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RESUMO

O cancro citrico € uma das doencas mais preocupantes no ambito da citricultura. Causado pela
bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri esta doenca caracteriza-se pela aparigédo de
lesbes eruptivas e corticosas, castanho-amareladas em diversas partes aéreas das mais variadas
espécies de Citros, sendo algumas mais susceptiveis que outras. Além disso, a infeccdo bacteriana
na planta hospedeira desencadeia algumas alteracGes fisioldgicas e metabdlicas da planta dentre
elas a producdo demasiada de etileno, o que causa outro sintoma caracteristico da doenca, a queda
prematura de frutos, o maior problema que o cancro citrico acarreta, uma vez que os frutos ndo
estdo maduros e prontos o suficiente para serem colhidos e comercializados, podendo gerar
prejuizo ao citricultor. Até o0 momento ndo ha substancias que sejam eficientes contra a bactéria
Xanthomonas citri. Existem apenas medidas paliativas e, essencialmente, preventivas tais como a
utilizacdo de quebra ventos nos pomares, controle de mudas sadias, controle da larva minadora
(Phyllocnistis citrella) e pulverizacdo massiva de solucdes de cobre fixo. A aplicacdo de solucdes
cUpricas é prejudicial ao meio ambiente, uma vez que o cobre tem efeito toxico, cumulativo,
carcinogénico e mutagénico, em pequenas quantidades. Sabe- se, também que ha genes de
resisténcia ao cobre, ja existentes em X. citri.

Paralelamente ao setor citricola, tem-se a industria farmacéutica e o extremo desafio em descobrir
e produzir novas classes de antimicrobianos que apresentem capacidade de aniquilar diversas
bactérias patogénicas de interesse clinico. O grande problema enfrentado, neste caso, € 0 uso
incorreto de antimicrobianos existentes combinado com o aumento desenfreado de resisténcia
bacteriana e ainda com a burocracia e alto custo nas pesquisas de ponta visando novas substancias
bioativas.

Considerando a necessidade da obtencdo de novas classes de substancias potencialmente ativas e
com menor taxa de toxicidade, tanto no setor citricola quanto farmacéutico, nosso grupo de
pesquisa, em colaboragdo com o Instituto de Quimica (Laboratdrio de Quimica Verde Medicinal)
da UNESP de Séo José do Rio Preto e Universidade de Groningen, na Holanda, objetivaram a
sintese de classes de compostos derivados de substancias naturais, a fim de avaliar sua capacidade
antimicrobiana frente ao fitopatdgeno Xanthomonas citri subsp. citri bem como a alguns
microrganismos de interesse clinico e modelos microbiolégicos, tais como B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa, S. enterica Typhimurium, E. faecalis e S. aureus. Ao todo foram testadas trés classes
de compostos sintéticos derivadas de curcumina e chalconas pelo método de microdiluicdo
REMA. Também foi investigado o0 modo de acdo dos compostos que foram bioativos, através de
diversas técnicas: ensaio da integridade de membrana citoplasmaética, ensaio de disrupcao de septo
de divisdo celular, analise com FT-IR, analise da atividade GTPasica de FtsZ (associado ao septo
de divisdo celular), avaliacdo de sintese de macromoléculas através de radiomarcadores (para
DNA, RNA, proteinas e parede celular) e dosagem de ATP intracelular para avaliar perturbacdo
na via energeética.

Nove compostos foram ativos contra B. subtilis, seis contra X. citri e dois contra S. aureus,
atingindo um percentual de inibi¢do de crescimento bacteriano maior que 90%. Testes realizados
em plantas infectadas com X. citri, tratada com os compostos, mostraram a eliminacdo da
capacidade de causar cancro comparado aos controles negativos. Os testes do modo de acéo
destes compostos sugeriram que alguns podem ter agdo multi target, outro composto mostrou a¢ao
especifica na desestruturagdo da integridade da membrana citoplasmatica e outro ainda
demonstrou agir na disrupc¢éo do septo de divisdo celular bacteriana. No entanto analises futuras e
novos testes do modo de acdo podem confirmar e completar esses resultados.

Palavras-chaves: Xanthomonas citri subsp. citri, cancro citrico, patogénicos, compostos
sintéticos, antimicrobianos.



ABSTRACT

Citrus canker is one of the most worrying diseases in the citrus industry. Caused by Gram-
negative bacteria Xanthomonas citri subsp. Citri this disease is characterized by the
appearance of eruptive, yellow-brown lesions in several aerial parts of the most varied Citrus
species, some being more susceptible than others. In addition, the bacterial infection in the
host plant triggers some physiological and metabolic changes of the plant, among them the
production of too much ethylene, which causes another characteristic symptom of the disease,
premature fruit drop, the biggest problem that citrus canker causes, since the fruits are not ripe
and ready enough to be harvested and marketed, may cause harm to the farmer. To date there
are no substances that are effective against the bacterium Xanthomonas citri. There are only
palliative and, essentially, preventive measures such as the use of windbreaks in orchards,
control of healthy seedlings, control of the larvae (Phyllocnistis citrella) and massive spraying
of fixed copper solutions. The application of copper solutions is harmful to the environment,
since copper has a toxic, cumulative, carcinogenic and mutagenic effect, in small amounts. It
is also known that copper resistance genes already exist in X. citri.

Parallel to the citrus industry, there is the pharmaceutical industry and the extreme challenge
of discovering and producing new classes of antimicrobials that have the capacity to Kill
several pathogenic bacteria of clinical interest. The major problem faced in this case is the
misuse of existing antimicrobials combined with the unbridled increase in bacterial resistance
and still with the bureaucracy and high cost in cutting-edge research aiming new bioactive
substances.

Considering the need to obtain new classes of potentially active substances with a lower
toxicity rate, both in the citrus and pharmaceutical sectors, our research group, in
collaboration with the Institute of Chemistry (Laboratério de Quimica Verde Medicinal) of
UNESP of S&o José do Rio Preto and the University of Groningen, in the Netherlands, aimed
to synthesize classes of compounds derived from natural substances in order to evaluate their
antimicrobial capacity against the phytopathogen Xanthomonas citri subsp. Citri as well as to
some microorganisms of clinical interest and microbiological models such as B. subtilis, E.
coli, P. aeruginosa, S. enterica Typhimurium, E. faecalis and S. aureus. In all, three classes of
synthetic compounds derived from curcumin and chalcones were tested by the REMA
microdilution method. It was also investigated the mode of action of the compounds that were
bioactive, through several techniques: cytoplasmic membrane integrity assay, cell division
septum disruption assay, FT-IR analysis, analysis of GTPase activity of the FtsZ (associated
with the cell division septum), evaluation of macromolecular synthesis through radiolabels
(for DNA, RNA, proteins and cell wall) and dosage of intracellular ATP to evaluate
disturbance in the energy pathway.

Nine compounds were active against B. subtilis, six against X. citri and two against S. aureus,
reaching a percentage of inhibition of bacterial growth greater than 90%. Tests performed on
plants infected with X. citri treated with the compounds showed the elimination of the ability
to cause canker compared to the negative controls. The mode of action tests of these
compounds suggested that some may have multi target action, another compound showed
specific action on cytoplasmic membrane integrity disturbance and another still showed to act
on bacterial cell division septum disruption. However, future analyzes and new mode of
action tests can confirm and complete these results.

