIMs combinadas. Para a combinacdo MENA + OXA nas CIMs isoladas,

a reducdo na cepa de SARM 2 foi de 93,1% e a cepa SASM 1 foi reduzida em 64,1%.



Grafico 1 — Perfil da MENA frente a biofilme formado de Staphylococcus aureus
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Fonte: elaborado pela autora.
*p < 0,05 — todos os resultados foram comparados com o controle de crescimento e determinados por ANOVA
seguido pelo teste de teste de Tukey.
**p < 0,05 — os resultados obtidos da associagdo MENA + OXA foram comparados com a OXA isolada e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
ANOVA: Anélise da variancia; MENA: Menadiona; OXA: Oxacilina; Controle: meio de cultura + inéculo.
SARM 1 — MENA: 4 pg/mL (CIM/2), 8 ug/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), 32 pg/mL (4xCIM), 64 pg/mL
(8XCIM); OXA: 256 ug/mL (CIM); MENA + OXA: 1+ 32 p,g/mL (CIMCOMBINADA da MENA + ClMCOMBINADA
da OXA), MENA + OXA: 8 +256 ug/mL (CIM|so|_ADA da MENA + CIMisoLapa da OXA).
SARM 2 - MENA: 2 pg/mL (CIM/2), 4 ng/mL (CIM), 8 ug/mL (2xCIM), 16 pg/mL (4xCIM), 32 pg/mL (8xCIM);
OXA: 64 ug/mL (CIM); MENA + OXA: 2 + 32 p,g/mL (CIMCOMBINADA da MENA + ClMcowmgsinaba da OXA),
MENA + OXA: 4 + 64 ug/mL (CIM|so|_ADA da MENA + CIMsoLapa da OXA).
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SARM 3 — MENA: 4 pg/mL (CIM/2), 8 pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), 32 pg/mL (4xCIM), 64 pg/mL
(8XCIM); OXA: 256 ug/mL (CIM); MENA + OXA: 4 + 128 pg/mL (CIMcomeinapa da MENA + ClMcomesinaDA
da OXA), MENA + OXA: 8 + 256 ug/mL (CIM|50|_ADA da MENA + CIMsoLapa da OXA).

SASM 1 — MENA: 4 pg/mL (CIM/2), 8 pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), 32 pg/mL (4xCIM), 64 ng/mL
(8xCIM); OXA: 2 ug/mL (CIM); MENA + OXA: 1 + 0,25 pg/mL (CIMcomeinapa da MENA + ClMcomeinaba da
OXA), MENA + OXA: 8 + 2 ug/mL (CIM;soLapa da MENA + ClM;soLapa da OXA).

6.6.2 Reducéo da viabilidade celular em biofilme em formacéo de S. aureus

Tratando-se de biofilme em formagdo, foi observado que a MENA, isolada e em
combinac¢do com a OXA, também provocou reducdo da viabilidade celular, tanto para a cepa
sensivel como para as cepas resistentes. A partir da concentragdo subinibitoria da MENA
(CIM/2), foi possivel observar uma reducao de até 45,2% da viabilidade celular em relagdo ao
controle de crescimento para todas as cepas testadas. Enquanto na maior concentracdo de
MENA utilizada (8xCIM), essa reducdo observada foi de até 92,1% da viabilidade celular
(Gréfico 2).

No que se refere as combinagdes de MENA + OXA, as cepas SARM 1, SARM 2 e
SASM 1 demonstraram uma redugdo significativa no nimero de células viaveis quando
comparadas a OXA isolada (p < 0,05) (Grafico 2). Para a cepa SARM 1, apenas a combinagao
MENA + OXA em suas CIMs isoladas apresentaram redug¢do significativa, com uma redugao
de 93,2% da viabilidade celular. Houve reducao de 89,8% na cepa SARM 2 e de 65,6% na
SASM 1 para a combinagdo MENA + OXA, em suas respectivas CIMs combinadas. Para a
combinacdo MENA + OXA nas CIMs isoladas, a redugdo na cepa de SARM 2 foi de 93% e a
cepa SASM 1 foi reduzida em 89,3%.



Grafico 2 — Perfil da MENA frente a biofilme em formacao de Staphylococcus aureus
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Fonte: elaborado pela autora.
*p < 0,05 — todos os resultados foram comparados com o controle de crescimento e determinados por ANOVA
seguido pelo teste de teste de Tukey.
**p < 0,05 — os resultados obtidos da associagio MENA + OXA foram comparados com a OXA isolada e

determinados por ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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ANOVA: Analise da variancia; MENA: Menadiona; OXA: Oxacilina; Controle: meio de cultura + inéculo.
SARM 1 — MENA: 4 pg/mL (CIM/2), 8 pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), 32 pg/mL (4xCIM), 64 pg/mL
(8XC|M), OXA: 256 pg/mL (CIM); MENA + OXA: 1 + 32 pg/mL (CIMcomeiNADA da MENA + ClMcowmsinaDA
da OXA), MENA + OXA: 8 + 256 pg/mL (CIMjsoLapa da MENA + CIMsoLapa da OXA).
SARM 2 - MENA: 2 pg/mL (CIM/2), 4 ug/mL (CIM), 8 ug/mL (2xCIM), 16 pg/mL (4xCIM), 32 pg/mL (8xCIM);
OXA:64 pg/mL (CIM); MENA + OXA: 2 + 32 pg/mL (CIMcomeinapa da MENA + ClMcomeinapa da OXA),
MENA + OXA: 4 + 64 pg/mL (CIMisoLapa da MENA + CIMisoLapa da OXA).
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SARM 3 — MENA: 4 pg/mL (CIM/2), 8 pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), 32 pg/mL (4xCIM), 64 pg/mL
(8XC|M); OXA: 256 ug/mL (CIM); MENA + OXA: 4+ 128 ug/mL (CIMCOMBINADA da MENA + CIMcomsinADA
da OXA), MENA + OXA: 8 + 256 pg/mL (CIMisoLaba da MENA + CIMsoLapa da OXA).