Key-words: Xanthomonas citri subsp. Citri, citrus canker, pathogens, synthetic compounds,
antimicrobials.
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1. INTRODUCAO GERAL

O setor agricola aquece a economia de diversos paises, contribuindo para o PIB, geracao
de empregos além da movimentacdo de produtos entre um pais e outro. Dentro do setor
agricola o Brasil domina, mundialmente, a exportacdo de laranja doce, onde 98% de sua
producdo é exportada (NEVES, 2010). A maior produgdo fica concentrada nos Estados de Séo
Paulo e Parand, embora sejam as regides onde mais apresentem problemas relacionados a
doencas que acometem os citros. No geral, a citricultura brasileira sofre com barreiras
legislativas e fitossanitarias no mercado de exportacdes, justamente por ndo estar livre de
doencas vinculadas ao Citrus como é o caso do greening, CVC, morte sUbita e cancro citrico,
por exemplo. Esta Ultima doenca ganha destaque neste trabalho e tem despertado muita
preocupacdo, uma vez que ndo ha tratamento eficaz que confira a erradicagdo permanente.
O cancro citrico é causado pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri e
embora possua cinco tipos diferentes de cancrose, a cancrose tipo A é a mais severa e
agressiva de todas elas, a qual é causada pela bactéria citada (BRUNINGS et al., 2003;
SCHAAD et al, 2005). Os sintomas gerados quando a bactéria infecta a planta sdo lesdes
circulares, corticosas, salientes, de coloracdo castanho-amarelada e aspecto eruptivo
(BITANCOURT, 1957; ROSSETTI, 1981; NAMEKATA, 1991; ROSSETTI, 1993;). A
grande problematica de pomares infectados com cancro citrico é, principalmente a ocorréncia
da queda prematura de frutos que ficam inapropriados para a comercializacao, prejudicando o
agricultor e seu lucro.
Em 2017 foi estabelecida uma nova legislacdo para o cancro citrico e de acordo com essa
nova lei federal, Instru¢cdo Normativa n°. 37 de 05/09/2016 (IN 37), as estratégias de controle
do cancro citrico sdo dependentes do status fitossanitario da doenca na area. Existem quatro
cenarios que podem ser encontrados na regido onde ha plantacdo de Citrus: Area com praga
ausente; Area livre da praga (ALP); Area sob erradicacdo ou supressdo e Area sob sistema de
mitigacdo de risco (SMR). No estado de S&o Paulo, foi determinado pela Resolugéo da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento n°. 10 de 20/02/2017 (Resolucdo SAA 10), que a
estratégia de controle oficial adotada a partir de 2017 é o0 SMR, onde a doenca passa a ser
controlada por um conjunto de medidas de manejo como, por exemplo, 0 monitoramento e
controle de mudas sadias, transito de pessoas e equipamentos, instalacdo de quebra ventos,
controle do minador dos Citrus, utilizacdo de indutores de resisténcia, além do uso massivo da
pulverizagdo com solugdes cupricas (cobre fixo); tudo objetivando reduzir o impacto da
doencga na producdo. (FUNDECITRUS, 2018).

Entretanto sabe-se que 0 cobre apresenta pouca ou
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nenhuma acdo curativa sobre o cancro citrico. Sua acéo reduz a chance de infecgdo trazendo
uma acdo mais preventiva (LEITE JUNIOR et al., 1987). Além disso, o cobre é um metal
toxico em quantidades pequenas e com efeito cumulativo no solo, agua, frutos; outro fator
preocupante quando pensa-se em seu uso de maneira massiva. Alguns estudos, também, ja
reportaram genes de Xanthomonas com resisténcia ao cobre (BEHLAU et al., 2011).
Paralelamente ao setor agricola tem-se a industria farmacéutica que sofre inimeras barreiras
burocraticas bem como cientificas na pesquisa e descoberta de novos agentes com potencial
antimicrobiano, que futuramente podem tornar-se farmacos. Algumas bactérias tém
desenvolvido resisténcia de maneira desenfreada e, embora seja considerado um fendmeno
ecoldgico que responde frente ao uso de antibidticos e sua presenca no ambiente, a pesquisa
por novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento desses
microrganismos resistentes e de infeccGes oportunistas fatais (LEVY, 1991; PENNA et al.,
2001). Farmacos com novos mecanismos de acdo deverdo apresentar vantagens no combate a
microrganismos resistentes e a emergéncia de novos patdgenos. Vale ainda ressaltar que
muitos protétipos que sdo pesquisados e desenvolvidos acabam nédo sendo adequados para uso
como farmacos devido a problemas relacionados a farmacocinética, por isso a necessidade de
testes e buscas por novos compostos de grande eficacia e aplicabilidade.

Embora a bactéria Bacillus subtilis, comumente, ndo seja patogénica, é muito utilizada pela
sua relevancia como micorganismo modelo de bactéria Gram-positiva (MOSZER et al, 2002)
em Microbiologia, por ter tamanho relativamente grande e ser de facil cultivo. Apresenta
forma de bastonete, produz endosporos e tem algumas enzimas tdxicas. Bioensaios com B.
subtilis sdo utilizados para analisar sua resposta mediante ao experimento e estimar se a
mesma resposta é valida para outras bactérias patogénicas Gram-positivas. De acordo com a
literatura B. subtilis tem sido usado como modelo de bactéria para varios estudos bioldgicos
como ensaios de mecanimos de acdo de compostos com acdo antimicrobiana (MATIAS et
al., 2005; MULLER et al., 2016), estudos de divisdo celular (PINHO et al., 2013), dentre
outros.

Finalmente, diante de todo esse contexto faz-se necessaria a busca por novos agentes
antimicrobianos com eficacia contra Xac, considerando uma op¢do mais concreta e, talvez,
mais “ecologicamente correta”. Além disso, a avaliacdo da atividade antimicrobiana com B.
subtilis é testada neste trabalho com intuito de compreender o mecanismo de acdo dos
compostos, caso sejam bioativos, em Gram-positivas. Portanto, este estudo objetivou a
realizacdo da sintese de compostos derivados de curcumina e chalconas, classe de compostos

naturais, e posterior avaliacdo da atividade antimicrobiana contra Xanthomonas citri, Bacillus
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subtilis e alguns microrganismos de interesse clinico tais como: E. coli, S. aureus, E. faecalis,
P. aeruginosa e S. enterica Typhimurium, forcenidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FioCruz).
O modo de acdo dos compostos bioativos também foi investigado. Ao todo foram testadas
trés séries, sendo elas curcuminoides, hidroxichalconas e metoxichalconas. O modo de agédo
de cada um dos compostos bioativos foi avaliado de acordo com diversas técnicas para
investigar acdo em membrana citoplasmatica, sintese protéica, divisdo celular, sintese de

DNA, sintese de RNA e sintese de parede celular.

2. OBJETIVOS

2.1.O0BJETIVO GERAL
Avaliacdo da capacidade antimicrobiana e investigacdo do modo de acdo de classes de
compostos sintéticos, visando o combate ao cancro citrico e doencas relacionadas a patégenos

de interesse clinico.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

1) Sintese de Curcuminoides, Hidroxichalconas e Metoxichalconas (realizado em
colaboragdo com o Laboratdrio de Quimica Verde e Medicinal - UNESP de S&o Jose
do Rio Preto);

2) Avaliacdo da atividade antimicrobiana em X. citri; B. subtilis e patogénicos de
interesse clinico (E. coli, S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e S. enterica
Typhimurium);

3) Ensaios do Mecanismo de a¢do dos compostos bioativos em X. citri; B. subtilis e S.
aureus;

4) Teste em planta, para avaliar a capacidade dos compostos eliminarem sintomas de

cancro;
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CAPITULO |
HIDROXICHALCONAS E METOXICHALCONAS SINTETICAS: UMA
ALTERNATIVA NO COMBATE AO CANCRO CITRICO

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1.A citricultura brasileira

A citricultura é uma atividade mundialmente importante e possui relevancia
econdmica em sua producdo para mais de 80 paises, sendo que os citros sdo cultivados em
diferentes regides concentrando-se, predominademente, em &reas tropicais e subtropicais
(SENTELHAS, 2005). O maior produtor de tangerina e grapefruit é a China. A producdo de
limdo e lima é dominada pela México. Ja a lideranca mundial de producdo e exportacdo de
laranja doce € assumida pelo Brasil (MARKESTRAT E CITRUSBR, 2018). As primeiras
exportacdes datam de 1962 e a partir dai a citricultura tem contribuido definitivamente pra o
desenvolvimento do Brasil, o qual detém 76% da producdo mundial de suco de laranja e 98%
de exportacdo de tudo o que produz (NEVES, 2017). De acordo com o Cadastro Geral de
Empregados e Desempregados (Caged), ligado ao Ministério do Trabalho, ndo ha outro setor
do agronegdcio que empregue tanto quanto o setor citricola no estado de Sdo Paulo gerando
um emprego para cada nove hectares. JA o setor de cana, por exemplo, necessita de 80
hectares para garantir um emprego (CAGED, 2017).

Mesmo ocupando a lideranca no ranking da exporacdo de laranja doce mundial, a
citricultura brasileira tem enfrentado problemas nos Gltimos anos. Em 2012 encarou uma de
suas maiores crises, ocasionada por fatores climaticos, fitopatoldgicos e mercadoldgicos, que
impactou a safra de 2013/2014 (CONAB, 2013). O pais sofre barreiras legislativas e
fitossanitarias em grandes mercados importadores como os Estados Unidos e a Comunidade
Europeia, pois o Brasil ndo é considerado area livre de doengas como o greening, CVC, pinta
preta e cancro citrico. Portanto, medidas rigorosas de inspecéo e legislativas sdo determinadas
e o Brasil as deve cumprir além de tentar impedir, a0 maximo, a entrada e estabelecimento de
doengas em pomares de Citrus (FUNDECITRUS, 2018).
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1.2.0 cancro citrico

O cancro citrico é causado pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri
(Xac). Essa doenca originou-se na Asia, onde ocorre de forma endémica em todos os paises
produtores (FUNDECITRUS, 2018). Foi registrada em territorio brasileiro desde 1957,
inicialmente na regido de Presidente Prudente/SP (BITTANCOURT, 1957).

Existem cinco tipos de cancroses descritos até 0 momento, 0s quais sdo denominados
“A”, “B”, “C”, “D” e “E”. Cada tipo de cancrose tem sua caracteristica epidemiologica
definida em diversos aspectos, porém a cancrose de maior relevancia e preocupacao é a do
tipo A (também conhecida como “asiatica”), pois € a forma mais severa e agressiva propagada
da doenca, além do seu amplo espectro de infeccdo em diversos cultivares de Citrus.
(BRUNINGS E GABRIEL, 2003; SCHAAD et al, 2005). Porém existem diferencas de
suscetibilidade entre eles, ou seja, existem genotipos menos suscetiveis que apresentam
menos sintomas e progresso da doenca mais lento comparado a outros genotipos. Em ordem
crescente de suscetibilidade temos: Ponkan, Mexerica do rio, Limdo Tahiti, Laranja Péra,
Laranja Valéncia, Laranja Natal, Tangor Murcote, Limdo Cravo, Laranja Hamlin, Laranja
Baianinha, Limé&o Siciliano, Limédo Galego e Pomelo (FUNDECITRUS, 2018).

O numero de produtores que encontram cancro citrico em seus pomares tem
aumentado em todas as regides do estado de Sdo Paulo. Especialistas acreditam que muitos
citricultores ainda n&o descobriram a existéncia da doenga em suas propriedades por ndo fazer
a inspecdo de cancro ou até mesmo por ndo saber identificar seus sintomas. Portanto, o
combate ao cancro citrico € um dos maiores desafios da citricultura paulista. A Figura 1
mostra um levantamento de arvores com incidéncia de sintomas, no estado de Séo Paulo,
deixando claro que a regido de VVotuporanga é a que tem maior incidéncia de arvores doentes
(FUNDECITRUS, 2018).
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Figura 1. Arvores com sintoma de cancro por regiao

CINTURAO CITRICOLA = 11,71% DAS ARVORES SINTOMATICAS

SETORES 39,97
PERCENTUAL DAS ARVORES SINTOMATICAS
18,46
8,51
N NORTE » NOROESTE » CENTRO 0,86 » SUL 1,42, SUDOESTE

Tridngulo Mineiro, Votuporanga e Matdo, Porto Ferreira Avaré e
Bebedouro e Altindpolis Sao José do Rio Preto Duartina e Brotas e Limeira Itapetininga

REGIOES

PERCENTUAL DAS ARVORES SINTOMATICAS

A BAIXA

INTERMEDIARIA

ALTA

NIVEL DE INCIDENCIA

INTERMEDIARIA

' BAIXA

Fonte: FUNDECITRUS, 2018
Para melhor compreensdo e em termos didaticos o ciclo do cancro citrico pode ser

dividido em quatro fases de acordo com a entrada da Xac no pomar, danos que ela causa as
plantas e disseminacdo da doenca por toda area. As fases do ciclo sdo: 1) Colonizacao -
consiste no inicio da doenca que é quando os sintomas aparecem. O cancro ndo € uma doenca
sistémica e, portanto, as bactérias apenas colonizam o local infectado, onde enzimas séo
liberadas para degradacdo de células e obtencdo de nutrientes. Esse rompimento celular
provoca morte de células e necrose com lesdes. A diminuicdo dos espacos intercelulares
também é acompanhada de acimulo de goma xantana, produzida pela Xac, e resulta num
tecido infectado com aparéncia de encharcado e escurecido, ja que a agua fica retida no
xilema devido a capacidade higroscopica da goma (PADMANABHAM et al., 1973). A partir
dai o processo de colonizacdo bacteriana continua radialmente iniciando-se nas margens das
lesbes. Nesta fase a temperatura é um fator extremamente relevante, uma vez que a
temperatura 6tima para a multiplicacdo de Xac esta entre 25°C a 35°C. 2) Infecgdo — Xac se
instala na planta. Ao se depositar na planta, apos disseminacdo por chuvas, restos de colheita,
pessoas ou veiculos transitando pela lavoura, Xac pode colonizar a superficie foliar de

maneira epifita, fase em que a bactéria coloniza a planta sem causar doenca (PALAZZO el.
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al., 1984); todavia quando as condi¢des ambientais tornam-se favordveis e o hospedeiro
apresenta uma porta de entrada natural (estdbmatos, hidatodios, lenticelas) ou por ferimentos
(causados pelo homem, espinhos, maquinas, abrasdo de particulas de poeira, atrito entre
partes da planta, e por insetos, como o minador dos citros - Phyllocnistis citrella), Xac
coloniza os espacos intercelulares pela ativagdo da expressdo de genes ligados a
patogenicidade e viruléncia (LAIA, 2007). A penetragdo bacteriana é ainda mais favorecida
qguando se formam peliculas de adgua sobre a superficie da folha (BROWN, 2001; GRAHAM
et al., 1992). Também ha producdo de polissacarideos extracelulares como a goma xantana
(BROWN, 2001). 3) Disseminacdo — esta fase é caracterizada pela capacidade da bactéria se
espalhar de uma lesdo para as demais partes da planta ou para outras plantas do pomar, a
partir de uma lesdo previamente formada. A agua, novamente é um fator importante para
disseminar a doenca (veiculo para a bactéria), porém o vento também é outro fator que auxilia
na disseminacdo da bactéria. A disseminacdo da doenca pode estar vinculada a acdo de
chuvas, do homem, méaquinas, ferramentas, equipamentos, mudas, material de colheita e/ou
vestuarios infestados. 4) Sobrevivéncia — finalmente o cancro citrico pode permanecer em
lesGes antigas e ser disseminado ano ap6s ano. Em condicGes favoraveis, na presenca de agua
e aberturas naturais da planta ou ferimentos, a bactéria reinicia a infecgdo e o ciclo da doenca.
Fora da planta Xac possui um curto periodo de sobrevivéncia, sendo que ndo ha plantas
hospedeiras que ndo sejam os citros, tampouco estruturas que garantam mais tempo de
sobrevivéncia como, por exemplo, esporos. (FUNDECITRUS, 2018).

Os sintomas que acometem plantas contaminadas com cancro citrico ndo sdo o maior
problema enfrentado no ambito da citricultura, pois raramente uma planta morre em
detrimento desta doenca. No entanto o estresse bidtico gerado altera todo rendimento e
producdo da planta e esta por sua vez responde a esse estresse com a producdo de inUmeras
substancias, tais como o etileno, que ocasiona um desequilibrio hormonal (CROZIER et al.
2001) e seu excesso induz a queda prematura de frutos, sintoma caracteristico da doenca.
Uma vez que ndo estdo maduros o suficiente e sofrem queda prematura, os frutos tornam-se
inaproveitaveis comercializagdo (BROWN 2001; RYBAK et al., 2009).