SASM 1 — MENA: 4 pg/mL (CIM/2), 8 pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), 32 pg/mL (4xCIM), 64 ng/mL
(8xCIM); OXA: 2 ug/mL (CIM); MENA + OXA: 1 + 0,25 pg/mL (CIMcomeinapa da MENA + ClMcomeinaba da
OXA), MENA + OXA: 8 + 2 ug/mL (CIM;soLapa da MENA + CIM;soLapa da OXA).
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6.7 Mecanismos de morte celular envolvidos na agao antibacteriana da MENA

Uma vez evidenciada a agéo antibacteriana da MENA frente a cepas de S. aureus,
foi investigado o seu possivel mecanismo de morte celular envolvido a partir de uma cepa

clinica representativa de SARM.

6.7.1 Reducdo da viabilidade celular

A avaliagdo da reducdo da viabilidade celular foi realizada utilizando o método de
exclusao por iodeto de propidio, o qual se baseia na premissa de que células viaveis possuem
membranas celulares integras, impedindo a entrada do iodeto de propidio, enquanto células
mortas possuem membranas danificadas, permitindo a penetragdo do corante no nucleo e,
consequentemente, a marcagao do DNA.

De acordo com o Grafico 3, as seguintes concentragdes apresentaram valor
estatisticamente significativo (p < 0,05) em relacdo ao controle: a MENA isoladamente
apresentou redugdo das células viaveis nos valores de 44,3% e 56,3% para as concentragdes de
CIM e 2xCIM, respectivamente. J& em associagdo, a MENA + OXA apresentou acentuada
redugdo, com o valor de 79,3%. A OXA apresentou reducao de 43,2% e a VANCO foi capaz de
reduzir a viabilidade celular em cerca de 38,7%. A associacdo de MENA + OXA apresentou um
aumento significativo de células ndo vidveis (p < 0,05) em comparagdo com o uso isolado da
OXA.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre o grupo tratado
com AC e o grupo controle. No entanto, quando o AC foi combinado com a MENA, houve uma
diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) de 31,2% em comparacdo ao grupo controle.
Além disso, a combinagdo com AC resultou em uma redugdo significativa (p < 0,05) das células
ndo viaveis em compara¢do com o uso isolado de MENA (CIM), indicando que o AC diminuiu

os efeitos antibacterianos da MENA.
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Grafico 3 — Avaliacdo da reducédo da viabilidade celular em células de SARM por meio da
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Fonte: elaborado pela autora.

*p < 0,05 — todos os resultados foram comparados com o controle negativo e determinados por ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls.

**p < 0,05 — os resultados obtidos da associagdo MENA + OXA foram comparados com a OXA (CIM) e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

***p < 0,05 — os resultados obtidos da associagdo MENA + AC foram comparados com a MENA (CIM) e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

ANOVA: Andlise da variancia; VANCO: Vancomicina; OXA: Oxacilina; MENA: Menadiona; AC: Acido
Ascorbico. Controle: meio de cultura (BHI).

VANCO: 4 pg/mL (CIM) — controle de morte; OXA: 256 pg/mL (CIM); MENA: 8 pg/mL (CIM); MENA: 16
pg/mL (2xCIM); MENA + OXA: 8 + 256 pg/mL (CIMisoLapa da MENA + CIMisoLapa da OXA); AC: 0,5 mM,
equivalente a 88,06 pg/mL (concentragdo fixada); MENA + AC: 8 pg/mL + 0,5mM (CIMsoLapa da MENA +
concentracéo fixada de AC).

6.7.2 Producdo de EROs

Foi empregado o corante CM-H;DCFDA para avaliar a producdo de EROs. Este
corante é oxidado na presenca de especies reativas, produzindo o composto altamente
fluorescente DCF (diclorofluoresceina), o qual possibilita a quantificacdo das mesmas.

Com base nos resultados do Grafico 4, as células tratadas com MENA na

concentracao de CIM e de 2xCIM apresentaram valores de 31,8% e 44,8% para a produgado de
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EROs, respectivamente. A associagdo de MENA + OXA foi capaz de aumentar a producao de
EROs para 65,23%. A VANCO apresentou valor de 13,8% para a produ¢ao de EROs e a OXA
de 7,6%. Todos os resultados mencionados acima apresentaram significincia estatistica (p <
0,05) quando comparados ao controle. A associagao de MENA + OXA apresentou um aumento
significativo na produ¢do de EROs (p < 0,05) em comparagao com o uso isolado da OXA.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre o grupo tratado
com AC e o grupo controle. No entanto, quando o AC foi combinado com MENA, foi
observada uma diferenca significativa (p < 0,05) de 16,7% em relacdo ao controle. Além disso,
a combinacdo com AC resultou em uma reducéo significativa (p < 0,05) na producdo de EROs
em comparacgao com o uso isolado de MENA (CIM), indicando que o AC reduziu os efeitos
oxidativos da MENA.