Quando as plantas sdo acometidas pelo cancro citrico podem apresentar lesdes nos
mais variados 6rgdos da parte aérea da planta (SCHUBERT; SUN, 1996). As les6es de cancro
caracterizam-se por serem circulares, corticosas, salientes, de coloracdo castanho amarelado e
aspecto eruptivo (BITTANCOURT, 1957; GOTTWALD et al., 1988; GOTTWALD et al.,
1989; ROSSETTI, 2001), conforme mostra a Figura 2. Devido aos grandes prejuizos que o0

agente etiolégico do cancro citrico causa foram feitas inUmeras tentativas de se descobrir
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maneiras bem sucedidas para o controle da doenga, cujo marco principal no histérico da busca
de solucionar tal problemaética foi o sequenciamento completo do genoma de Xac (DA SILVA
et al. 2002), que garantiu possibilidades de implementar estratégias na engenharia genética,
buscando genes alvos e utilizando para expressdo de patogenicidade e/ou viruléncia. Além
disso, sabe-se que ndo ha cura para o cancro citrico, pois ndo héa defensivos agricolas eficazes
contra a doenca, h& apenas acdo preventiva com a pulverizacdo de solugbes cupricas em
pomares. No entanto, sabe-se que o cobre € altamente toxico para 0 meio ambiente e tem se
buscado alternativas que possam substituir a utilizacdo de solugdes cupricas nos pomares de
Citrus.

Figura 2. Lesdes tipicas de cancro citrico

Fonte: Agrolink e Fundecitrus

1.3.Utilizac&o de solugbes cupricas em pomares

A aplicacdo de cobre nos pomares de Citrus ndo previne a entrada da bactéria, mas
ajuda a minimizar a quantidade de sintomas aparente nas plantas bem como a queda
prematura de frutos (FUNDECITRUS, 2018). Todas as solucdes cUpricas utilizadas para
pulverizar os pomares citricolas sdo a base de cobre fixo — compostos quimicos tais como
oxido cuproso, oxicloreto de cobre e hidroxido de cobre. H4 um motivo para as aplicacBes
serem feitas com cobre fixo e ele é explicado pela baixa solubilidade dos cobres fixos em

agua, garantindo efeito residual na planta. Em outras palavras, quando pulverizados nos
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pomares, tais compostos formam uma pelicula protetora e atuam preventivamente na planta
(FUNDECITRUS, 2018). Embora a pulverizacdo de cupricos reduza a perda de culturas e
ajudem a controlar o cancro citrico, eles também podem afetar negativamente o meio
ambiente (BEHLAU et al., 2017a).

Em 2008 o cobre ganhou atengdo quando a Environmental Protection Agency (EPA)
dos EUA registrou mais de 200 superficies de cobre como agentes antimicrobianos. Ficou
documentado que o mecanismo de acdo dos compostos cupricos seria por meio da morte por
contato, apesar de ainda ndo estar completamente elucidado (GRASS et al, 2010). Zambolin
et al (1995) sugeriram que 0 mecanismo de acdo era por meio da penetracdo no interior dos
organismos e a partir disso provocava rea¢des quimicas ndo especificas entre grupamentos
presentes nas protefnas (sulfidrilicos (SH), amino (NH?) e hidroxilicos (OH)), com &cidos
nucleicos e seus precursores em rotas metabolicas, desestabilizando o metabolismo das
bactérias e fungos.

Muitos estudos sugerem acdo antibacteriana do cobre. Falndez et al (2004)
registraram inibicdo do crescimento de C. jejuni e S. enterica quando permaneceram em
contato com superficies de cobre. Aguiar (2009) também mostrou a acdo bactericida do cobre,
porém agora com nanoparticulas testadas contra S. aureus e Pseudomonas aeroginosa. Para
Xac também ha efeito quando se pulveriza cobre nos pomares de Citrus, embora sua acdo
preventiva seja a forma mais bem sucedida. Todavia, pesquisas ja notificaram que
bactericidas cupricos pulverizados podem reduzir o desenvolvimento do cancro citrico,
(LEITE JUNIOR et al., 1987), comprovando uma pequena acdo curativa. Porém, segundo
Maciel (1994), inumeros estudos ja foram feitos com o objetivo de avaliar a verdadeira
capacidade dos cupricos no ambito do controle do cancro, e foi concluido que a eficacia
desses produtos estd apenas na acdo protetiva dos tecidos suscetiveis a entrada da bactéria.
Tem-se observado também que as pulverizagbes sdo mais bem sucedidas no controle do
cancro citrico quando outras medidas sdo adotas, simultaneamente, como por exemplo,
colocacdo de quebra ventos e a poda de tecidos lesionados, visando a diminuicdo das fontes
de indculo (CANTERQOS, 2005).

Algumas decisbes legislativas acabam piorando o problema, pois, sem querer,
estimulam o uso massivo de produtos cupricos. Em margo de 2017 entrou em vigor a
Normativa 37 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Essa lei
permite ao produtor a implementagéo de um plano de mitigagéo da doenca em alguns estados
como, por exemplo, S8o Paulo (&rea de maior producdo de laranjas do mundo). Nesse

contexto, assume-se que a bactéria tem condicdo endémica, conforme ja ocorre nos estados ao
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sul do Brasil, Argentina e Florida. O sistema de mitigagdo requer algumas medidas de
controle tais como o plantio de laranjeiras menos suscetiveis a doenca, a implantacdo de
barreiras verdes com o intuito de reduzir a disseminacao de Xac através das chuvas e do vento
e a pulverizacdo de quantidades massivas de formulacGes cupricas. Entretanto o cobre é
altamente toxico em pequenas quantidades, além de ter efeito cumulativo no solo, frutas e
agua, podendo causar efeitos adversos no crescimento das raizes e na absor¢do de nutrientes
pelas arvores citricas (FAN et al., 2011; FONES et al., 2013; BRUNETTO et al., 2016;
CORNU et al., 2017). Ainda, Halliwell e Gutteridge (1986) descobriram que o cobre pode
entrar em contato com radicais hidroxila altamente reativos e causar danos ao DNA, o que
pode garantir mutacdes e cancer.

Behlau et al. (2011) identificaram a existéncia de genes em Xac com resisténcia ao
cobre, tornando ainda mais dificil a erradicacdo da bactéria. Outros estudos associados a
linhagens de X. citri resistentes ao cobre tém sido amplamento explorados (BEHLAU et al.,
2013; RICHARD et al., 2016; BEHLAU et al., 2017b; RICHARD et al., 2017) e comprovam
gue ha extrema necessidade da busca por novos agentes antimicrobianos com eficacia contra
Xac.

1.4.Xanthomonas citri

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (do grego, “xanthos” = amarelo; “monas” =
unidade), esta contida no maior grupo de bactérias fitopatogénicas existentes na natureza.
Essa bactéria cosmopolita acomete as diversas especies de Citrus e € a mais agressiva e
devastadora espécie de todas do género Xanthomonas que provocam 0 cancro citrico asiatico
(NAMEKATA et al., 1996; ROSSETTI, 1993). Xac foi, incialmente, isolada e identificada
pela pesquisadora Clara H. Hasse (1915) que, também investigou sua patogenicidade e
classificou-a como Pseudomonas citri. Porém, em 1949, Dowson reclassificou a bactéria
como Xanthomonas citri (KHAN E HINGORANI, 1970) e passados alguns anos a bactéria
foi reclassificada como Xanthomonas axonopodis pv. citri (VAUTERIN et al.,1995;
HARTUNG et al. 1996). Ja em 2006, a nomenclatura foi novamente alterada para
Xanthomonas citri subsp. citri (SHAAD et al., 2001). Apesar da mudanca na nomenclatura, a
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri é, até hoje, muito conhecida e caracterizada na
literatura com a denominacdo Xac, uma vez que em 2002, foi finalizado o sequenciamento
completo do seu genoma (DA SILVA et al., 2002) e a nomenclatura ainda era Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac). Portanto, neste trabalho utilizaremos essa nomenclatura para ela:

Xac.
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Conforme ja foi dito, Xac é um bastonete, Gram-negativo, é aerébica, monotriquia, e
mede entre 0,2 ¢ 0,6 pm de diametro e 0,8 e 2,9 um de comprimento (MOREIRA et al. 2005).
Outra caracteristica marcante é que as colonias de Xac sdo amarelas e mucoides quando
cultivadas em meios de cultura artificiais, uma vez que ha producédo de um pigmento chamado
xanthomonadina (importante na protecédo contra raios ultravioleta) (BRADBURY, 1993) bem
como de um exopolissacarideo conhecido como goma xantana, auxiliadora na construcéo de
biofilmes e dispersdo da bactéria. A goma xantana €, também, muito utilizada em industrias
alimenticias e petroliferas (WHITESIDE et al. 1988; VAUTERIN et al., 1996; DIANESE e
SHAAD, 1982; TSUYUMU et al., 1996). Xac tem maior incidéncia em regides tropicais e
subtropicais, onde permanece o clima quente e Umido, e acomete as plantas, em especial,
durante os periodos de crescimento das folhas e frutos (GOTTWALD e GRAHAM, 2000;
WEELS et al., 1987).