Gréfico 4 — Avaliacdo da produgdo de EROs em células de SARM
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Fonte: elaborado pela autora.

*p < 0,05 — todos os resultados foram comparados com o controle negativo e determinados por ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls.

**p < 0,05 — os resultados obtidos da associagdo MENA + OXA foram comparados com a OXA (CIM) e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

***p < 0,05 — os resultados obtidos da associacdo MENA + AC foram comparados com a MENA (CIM) e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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ANOVA: Andlise da variancia; VANCO: Vancomicina; OXA: Oxacilina; MENA: Menadiona; AC: Acido
Ascorbico. Controle: meio de cultura (BHI).

VANCO: 4 pg/mL (CIM) — controle de morte; OXA: 256 pg/mL (CIM); MENA: 8 pg/mL (CIM); MENA: 16
pg/mL (2xCIM); MENA + OXA: 8 + 256 pg/mL (CIMisoLaba da MENA + CIMsoLapa da OXA); AC: 0,5 mM,
equivalente a 88,06 ug/mL (concentragdo fixada); MENA + AC: 8 pg/mL + 0,5mM (CIMsoLapa da MENA +
concentragdo fixada de AC).

6.7.3 Dano ao DNA

O ensaio cometa alcalino mede rupturas dos filamentos de DNA no nivel de uma
unica célula. Conforme o Gréafico 5, ocorreram lesdes no DNA induzidas pelo tratamento com
VANCO, OXA, MENA (CIM), MENA (2xCIM) e MENA + OXA de forma significativa (p <
0,05) em relagdo ao controle. A combina¢ao de MENA + OXA foi a mais eficaz na promogao
de danos no DNA. A associagdio de MENA + OXA também apresentou um aumento
significativo de danos ao DNA (p < 0,05) em comparag@o com o uso isolado da OXA.

O tratamento com AC ndo causou danos significativos em comparagdo ao controle
(p > 0,05), mas, em combina¢do com a MENA, mostrou significancia estatistica (p < 0,05) em
relagdo ao controle. Além disso, a combinagdo de MENA + AC resultou em uma redugao
significativa (p < 0,05) de danos ao DNA em comparagdo com o uso isolado de MENA (CIM),
indicando que o AC reduziu o dano ao DNA promovido pela MENA.
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Grafico 5— Avaliacdo do indice de dano ao DNA em células de SARM através do ensaio cometa
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Fonte: elaborado pela autora.

*p < 0,05 — todos os resultados foram comparados com o controle negativo e determinados por ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls.

**p < 0,05 — os resultados obtidos da associagdo MENA + OXA foram comparados com a OXA (CIM) e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

***p < 0,05 — os resultados obtidos da associacdo MENA + AC foram comparados com a MENA (CIM) e
determinados por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

ANOVA: Anélise da variancia; VANCO: Vancomicina; OXA: Oxacilina;, MENA: Menadiona; AC: Acido
Ascdrbico. Controle: meio de cultura (BHI).

VANCO: 4 pg/mL (CIM) — controle de morte; OXA: 256 ug/mL (CIM); MENA: 8 pug/mL (CIM); MENA: 16
pg/mL (2xCIM); MENA + OXA: 8 + 256 pg/mL (CIM sorapa da MENA + CIMisoLapa da OXA); AC: 0,5 mM,
equivalente a 88,06 pg/mL (concentragdo fixada); MENA + AC: 8 pg/mL + 0,5mM (CIMsoLapa da MENA +
concentracdo fixada de AC).

Para cada grupo experimental 100 células foram analisadas. A leitura foi feita através de escores de acordo com o
tamanho da cauda (de ndo danificado: 0 a dano maximo: 4). O valor de indice de dano foi calculado para cada
amostra de células. Assim, o indice de dano variou de zero (completamente intacta: 100 células x 0) a 400 (com
dano maximo: 100 células x 4).



Tabela 6 — Valores de energia de afinidade, RMSD, Ki e pKi dos complexos formados

6.8 Interacdo da MENA com alvos de SARM
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O mecanismo de acdo da MENA contra receptores SARM foi avaliado por meio de

simulagdes de docking molecular com onze alvos. Destacam-se trés complexos receptor-ligante

que apresentaram maiores valores para energia de afinidade, formados entre a MENA e os

receptores S. aureus gyrase complex with DNA® (-7.8 kcal/mol), S. aureus gyrase® (-7.5

kcal/mol) e C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase® (-7.6 kcal/mol) (Tabela 6). Foi

possivel observar que todos os complexos apresentaram valores para RMSD, menores que 2.0

A, estando assim dentro do padrio de idealidade (de até 2.0 A). A Tabela 6 também apresenta

as constantes de inibicdo dos complexos formados, sendo observada a variagao de valores Ki

de 1.92 x 10%a 4.74 x107°. Usando o Ki calculado foi determinado o pKi dos complexos, em

que obtivemos valores pKi de 4.32 a 5.72.

Energia

Receptor (keal/mol) Ki pKi  RMSD (A)
S. aureus FtsA? -7.1 6.26 x10°¢ 5.20 0.945
. -6
Wild-type S. aureus DHFR® 7.1 6.26 x10 5.20 0.559
. -6
S. aureus gyrase complex with DNA® 78 1.92x 10 5.72 0.450
S. aureus gyrase® 7.5 3.19x10°  5.49 0.470
DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP* -6.0 4.00x10°  4.40 0.459
CP*QG)-3")°
. -6
C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase' 7.6 2.69x 10 5.57 1.656
MtIDe -6.1 3.38x10° 447 1.096
_ -5
Panton-Valentine Leucocidin S Component® 39 4.74x10 432 0.436
S. aureus alpha hemolysin' -6.5 1.72x10°  4.76 1.274
Acyl-PBP2a/ -6.8 1.04x10° 498 1.280
-7.3 447x10° 535 0.582

S. aureus TyrRS*

Se ho o0 o

Estrutura cristalina de S. aureus FtsA - PDB ID: 3WQU
Estrutura cristalina de Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G

Estrutura cristalina de S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT

Estrutura cristalina de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3

Estrutura cristalina de DNA (5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") - PDB ID: 453D

Estrutura cristalina de C(30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ

Estrutura cristalina de MtID - PDB ID: 5]NM

Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1TSR
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i. Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 41DJ
J. Estrutura cristalina de Acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ
K. Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J

Em relagdo as interagdes envolvidas na formacao dos complexos receptor-ligante
(Tabela 7), foram identificadas sete interagdes com o complexo MENA - S. aureus FtsA, sendo
trés hidrofobicas com os residuos Leul09B (4.92 A), Tyr183B (4.76 A), Phe372B (3.62 A),
uma ligacdo de hidrogénio (1.92 A) envolvendo o residuo Vall26B, um empilhamento n—n
(4.67 A) com Phe372B e duas cation—t com o residuo Argl13B (4.03 e 4.36 A). O complexo
MENA - Wild-type S. aureus DHFR ¢ formado predominantemente por interacdes hidrofobicas
com Leu20A (3.71 €4.51 A), I1e50A (3.73 ¢ 5.00 A), NDP1160A (4.90 A); o complexo também
apresentou duas ligagdes de hidrogénio com Ser49A (2.14 A) e NDP1160A (2.54 A). O
complexo MENA - S. aureus gyrase complex with DNA ¢ formado por dez interagdes, sendo
duas hidrofobicas com os residuos Alal180B (5.15 A), Phel1331B (4.73 A), quatro ligagdes de
hidrogénio com Ser1173B (3.05 A), GIn1267B (2.39 A), Gua4E (3.55 A), Ade18H (2.32 A),
duas do tipo liga¢io de hidrogénio doador m com Gua4E (2.97 € 3.27 A) e duas n-n em forma
de T com GuadE (4.96 ¢ 5.48 A). O complexo MENA - S. aureus gyrase é formado por cinco
interacdes, sendo uma hidrofébica com Met1113D (5.30 A), duas ligagdes de hidrogénio com
Argl092D (2.83 A), Gly1115D (2.63 A) e duas n-n em forma de T com Phe1097D (4.70 ¢ 5.03
A). O complexo MENA - DNA (5'-D (*CP*GP*CP*GP*AP* AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3")
¢ formado por trés ligacdes de hidrogénio envolvendo os residuos GualOA (1.87 e 3.07 A),
Gual6B (2.48 A), uma interagdo dnion-t com Gual2A (4.83 A) e uma de empilhamento n—n
com Gual6B (5.80 A). O complexo MENA - C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase é
formado predominantemente por interacdes hidrofobicas envolvendo os residuos Metl5SA
(5.12A), Phe22A (4.38 A), Phe26A (4.72 A), Tyrd1A (5.04 A), Alal34A (4.71 A), Vall37A
(4.73 € 5.33 A), Leul64A (5.19 A) e duas interagdes de empilhamento m—m com Phe22A (3.84
e 492 A). O complexo MENA - MtID ¢ formado por quatro interagdes hidrofobicas com
Prol68A (3.91, 4.81 e 4.82 A), Arg268A (4.99 A), uma liga¢io de hidrogénio com Asn271A
(2.14 A) e duas anion-t com Asp267A (3.40 e 4.13 A). O complexo MENA - Panton-Valentine
Leucocidin S Component ¢ formado por quatro interagdes, sendo duas ligacdes de hidrogénio
com Lys43C (1.98 A), Ser128D (3.50 A), uma hidrofobica com 11e92C (5.11 A) e uma de
empilhamento -t com Tyr41C (5.38 A). O complexo MENA - S. aureus alpha hemolysin é
formado predominantemente por interacdes hidrofobicas com Ile43A (5.00 A), Val54A (4.39,
473 ¢4.92 A), Leul16A (4.52 A), Val124A (5.45 A) e uma ligagdo de hidrogénio com Ser41A
(3.15 A). O complexo MENA - Acyl-PBP2a ¢é formado por dez interacdes, sendo oito
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hidrofébicas com Leul47A (4.60 e 5.43 A), Leul47B (3.95 A), Lys148A (5.26 A), Lys148B
(3.49 e 5.37 A), Lys318A (5.18 A), Lys318B (4.81 A); e duas ligacdes de hidrogénio com
Lys318B (1.81 A) e IW8A (3.58 A). O complexo MENA - S. aureus TyrRS é formado por uma
interagdo hidrofébica com Leu70A (4.82 A) e uma ligagdo de hidrogénio com Gly38A (2.66

A).