Embora Xac seja devastadora para seu hospedeiro, ela possui baixa resisténcia as
adversidades ambientais as quais é exposta no ambiente epifitico, 0 que garante um curto
periodo de sobrevivéncia longe das lesGes que provoca. Também ndo ha identificacdo de
qualquer vetor que atue no ciclo da doenca. Dessa forma, conforme mencionado
anteriormente, a Xac é disseminada, basicamente, através dos eventos climaticos tais como
chuvas, ventos e também é carreada por objetos contaminados como roupas, equipamentos,
transito de pessoas e maquinas nos pomares (GRAHAM et al, 2004).

As bactérias fitopatogénicas, como é o caso de Xac, fazem a modulacdo da expressao
dos genes que sdo responsaveis pelos processos da patogenicidade, consequentemente,
infeccdo e viruléncia, suplantantando assim os mecanismos de defesa da planta hospedeira e
garantem um meio adequado para sobreviver e muplicar (BUTTNER E BONAS, 2002). A
Xac ocupa o espaco extracelular na planta hospedeira e por isso necessita injetar proteinas
efetoras no interior dessas células, as quais sdo responsaveis pelo desenvolvimento da doenca
e/ou desencadeamento da resposta de defesa por parte do hospedeiro (BRUNINGS E
GABRIEL, 2003). Para que haja a insercdo dessas proteinas efetoras, Xac utiliza-se de
sistemas denominados sistemas de secrecdo. Mais precisamente, 0 sistema que injeta as
proteinas efetoras é o sistema tipo Il (SSTT) e sera discutido no item adiante. As proteinas
efetoras possuem dominios especificos de sinalizacdo nuclear que funcionam como fatores de
transcri¢do, interagem com proteinas da planta sendo conduzidas ao nucleo (SZUREK, 2002;
KAY E BONAS, 2009).

Conforme j& foi dito, ndo ha tratamento eficaz permanente para erradicacdo desta

bactéria quando infecta a planta dos citros, motivo esse que se faz necessaria a busca pelo
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desenvolvimento de agentes antimicrobianos que possam combaté-la, garantindo a seguranca
dos agricultores de citros e o0 melhoramento na sua produgéo.

1.4.1. Interacdo planta-patdégeno

A interacdo planta-patdgeno € altamente especifica entre o vegetal e o fitopatogeno.
Considera-se que a interacdo entre fitopatdgeno e planta hospedeira bem como a capacidade
de causar a doenca depende de um complexo processo regulado e coordenado por muitos
genes bacterianos que estdo associados a patogenicidade e viruléncia. O ataque a planta pode
gerar uma interacdo compativel ou incompativel.

Enquanto o fitopatdgeno tenta desativar todo sistema de defesa da planta esta tenta
eliminar o fitopatdgeno para que ndo ocorra infecgdo por inUmeros mecanismos tais como
espessamento de cuticulas, presenca de sustancias com acdo antimicrobiana (DIXON et al.,
1994; HAMMOND-KOSACK et al., 2000), producéo de espécies ativas de oxigénio (DIXON
et al., 1994; BOLWELL, 1995), degradacdo de glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas
(CORBIN et al., 1987), morte celular programada onde ha infeccdo (HR) (HAMMOND-
KOSACK et al., 1996), lignificacdo e reforco da parede celular (GRAND et al., 1987),
producdo e acumulo de fitoalexinas (GUSTINE, 1990). Um processo bem conhecido sobre a
maneira que a planta responde quando ocorre invasao por um patdgeno € o estresse oxidativo,
que assume grande importancia no inicio da indugdo e, consequentemente, sinaliza para
outras vias de defesa, como por exemplo, reacdes catalisadas por peroxidases que garantem a
polimerizacdo de fendis, a formacéo de lignina e ligacdes cruzadas de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina. Todo esse processo desencadeado pelo estresse oxidativo garante o reforco da
parede celular vegetal e também toxicidade sobre os patégenos (LABANCA, 2002), os quais
possuem sensibilidade em sua membrana citoplasméatica aos radicais livres (ELSTNER,
1982). E valido lembrar que o tempo de reconhecimento entre microrganismo-planta e a
resposta garantida desta invasdo é diferente entre plantas que demonstram diferentes niveis de
susceptibilidade (YANG et al., 1997; KELLER, 1999).

O sistema de defesa da planta é capaz de reconhecer algumas caracteristicas presentes
no fitopatdbgeno como, por exemplo, quitina, flagelina, glicoproteinas e lipopolissacaridos
(GOHRE E ROBATZEK, 2008; POSTEL E KEMMERLING, 2009). Essas caracteristicas
microbianas sdo chamadas de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs -
Pathogen-associated molecular patterns) e sdo responsaveis pela ativacdo dos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs - Pattern-recognition receptors) que encontram-se nas

membranas das células da planta hospedeira (JONES E DANGL, 2006). Esse processo
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garante o inicio da resposta de defesa inespecifica da planta e desencadeia a PTI (PAMP-
Triggered Immunity) (CHISHOLM et al., 2006).

Em contrapartida os fitopatdgenos desenvolveram moléculas efetoras que suprimem a
PTI e promovem a viruléncia do patdégeno. Essas moléculas efetoras, comumente, séo
transpostadas para as células do hospedeiro através de sistemas de secrecdo e esse processo
resultada na chamada susceptibilidade induzida por efetor (ETS - Effector Triggered
Susceptibility). As moléculas efetoras sdo chamadas de proteinas de viruléncia (Avr) e sdo
codificadas por genes de aviruléncia correspondentes (avr). Elas podem ser reconhecidas
pelas células da planta pelas proteinas de resisténcia especificas, denominadas de proteinas R
e codificadas por genes R, gerando uma resposta de resisténcia chamada de imunidade
desencadeada por efetores — ETI (effector-triggered immunity) (CHISHOLM et al., 2006;
BOYD et al., 2013). A interacdo entre Avr/R € similar ao modelo chave-fechadura, onde a
proteina Avr do patdgeno se encaixa em sitios do receptor, proteina R, da planta. Uma vez
que isso ocorre se consolida o sistema de defesa (MENDOZA, 2016).

Entretanto, se a planta ndo reconhece o patdgeno ou, ainda, se ela ndo ativa,
rapidamente, suas vias de defesa, a colonizacdo e infeccdo ocorrem e recebe o nome de
interacdo compativel, pois ndo houve interacdo Avr/R (GREWAL et al., 2012; FEBRES et al.,
2009; DOMINGUES et al., 2011; DAURELIO et al., 2013).

Sabe-se que para os fitopatdgenos, o papel dos sistemas de secrecdo sdo fundamentais
por diversos motivos e, no caso da interacdo planta-patdégeno o Sistema tipo Il (SSTT) se
mostra essencial com relacdo ao desencadeamento de respostas (HUECK 1998) porque uma
das classes de proteinas secretadas pelo SSTT sdo, exatamente, as proteinas de aviruléncia
(Avr) e, conforme descrito, elas sdo essenciais na interacdo planta-patbgeno, uma vez que
garantem a especificidade da interacdo. Além disso, estas proteinas sdo espécie-especificas,
limitando a gama de hospedeiros para o patdégeno (VIVIAN, 1997; CORNELIS, 2000;
BUTTNER, 2002).

1.4.2. Fatores de viruléncia

A bactéria Xanthomonas citri tornou-se um importante microrganismo modelo para
estudo da interacdo planta-patdgeno, na compreensdo de patogenicidade bacteriana e estudo
de mecanismos de viruléncia (BUTTNER E BONAS 2010). A anotagdo dos genes presentes
no genoma de Xac possibilitou a identificacdo de alguns mecanismos que sdo utilizados para
garantir a sua sobrevivéncia bem como para infectar a planta hospedeira (DA SILVA et al.,
2002). Grande parte das proteinas que foram codificadas no sequenciamento de Xac esta

envolvida com adaptacdo, patogenicidade e viruléncia como, por exemplo, proteinas AvrBs3 -
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vinculadas ao Sistema de Secre¢do do Tipo Il (SSTT) e a resposta de hipersensibilidade
(HpaA, Hrp e Hrc), proteinas associadas ao Sistema de Secrecdo do Tipo IV, proteinas
responsaveis pela degradacdo da parede celular da planta hospedeira, enzimas participantes da
sintese de exopolissacarideos, proteinas que podem estar envolvidas com producéo de toxinas
e destoxificacdo, proteinas de superficie de membrana, além de proteinas de adaptacdo a
condicBes atipicas (choque térmico e vias de transducdo de sinais). Existem, também, duas
copias de genes que codificam proteinas que estdo associadas ao Sistema de Secrecdo do Tipo
Il e, ainda, proteinas que tém relacdo com a secrecdo de enzimas extracelulares (JACOB et
al., 2009).

Sabe-se que Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) causa o cancro citrio transferindo
efetores do tipo Ill para o interior da planta hospedeira através do SSTT, modulando a
transcricao da planta para desencadear a doenca (SCHAAD et al., 2006 ).

Ha& diversos fatores de patogenicidade que Xac implanta para tentar estabelecer a
doenca, porém o fator mais importante e amplamente estudado é de uma familia efetora do
tipo Il - TALEs (Ativadores efetivos Transcricionais) (HU et al., 2014). Xac, tem uma
ampla gama de hospedeiros, e para garantir a infeccdo contém um gene de viruléncia pthA
que codifica um efetor de efeito transcricional (TALE) secretado por SSTT e que promove a
hipertrofia celular (AL- SAADI et al., 2007). OS TALES sao transportados para o nucleo da
planta e ligam-se a regides codificadoras de DNA especificas de TALE, ativando a
transcricdo de genes para gerar suscetibilidade a doenca ou resisténcia (CHEN et al., 2010).
Os TALES ainda contem um dominio central de repeticdes exibindo repeticdes em série de
uma sequéncia de 33 a 35 aa e 0 nimero de repeticdes variaveis é conhecido como Diresiduos
de variaveis repetidas (RVDs) (12° e 13° aminoacidos). Os RVDs se ligam a nucleotideos
unicos especificos e determinam a especificidade para suscetibilidade a doenca (S) ou
resisténcia (R) (BOCH et al., 2009). PthAs sdo proteinas ricas em leucinas, contendo 12,3%
do total de aminoacidos da proteina e na regido dos 34 aminoacidos repetidos em tandem, as
leucinas respondem por 14,7% do total (YANG E GABRIEL, 1995). Possuem uma regido N-
terminal e um dominio C-terminal &cido (AAD), tipico de fatores de transcricdo (SWARUP et

al., 1991), conforme mostra a Figura 3.
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Figura 3. Estrutura das proteinas da familia PthA/AvrBs3. LRR- Regido de Leucinas
Repetidas; NLS- Sinal de Localizacdo Nuclear e AAD- Dominio Ativador Transcricional
Acido

N-terminal C-terminal
| | J

|
Internal Domain LRR NLS
AD =3

Fonte: Adaptado de YANG et al. (1994)

As PthAs séo consideradas o principal efetor da patogénese de Xac (LI et al., 2014)
sendo um efetor ativador transcricional (TAL), que dirigem a expressdo do gene CsLOB1 de
suscetibilidade ao cancro. Recentemente foi relatada a caracterizagéo funcional de CsLOB1,
por Duan e colaboradores (2018). Eles mostraram que a localizacdo de CsLOB1 em
protoplastos citricos €, principalmente no nucleo e que esta proteina esta associada a inducéo
de sintomas de cancro.

Todas as cepas de Xanthomonas tém pelo menos um tipo-ativador da familia PthA que
ativa 0s genes de suscetibilidade a doenca (S) do hospedeiro. Porém, ao contrario de outras
Xanthomonas, que apresentam varias copias de TALES no cromossomo, a Xac possui TALES
em plasmideos. Mais especificamente, Xac 306 possui quatro PthAs (TALES), sendo dois em
cada um dos dois plasmideos (DA SILVA et al. 2002). As isoformas (Figura 4) diferem no
dominio repetido interno que garantem a especificidade e reconhecimentos de alvos na célula
hospedeira (DOMINGUES, 2010). No entanto, apenas a PthA4 é conhecida por provocar
cancro, embora acredita-se que as PthAs 1-3 também possam contribuir para a
patogenicidade em certos hospedeiros — laranja Péra (ABE E BENEDETT]I, 2016). Ainda no
caso da Xac, a PthA4 exerce a funcdo de induzir sintomas de cancro citrico atraves da
ativacdo de genes hospedeiros especificos, CsLOB-1, um membro da familia dos fatores de
transcricdo de limites laterais de 6rgdos (LOB), e CSSWEET1, um homologo da familia
genética do transportador de agucar SWEET e da suscetibilidade a doenca do arroz (HU et al.,
2014).



36

Figura 4. Modelo esquematico das quatro variantes de PthAs. A diferenca entre elas esté na

regido de dominio repetido interno
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Fonte: DOMINGUES (2010)

Além disso, foi registrado que as PthAs apresentam papel aditivo no ambito da
patogenicidade e aptiddo bacteriana, uma vez que delecbes em dois ou mais genes pthA
diminuem o crescimento bacteriano em planta de forma mais acentuada que dele¢des Unicas.
Em alguns casos ainda, 0 aparecimento de sintomas de cancro em determinadas espécies de
Citrus, através da contribuicdo de PthAs 1 - 3, ndo se relaciona com a ativacdo do gene S de
cancro, LOB1, mas com a indugdo de outros alvos PthA, incluindo LOB2 e dioxigenase
(DIOX). Nesses casos parece estar associada a polimorfismos de nucleotideos encontrados em
locais de ligacdo ou proximos a PthA (ABE E BENEDETTI, 2016).

Contudo, explorar e compreender os fatores ligados a patogenicidade e viruléncia de
Xac bem como a interagdo planta hospedeira-patdgeno até o estabelecimento da doenca, é
indispensavel para a busca de solugdes de controle e combate ao cancro citrico, seja no
ambito da engenharia genética ou até mesmo para a producdo de compostos que atuem no
alvo especifico da bactéria e eliminacdo da infeccao.

1.4.3. Sistemas de secrecao

A secrecdo protéica é caracterizada como um processo pelo qual uma proteina
atravessa a membrana externa celular, permanecem ligadas a superficie celular e eliminam
proteinas; ou ainda proteinas que fazem parte de estruturas especiais montadas na superficie
da celula (HUECK, 1998; THANASSI, 2000). Este procedimento € necessario ser feito
inimeras vezes e por diversos motivos fisiologicos da bactéria seja na construgédo de flagelo,
obtenc¢do de nutrientes, para expressar alguns fatores de viruléncia, dentre outros. Obviamente
as bactérias Gram-negativas enfrentam grande desafio ja& que as proteinas necessitam
atravessar além de citoplasma e membrana interna, o periplasma e a membrana externa
(PUGSLEY 1993; THANASSI, 2000).
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Alguns fitopatdgenos agem secretando enzimas que atuam e necrosam o tecido da
planta hospedeira, enquanto outros secretam macromoléculas - na maioria dos casos
proteinas, mas também complexos nucleo-proteicos - no interior das células da planta
hospedeira (JACOB et al., 2009). Os fitopatdgenos, os Gram-negativos, sdo capazes de
colonizar seu hospedeiro através de indmeros sistemas. Os sistemas mais comumente
utilizados para que as bactérias realizem a tarefa de colonizacéo do hospedeiro dividem-se em
5 grupos (Tipos I a V) e podem, ainda, ser agrupados em Sec-dependentes, onde consistem 0s
Tipos Il e V, ou em Sec-independentes, onde consistem os Tipos | e Ill. O sistema tipo 1V
(SSTQ) possui vias tanto Sec-dependentes como independentes (JACOB et al., 2009). A
Figura 5 mostra um esquema dos cinco tipos de sistemas de secrecdo de maneira simples e
didatica.