Tabela 7 — Interagdes entre a MENA e os receptores SARM

Receptor Residuo Interacio Distancia (A)
Leul09B Hidrofobica 4.92
Tyr183B Hidrofobica 4.76
Phe372B Hidrofobica 3.62
S. aureus FtsA? Val126B Ligagdo de hidrogénio 1.92
Phe372B Empilhamento m—n 4.67
Argl13B Cation—r 4.03
Argl13B Cation—r 4.36
Leu20A Hidrofobica 3.71
Leu20A Hidrofobica 4.51
[le50A Hidrofobica 3.73
Wild-type S. aureus DHFR® Tle50A Hidrofobica 5.00
NDP1160A Hidrofobica 4.90
NDP1160A Ligacdo de hidrogénio 2.54
Ser4d9A Ligacdo de hidrogénio 2.14
Alall80B Hidrofobica 5.15
Phel331B Hidrofobica 4.73
Ser1173B Ligacdo de hidrogénio 3.05
GIn1267B Ligacdo de hidrogénio 2.39
. aureus gyrase complex with DNA® Gua4E Ligacdo de hidrogénio 3.55
Gua4E Ligagdo de hidrogénio doador nt 2.97
Gua4E Ligagdo de hidrogénio doador nt 3.27
Adel8H Ligacdo de hidrogénio 2.32
Gua4E n-t em forma de T 4.96
Gua4E n-n em forma de T 5.48
Metl1113D Hidrofébica 5.30
Argl092D Ligacdo de hidrogénio 2.83
S. aureus gyrased Glyl115D Ligacao de hidrogénio 2.63
Phel1097D n-t em forma de T 4.70
Phel1097D n-t em forma de T 5.03
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GualOA Ligacdo de hidrogénio 1.87

GualOA Ligacdo de hidrogénio 3.07

DNA, gS'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP* Gual6B Ligacdo de hidrogénio 248
9 Gual2A Anion-n 4.83
Gual6B Empilhamento n—n 5.80

Metl15A Hidrofobica 5.12

Phe22A Hidrofobica 4.38

Phe26A Hidrofobica 4.72

Tyrd1A Hidrofobica 5.04

C (30) carotenoid dehydrosqualene synthasef Alal33A Hidrofbica 7
Vall37A Hidrofobica 4.73

Vall37A Hidrofobica 5.33

Leul64A Hidrofobica 5.19

Phe22A Empilhamento m—n 3.84

Phe22A Empilhamento m—n 4.92

Prol68A Hidrofobica 3.91

Prol68A Hidrofobica 4.81

Prol68A Hidrofobica 4.82

MtID® Arg268A Hidrofdbica 4.99
Asn271A Ligacdo de hidrogénio 2.14

Asp267A Anion-n 3.40

Asp267A Anion-n 4.13

[1e92C Hidrofobica 5.11

Panton-Valentine Leucocidin S Componenth bys#3C Ligagio de hidrogémo 198
Ser128D Ligacdo de hidrogénio 3.50

Tyr41C n-n em forma de T 5.38

lle43A Hidrofobica 5.00

Val54A Hidrofobica 4.39

Val54A Hidrofobica 4.73

S. aureus alpha hemolysini Val54A Hidrofobica 4.92
Leull6A Hidrofobica 4.52

Vall24A Hidrofobica 5.45

Ser41A Ligacao de hidrogénio 3.15

Leul47A Hidrofobica 4.60

Leul47A Hidrofébica 5.43

Acyl-PBPZaj Leul47B Hidrofébica 3.95
Lys148A Hidrofébica 5.26

Lys148B Hidrofébica 3.49

Lys148B Hidrofébica 5.37




82

Lys318A Hidrofobica 5.18
Lys318B Hidrofébica 4.81
Lys318B Ligacdo de hidrogénio 1.81
1W8A Ligacdo de hidrogénio 3.58
, Leu70A Hidrofobica 4.82
S. aureus TyrRS
Gly38A Ligacdo de hidrogénio 2.66

XU o STe e oo o

Estrutura cristalina de S. aureus FtsA - PDB ID: 3WQU

Estrutura cristalina de Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G
Estrutura cristalina de S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT
Estrutura cristalina de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3

Estrutura cristalina de MtlD - PDB ID: 5JNM

Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 4IDJ
Estrutura cristalina de Acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ
Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J

Estrutura cristalina de DNA (5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') - PDB ID: 453D
Estrutura cristalina de C(30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB 1D: 2ZCQ

Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R
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Na figura 9, ¢ possivel visualizar as interagdes envolvidas na formacao dos trés principais

complexos receptor-ligante formados entre a MENA e SARM.

Figura 9 — Interacdes dos complexos formados entre a MENA e os alvos S. aureus gyrase

complex with DNA (a), S. aureus gyrase (b) e C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase (c)
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7 DISCUSSAO

O desenvolvimento de terapias para microrganismos MDR nao acompanha a rapida
taxa de aquisicdo de resisténcia por esses patogenos, evidenciando a necessidade premente de
novas abordagens terapéuticas (LEWIS, 2020; PUSHPAKOM et al., 2019; ZHENG; SUN;
SIMEONOY, 2018). O reposicionamento de farmacos ¢ uma alternativa para superar a escassez
de novos antibioticos, buscando descobrir novas indicagdes terapéuticas para medicamentos ja
existentes, minimizando o tempo e 0s custos necessarios para desenvolver novos tratamentos
eficazes (FARHA; BROWN, 2019; HUA et al., 2022).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que a MENA apresentou
atividade antibacteriana frente a cepas planctonicas de S. aureus sensiveis e resistentes a
meticilina, com concentragdes inibitorias minimas variando entre 2 pg/mL e 32 pg/mL. Esse
resultado reforga a ag@o antibacteriana da MENA ja mencionada em alguns estudos anteriores.
Ganjun et al. (2014) observaram em seus estudos efeito anti-SARM da MENA em que as CIMs
variaram entre 8§ e 16 pg/mL. Dey, Ray e Hazra (2014) constaram que ha inibicdo do
crescimento de isolados sensiveis e resistentes a meticilina a partir de 32 pg/mL. Enquanto que
para Schlievert et al. (2013) essa concentragdo foi de 3,1 pg/mL. Esses estudos corroboram com
os nossos resultados, ratificando a presenga do efeito antibacteriano frente as cepas sensiveis e
resistentes de S. aureus mediante baixas concentragoes de MENA.

A literatura disponivel discute em poucos estudos a associacdo da MENA com
antimicrobianos e ndo ha analises que mostrem sua atividade em combinacao com OXA frente
a cepas de S. aureus at¢ o momento. Contudo, estudos conduzidos por Andrade et al. (2017)
mostraram que a MENA, quando em associacdo com aminoglicosideos, apresentou uma
reducdo das CIMs, indicando uma relagdo sinérgica. Outros estudos evidenciaram a reducao da
CIM de antibioticos, como norfloxacino e eritromicina, apds a associagdo com uma
concentracao subinibitéria de MENA (CIM/S; 8 pg/mL) (TINTINO et al., 2018). Em relagdo
as quinonas, a plumbagina; 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, um composto 1,4-NQ, ja foi
descrita como uma substancia que apresenta efeito aditivo e sinérgico quando associada a OXA
frente a cepas de SARM e SASM (RONDEVALDOVA; NOVY; KOKOSKA, 2015). Outro
estudo mostra a a¢do do composto 1,4-NQ, que mostrou funcionar sinergicamente em
combina¢do com antibidticos B-lactdmicos usados contra SASM e SARM (YAP et al., 2021).

O presente estudo evidenciou que a associagdo de MENA e OXA apresentou efeito

sinérgico e aditivo na maioria dos isolados de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina. Foi
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possivel observar esse efeito através da MEV, no qual as células bacterianas apresentaram um
dano mais significativo quando a OXA foi usada em associagdo com a MENA.

Uma explicagdo para isso ¢ que as quinonas sao compostos bioativos capazes de
interagir com proteinas, levando a inativagao e perda de fun¢ao. Em células microbianas, eles
podem ter como alvo adesinas, polipeptidios da parede celular e enzimas ligadas a membrana.
Por exemplo, a MENA pode funcionar como um inibidor ndo seletivo de varias proteinas de
ligagdo a penicilina, incluindo aquelas relacionadas a resisténcia estafilocdcica
(RONDEVALDOVA; NOVY; KOKOSKA, 2015; SCHIEBER, 2018).

Nos ensaios in silico, a MENA mostrou afinidade pelo alvo Acil-PBP2a, com uma
energia de ligacdo de -6,8 kcal/mol. Apesar de ndo ter sido a interagdo mais favoravel em termos
energéticos em comparagdo com outros alvos, isso sugere o potencial da MENA para se ligar a
PBP2a, uma proteina modificada encontrada em cepas resistentes de S. aureus. A inibi¢do dessa
proteina pode restaurar a sensibilidade da cepa bacteriana a oxacilina, aumentando a eficacia
desse antibiotico no combate as infecgdes. A interagdo com esse alvo pode servir como um
mecanismo complementar, contribuindo para o aumento da atividade observada quando a OXA
¢ combinada com a MENA.

Um importante mecanismo de viruléncia do S. aureus ¢ a sua capacidade de formar
biofilmes. O biofilme pode conferir aos microrganismos resisténcia aos antibidticos disponiveis,
pois sua estrutura confere grande protecdo contra agentes antimicrobianos (CHEUNG; BAE;
OTTO, 2021; SAUER et al.,, 2022). Como evidenciado em nossa pesquisa, a MENA
demonstrou atividade eficaz tanto em biofilmes ja formados quanto em estagios iniciais de
formacao, sendo capaz de reduzi-los de forma significativa mesmo quando aplicada em
concentracdes subinibitodrias. Isso destaca a poténcia da MENA no combate aos biofilmes.

Um estudo conduzido por Mone et al. (2022) evidenciou o efeito antibiofilme da
MENA em cepas resistentes de S. aureus ja em concentragdes subinibitorias de MENA, na
CIM/4 (64 ng/mL) houve uma redugdo de até 90% na inibigdo tanto de biofilmes formados
quanto em formagdo. Os resultados obtidos no presente estudo estio em consonancia com os
achados anteriores mencionados. A producdo de EROs pela MENA pode estar relacionada a
sua atividade antibiofilme, uma vez que esses compostos podem induzir a variabilidade
genética, promover a morte celular em regides especificas do biofilme e, possivelmente, regular
o desenvolvimento do biofilme bacteriano (CAP; VACHOVA; PALKOVA, 2012; PAUL et al.,
2021).
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Ao analisar a combinagcdo de MENA e OXA na atua¢do em biofilmes, ¢ possivel
observar que em isolados que responderam menos ao tratamento com OXA isoladamente, a
associagdo com MENA tornou esses isolados mais susceptiveis aos efeitos da OXA. Isso
significa que, em biofilmes onde a OXA teve uma menor atuacao, a associagdo com MENA
amplificou seus efeitos. No entanto, em isolados que ja demonstraram eficacia na inibi¢do do
biofilme com a OXA isoladamente, a associagdo com MENA tornou-se dispensavel devido a
falta de significancia estatistica na reducdo da viabilidade celular dos biofilmes.