Os sistemas Sec-dependentes — Sitemas tipo Il (SSTD) e V (SSTC) apresentam um
complexo de proteinas que catalisam a translocacdo por meio da membrana interna até o
espaco periplasmatico atraves do reconhecimento de um peptideo sinal na porcdo N-terminal.
O SSTD € muito conservado nas bactérias Gram-negativas, consequentemente, esta presente
em Xac contendo duas copias deste (DA SILVA et al., 2002). Este sistema esta associado com
a secrecdo de exoenzimas como pectato liases, poligalacturonases, proteases, celulases e
alcalinas fosfatases, e essas, por sua vez, estdo comumente relacionadas a degradacdo de
tecidos da planta hospedeira (SALMOND E REEVES 1993; BRUNINGS E GABRIEL,
2003). As duas etapas para a secrecao das exoenzimas ocorrem da seguinte maneira: 1) todo
aparato Sec (Sistema Secretorio Geral Conservado) associa a substancia que sera secretada ao
peptideo sinal e a exporta. Isso ocorre através da membrana interna até o espago
periplasmatico. 2) Os componentes de secrecdo tipo Il secretam o produto pela membrana
externa (PUGSLEY 1993). Estudos recentes mostram que a Xac, além de possuir genes
especificamente definidos para a secrecdo via SSTD, também secreta enzimas que degradam a
parede celular da planta citrica infectada (BAPTISTA, 2006). WANG e colaboradores (2008)
mostraram, também, que héa interacdo entre alguns dos sistemas de secre¢do, uma vez que
algumas proteinas do SSTD sdo controladas pelos genes hrpX e hrpG, que também sdo
controladores do SSTT (Sistema tipo IlI).

O SSTC ¢é também chamado de auto transportador. O dominio R, que fica na porgédo C-
terminal do auto transportador, vincula-se & membrana externa e forma um poro cuja por¢éo
N-terminal da proteina passa. Em seguida ocorre uma auto prote6lise e a proteina é liberada
para o meio extracelular (THANASSI et al.1998).
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J& os Sistemas Sec-independentes — Sistemas | e Ill — s&o os constituintes diretos do
complexo secretorio e mandam o substrato para 0 meio externo, atraveés de secre¢ao continua
(DUONG E WICKNER 1997; HUECK, 1998; REMAUT E WAKSMAN 2004). Em
detalhes, o sistema secretdrio do tipo I, € composto pelas proteinas HlyB, HIyD e TolC, e
secreta algumas proteases, toxinas e lipases. A funcdo do sistema | esta atrelada ao transporte
de proteinas que saem do citoplasma e vdo para o meio extracelular. O exemplo mais comum
deste sistema é observado em E. coli e exerce a funcdo de secrecdo da hemolisina (HUECK,
1998). Neste sistema ha trés estruturas participantes: 1) ATPase na membrana interna para
gerar energia ao sistema, 2) uma proteina de membrana externa que gera um poro de
passagem e 3) proteina de fusdo de membrana que ancora membrana interna e associa a
proteinas das membranas interna e externa (HUECK 1998; REMAUT e WAKSMAN 2004).

Como ja foi dito, Xac contem um sistema secretor especializado em injetar proteinas
que sdo essenciais nas vias de patogenicidade e viruléncia. Dessa forma, todo material
modulador de patogenicidade e viruléncia ¢ injetado para dentro do citoplasma celular das
plantas infectadas pelo patogeno, através de um aparato. Este aparato, que é chamado de
sistema secretdrio tipo 11l ou SSTT, é conservado entre diversos patogenos (HUECK, 1998;
CORNELIS e VAN GIJSEGEM, 2000; YEN et al., 2007). Em fitopatégenos, ha um grupo de
genes, ja mencionado, que codificam o SSTT. Este grupo de genes € chamado de hrp
(Hypersensitive Response And Pathogenicity), essenciais para garantir a patogenicidade e
também a multiplicacdo bacteriana na planta hospedeira. Uma vez expressos ocorre o
desencadeamento de sintomas ja conhecidos e caracterizados nas plantas suscetiveis
(ALFANO E COLLMER, 1997). Em fitobactérias, o SSTT é codificado por cerca de 25
genes, cujas proteinas formam um complexo que atravessa tanto a membrana interna quanto
a membrana externa celular bacteriana. Além disso, sdo constituintes do sistema, também,
uma proteina formadora de poro na membrana externa bem como uma ATPase citoplasmatica
(THANASSI, 2000; HUECK, 1998). Todas essas proteinas associam-se a uma estrutura
supramolecular semelhante a uma seringa (cujo corpo esta inserido na membrana interna e a
agulha passa pela membrana externa) contatando a célula hospedeira (ANDERSON, 1999;
BUTTNER, 2002; ALFANO, 1996). Além das proteinas que garantem a estrutura do sistema
secretor, ha também uma estrutura basal e um pilus, que sdo conservados entre inimeras
especies de patogenos. Posteriormente, observou-se a mesma estrutura em fitopatogenos e
esta recebeu o nome de pili Hrp (LI, 2002; BUTTNER, 2002). Esse pilus Hrp é constituido
por uma proteina em forma de hélice (ndo conservada entre fitopatdgenos e patdgenos de
animais) que atravessa ambas as membranas celulares (EBEL, 1998; DELAHAY, 1999). O
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SSTT tem um mecanismo de secrecdo similar aos sistemas de biogénese das organelas, onde
uma das vias tem a fungdo de montagem das estruturas de superficie (THANASSI, 2000).

Figura 5. Principais sistemas de secrecdo de bactérias Gram-negativas. Tipo I, exemplo de
secrecdo de hemolisinas em Escherichia coli. Tipo V, montagem do P-pili em E. coli. Tipo II,
secrecdo de pululanase por Klebsiella axytoca. Tipos Il e 1V, para a secre¢do de proteinas em
Xac. C: meio intracelular bacteriano. MI: membrana interna bacteriana. P: espaco

periplasmaticos. ME: membrana externa. E: espaco extracelular bacteriano

Tipo | GSP
chaperona-dependente preciptador-nucleador

Tino V
PapGﬁ autotransportacor

Tipo I Tipo IV

Fonte: REMAUT E WAKSMAN (2004)

Contudo, a hipdtese de funcionamento desse sistema esta embasada no conceito de
que o pilus age como uma ponte entre bactéria e células eucaridticas do hospedeiro e gera o
contato fisico entre eles (HUECK, 1998; THANASSI, 2000; GALAN, 1999; LI, 2002) que
possibilita o SSTT exportar proteinas bacterianas efetoras para a célula hospedeira. Esse
processo acarreta na modificacdo do metabolismo do hospedeiro. O estudo de WEBER et al.
(2005) mostrou uma pesquisa com Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, e notou-se que
além dessa bactéria ter um SSTT funcional, se ocorresse alteracbes nos genes hrp e hrc
(Hypersensitive Response Conserved) (com excessdao de hrpF) gerava um mutante que
inutilizava o pilus vinculado ao SSTT e, portanto, a incapacidade de liberar proteinas
relacionadas a esse sistema. Em outras palavras o sistema secretorio tipo Il exporta inameros
fatores proteicos para o citoplasma do hospedeiro eucariotico com a finalidade de modular
respostas celulares e permitir a intera¢do (VIPREY, 1998 E PRESTON, 2001; HE, 2004).