Para elucidar os potenciais mecanismos de acdo envolvidos na atividade
antibacteriana da MENA, foi realizada uma investigagdo abrangente empregando diversas
técnicas, como citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e abordagens in silico,
incluindo o docking molecular.

A geracdo de EROs ¢ um mecanismo essencial na atividade antimicrobiana,
abrangendo patogenos diversos, inclusive os MDR, que representam um desafio significativo
no tratamento e controle de infeccdes (MEMAR et al., 2018; MONE et al., 2022). As quinonas,
por sua vez, sao moléculas altamente oxidantes, capazes de estabelecer ciclos redox com seus
radicais semiquinonas, 0s quais sdo extremamente instdveis e reagem rapidamente com o
oxigénio, resultando na formagdo de EROs, como superoxido, peréxido de hidrogénio e,
finalmente, o radical hidroxila. A produgdo excessiva de EROs pode induzir estresse oxidativo
dentro das células, causando danos as macromoléculas celulares, incluindo lipidios, proteinas
e DNA (JUAN et al., 2021; SIES, 2020).

Neste estudo, foi constatado que a producao de EROs pela MENA apresenta uma
relagdo dose-dependente. Quando associada a OXA, apresentou um aumento consideravel na
formacdo de EROs, indicando uma possivel correlagdo com o aumento da atividade
antibacteriana da MENA quando em associacdo com a OXA em cepas de S. aureus. Estudos
sugerem que a alta atividade redox ocasionada pelas 1,4-NQs ¢ um dos fatores responsaveis da
morte bacteriana em células de S. aureus (DE ANDRADE NETO et al., 2018; LINZNER et al.,
2020; RAVICHANDIRAN et al., 2019; WANG et al., 2016). Adicionalmente, outros estudos
sustentam que a producao de EROs em células de S. aureus aumenta de maneira exponencial
com o aumento da concentragdo de MENA (DEY; RAY; HAZRA, 2014).

Nos estudos in silico, observou-se a interacdo da MENA com alvos-chave na
viruléncia de SARM. Um dos principais alvos identificados foi a enzima C (30) carotenoid
dehydrosqualene synthase (-7.6 kcal/mol). Sua inibicdo pode tornar o microrganismo mais

suscetivel a danos causados pelas EROs. Estudos anteriores ja evidenciam a atividade de 1,4-
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NQs sobre a inibigdo da sintese de estafiloxantina, indicando uma abordagem promissora para
lidar com a viruléncia de cepas de S. aureus (ELMESSERI et al., 2022; PAUL et al., 2021;
RIBEIRO et al., 2020).

A interacao da MENA com essa enzima ¢ interessante, uma vez que a MENA nao
apenas induz estresse oxidativo nas células, mas também atua de forma complementar, inibindo
esse alvo relacionado a prote¢do contra o estresse oxidativo em cepas de S. aureus, otimizando,
dessa forma, os danos causados pelas EROs (GAO; DAVIES; KAO, 2017).

Outro resultado significativo a ser destacado em relagdo ao mecanismo de acao da
MENA ¢ a indugdo de danos no DNA. Foi constatado que a MENA apresenta efeito dose-
dependente nos danos causados no DNA de S. aureus e, quando combinada com a OXA, seus
efeitos no DNA sdo ainda mais evidentes. Estudos sugerem que esses danos no DNA também
podem estar relacionados com o aumento do estresse oxidativo (KAZMIERCZAK-
BARANSKA; KARWOWSKI, 2022; SOULIOTIS et al., 2020).

A interagdo da MENA com os receptores S. aureus gyrase complex with DNA (-7.8
kcal/mol) e S. aureus gyrase (-7.5 kcal/mol) obtidas através do docking molecular
complementam os resultados de dano ao DNA provocado pela MENA. No qual a MENA
também atua no DNA bacteriano através da ligagdo com a enzima DNA girase. 1,4-NQs tém
sido estudadas por sua atividade em relagdo a essa enzima. Karkare et al. (2013) demonstrou
que a diospirina e a 7-metiljuglona inibem a reag@o de superenrolamento catalisada pela enzima
girase em cepas de S. aureus, E. coli e M. tuberculosis.

Levando em consideracao que um dos principais mecanismos de acado da MENA ¢
a producao de EROs, que desencadeia grande parte de sua agdo antibacteriana (CRIDDLE et
al., 2006; KAZMIERCZAK-BARANSKA; KARWOWSKI, 2022), foi investigada a
associacdo da MENA com antioxidantes para avaliar essa relagdo. A NAC ¢ um derivado da
cisteina com atividade antioxidante, agindo tanto indiretamente aumentando a sintese de
glutationa como diretamente doando elétrons para neutralizar radicais livres através do grupo
tiol (-SH) (ALDINI et al., 2018). O AC, por sua vez, age diretamente na neutraliza¢do de
radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio, reduzindo o estresse celular oxidativo
(NJUS et al., 2020).

Foi constatado que a associacio da MENA com antioxidantes resultou em
diferentes efeitos. Enquanto a NAC nao influenciou a atividade antibacteriana da MENA, o AC

antagonizou seus efeitos. No MEV, foi possivel observar a reversao do efeito antibacteriano da
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MENA pela associagdo com AC. Esses achados indicam que os antioxidantes possuem
diferentes capacidades modulatorias quando combinados com a MENA em cepas de S. aureus.

A auséncia de glutationa em bactérias Gram-positivas, incluindo S. aureus, pode ser
a explicagdo para esse resultado. Nem todas as cepas de S. aureus possuem a capacidade de
sintetizar essa molécula e sua presenga ou auséncia pode variar entre diferentes isolados da
bactéria (LENSMIRE et al., 2021; MASIP; VEERAVALLI; GEORGIOU, 2006; SMIRNOVA;
OKTYABRSKY, 2005). Uma vez que a acao antioxidante da NAC ¢ em grande parte mediada
pelo aumento da sintese de glutationa, isso pode justificar sua aparente falta de efeito em
associacdo com a MENA em cepas de S. aureus.

Analisando os resultados adicionais da associacdo de AC e MENA obtidos por
citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia, observamos seu efeito protetor. Foi
observado que o AC reduziu significativamente a produg¢do de EROs, preveniu danos ao DNA
e aumentou a viabilidade celular, revertendo, assim, os efeitos antibacterianos da MENA. Essas
descobertas sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel crucial na atividade
antibacteriana da MENA.

Além disso, a MENA apresentou efeito bacteriostatico consistente em todos os
isolados testados, corroborando os achados de Yap et al. (2023) em cepas de SARM e SASM.
E relevante ressaltar que outros derivados de 1,4-NQs também manifestaram essa atividade
(ADUSETI et al., 2019; RIFFEL et al., 2002), fortalecendo a importancia desses compostos como
possiveis agentes antibacterianos.

O efeito bacteriostatico da MENA esta correlacionado com a reducao na viabilidade
celular das bactérias. Essa reducao pode ser atribuida as alteracdes no DNA bacteriano causadas
pelos danos ao material genético induzidos pelo estresse oxidativo gerado pelas EROs
(DWYER etal., 2012; IMLAY, 2013). Além disso, a MENA também pode interferir em enzimas
essenciais envolvidas na replicagdo do DNA bacteriano, como a DNA girase, como
demonstrado neste estudo. Essa interferéncia combinada contribui para a diminui¢do na
viabilidade celular e para o efeito bacteriostatico observado.

Os resultados indicam uma possivel relagao entre os niveis elevados de EROs e os
efeitos antibacterianos da MENA, que podem ser amplificados devido as suas propriedades
lipofilicas. Nossas observagdes destacam a correlagao entre a redugdo na produgdo de EROs e
a diminui¢do dos danos ao DNA, enfatizando o papel crucial desse mecanismo nos efeitos
subsequentes observados. Além disso, a MENA interage com a DNA girase, levando a inibi¢ao

da replicacdo bacteriana. Adicionalmente, interfere na sintese de estafiloxantina, um fator de
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protecdo contra o estresse oxidativo em células bacterianas. Acredita-se que essas interagdes
com alvos especificos contribuam para os efeitos antibacterianos observados da MENA em
cepas de S. aureus.

A utilizagdo de formulagdes topicas contendo agentes antibacterianos eficazes tem
se mostrado uma ferramenta valiosa no controle de infecgdes causadas por S. aureus
(CHIRAYATH et al., 2019; RUKAVINA et al., 2018). Essa estratégia eficaz visa reduzir a
citotoxicidade e aprimorar a eficacia no tratamento de infec¢des, enquanto direciona o agente
diretamente ao local da infec¢ao, minimizando a exposicao sistémica e os efeitos colaterais,
além de contribuir para reduzir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (LAM et al., 2018).

Formulagdes a base de baixas concentracdes de MENA, em combina¢do com a
OXA, apresentam-se como uma alternativa atraente no tratamento de biofilmes. Outra
aplicacdo promissora seria a utilizagdo desse composto em superficies abioticas, contribuindo
para a reducdo de infecgdes associadas a procedimentos médicos e trazendo uma empolgante
perspectiva para sua aplicag@o na prevencao de infeccdes hospitalares.

Os dados obtidos confirmam que a MENA atua efetivamente como um composto
antibacteriano através de diferentes vias de acdo em cepas de SARM, mostrando ser um 6timo

candidato na terapia de combinag¢do com antibioticos, especialmente aplicado em biofilmes.
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8 CONCLUSAO

A MENA demonstrou um efeito antibacteriano significativo contra cepas de S.
aureus, tanto em forma planctonica quanto em biofilme, inclusive contra cepas resistentes a
meticilina. A combinagdo da MENA com a OXA mostrou um efeito sinérgico e aditivo,
especialmente na reducdo de biofilmes com baixa suscetibilidade a OXA. Os mecanismos
envolvidos nessa atividade incluem a geracao de EROs e danos ao DNA, que foram revertidos
pela adi¢do de acido ascorbico. O estresse oxidativo induzido pela MENA parece ser o principal
responsavel pelos seus efeitos antibacterianos. Além disso, a MENA também se ligou a alvos
relacionados a importantes fatores de viruléncia de SARM. Assim, a MENA pode ser
considerada um adjuvante no tratamento de infec¢des causadas por S. aureus. No entanto, sdo
necessarios mais estudos para compreender melhor os mecanismos de acdo da MENA contra S.

aureus, especialmente em relacdo a sua aplicabilidade in vivo.
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