Ja o sistema secretério tipo 1V (SSTQ) é considerado muito importante para Xac, uma

vez que estd ligado a patogenicidade dela. Este sistema € comumente estudado em A.
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tumifaciens (fitopatdgeno causador de tumores comumente chamados de galha da coroa), e
sabe-se que seu funcionamento é garantido por dois genes chamados virB e virD. Esses genes
codificam proteinas formadoras de uma estrutura injetora de outras proteinas, as quais se
ligam ao DNA do hospedeiro. Além disso, o sistema IV tem importancia, também, na
conjugacdo bacteriana bem como na colonizacdo do hospedeiro (CHRISTIE, 2004;
FRONZES et al., 2009). Conforme é conhecido, durante a conjugacdo, ha uma transferéncia
de um complexo-proteina-acido nucleico de uma bactéria doadora para uma receptora através
de um canal secretério e uma ponte (pilus). Quando o genoma de Xac foi sequenciado pdde-
se notar que seu SSTQ é codificado por dois loci virB. O primeiro loci foi localizado no
cromossomo de Xac e 0 outro no plasmideo pXac64 (DA SILVA et al., 2002; ALEGRIA,
2004). Segundo Alegria e colaboradores (2005), acreditam que o SSTQ de pXac64 de Xac,
possivelmente, codifica um sistema conjugativo tradicional, uma vez que o locus vir é similar
ao sistema mpfa-J presente no plasmideo pWWO de Pseudomonas putita, responsavel pela
conjugacao desta bactéria (GREATED et al., 2002).

Finalmente, pode-se inferir que a andlise de proteinas que sdo secretadas por
fitopatdgenos € uma poderosa ferramenta no &mbito do conhecimento de criar novos métodos
de combate a infeccdo, principalmente, no caso, de entender melhor o aparato genético,
bioquimico e metabdlico da interacdo fitopatdgeno-hospedeiro. Além disso, seu entendimento
¢ importante no desenvolvimento de novos compostos com maior especificidade sobre o
patdgeno e que sejam capazes de associar o controle da doenca com ganhos de produtividade
mas também minimizem o impacto ambiental.

1.5.Legislaco sobre o cancro citrico

As estratégias para controlar o cancro citrico estdo embasadas na atual legislacéo
federal, Instrucdo Normativa n°. 37 de 05/09/2016 (IN 37), que visa a adocdo de algumas
medidas conforme a situacdo fitossanitaria da doenca na area afetada. Existem quatro
cenarios que podem ser encontrados na regido onde ha plantacdo de Citrus: 1) Area com
praga ausente — estados brasileiros sem ocorréncia da doenca. Nessas areas o controle é feito
apenas para monitorar 0s pomares e evitar que o cancro citrico se instale, cuidando da entrada
de novas mudas e do transito de materiais e objetos. 2) Area livre da praga (ALP) — locais
onde ndo ha ocorréncia da doenca, embora ela esteja presente naquele estado. As medidas
para controle tornam-se as mesmas que na area ausente de pragas. 3) Area sob erradicagio ou
supressdo — locais com registro da presenca da bactéria, porém com baixa incidéncia. O
controle se baseia no plantio de mudas livres de sintomas e eliminacdo das plantas infectadas.

4) Area sob sistema de mitigac&o de risco (SMR) —onde a doenca ja foi disseminada por todo
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estado. Nestes casos, o controle da doenca € feito por uma série de medidas de manejo, como
por exemplo, o monitoramento e controle de mudas sadias, transito de pessoas e
equipamentos, instalacdo de quebra ventos, controle do minador dos Citrus, utilizacdo de
indutores de resisténcia; tudo objetivando a reducdo dos impactos da doenca na producéo.
Dessa maneira as frutas de mesa, in natura, sdo selecionadas em unidades de consolidacéo
(UC), com o objetivo de evitar que frutas infectadas sejam comercializadas (FUNDECITRUS,
2018).

Para o estado de S&o Paulo, a medida necessaria para tentar controlar o cancro, a partir
de 2017, foi o sistema de mitigacdo de risco (SMR). Essa determinacdo foi feita pela
Resolucdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento n°. 10 de 20/02/2017 (Resolucéo
SAA 10). A mitigacdo de risco € uma maneira de permitir que o agricultar mantenha plantas
infectadas no pomar sem arranca-las, mas tome alguns cuidados que sdo requeridos pela
legislacdo tais como 0 monitoramento das pragas que afetam a citricultura, o cadastramento e
inspecdo do pomar, pulverizagdo de cobre, utilizagdo de quebra ventos bem como o corte e
embalagem dos frutos, dentre outros ja mencionados. Toda essa acdo gera um certificado
fitossanitario para permissdo da exportacdao (FUNDECITRUS, 2018).

1.6.Chalconas, hidroxichalconas e metoxichalconas: uma possivel alternativa eficaz

no combate ao cancro citrico

Agentes antimicrobianos atuam por diferentes mecanismos de acgdo: (1) bloqueio na
sintese da parede celular, (2) blogueio na sintese de proteinas, (3) alteracdo da permeabilidade
da membrana, (4) bloqueio direto ou indireto da biossintese de acidos nucléicos e (5) inibicao
de divisdo celular (VOLLMER, 2006; LOCK E HARRY, 2008; DEVASAHAYAM et al.,
2010; SILVER, 2011). A membrana bacteriana € um alvo interessante para o desenho de
novos antimicrobianos, pois o arranjo da membrana bacteriana é diferente da membrana dos
eucariotos, conferindo maior seletividade ao composto (EPAND et al., 2016). Da mesma
forma, compostos que atuam no processo de divisdo celular bacteriana também séo
considerados promissores no tratamento de infecgdes bacterianas, uma vez que as proteinas e
processos envolvidos na divisdo da célula bacteriana sdo diferentes das células eucarioticas
(VOLLMER, 2006; LOCK E HARRY, 2008).

Pesquisar novas substancias com relevancia e importancia no setor agricola, industrial
e na medicina vem sendo cada vez mais necessario. Portanto, a técnica de screening de
algumas classes de moléculas quimicas, com o emprego de ensaios que as identifique
(DONADIO, 2002), tem sido muito aplicada e bem sucedida e, mesmo com todo 0 avango na

area da sintese quimica, combinatoria e planejamento racional de farmacos, os produtos
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naturais ainda s&o investigados porque sao fonte insubstituiveis de moléculas biologicamente
ativas (HARVEY, 2000; DUARTE, 2006; BARREIRO E BOLZANI, 2009; CAMATTI et al.,
2011). Além de oferecem ampla diversidade estrutural sdo fontes de inumeros farmacos
existentes, atualmente. Portanto, ha um grande interesse em moléculas provenientes de
produtos naturais, embora nem todas sejam passiveis de sintese, uma vez que a estrutura pode
ser complexa e tornar o processo muito dificil e custoso (DIAS et al., 2012; LAHLOU, 2013).

No entanto, existem dificuldades para aproveitar tais compostos e produzir novas
substancias que tenham acdo antimicrobiana, uma vez que essa busca dispende de muito
tempo, alto custo, faltam leis especificas para a explora¢do da biodiversidade e h& poucas
informacdes sobre a identidade de muitos compostos naturais (STROHL, 2000). Mesmo
assim, ha algumas classes de compostos que contém estruturas mais simples, porém com
possibilidade de serem modificados, estruturalmente, visando a melhoria e/ou seletividade de
atividades bioldgicas especificas. Uma dessas classes sdo os compostos fendlicos e, ainda
dentro dos fenolicos, estdo as chalconas.

As chalconas fazem parte de uma classe de metabdlitos secundarios de plantas que,
frequentemente, atuam na defesa desses vegetais como neutralizadores dos radicais livres
(espécies reativas de oxigénio e nitrogénio) (Figura 6). Esse processo € ativado na planta para
a prevencdo de danos moleculares ou danos provocados por fitopatdgenos, apontando que
chalconas ja apresentam uma atividade antimicrobiana, além da ac&o protetiva contra insetos
e herbivoros (YAYLI et al., 2005). Além disso, esses compostos possuem pigmentacdo
amarela, mas podem ficar vermelhas em meio alcalino (ZUANAZZI, 2002; ANDERSEN e
MARKHAM, 2006). Elas podem ser extraidas de diversos érgdos vegetais (especialmente nas
flores), tanto de plantas rasteiras como arboreas, ou podem ser obtidas por sintese quimica
(ZUANAZZI, 2002). No caso das chalconas serem sintetizadas, o procedimento pode ser
feito por diferentes métodos, embora 0 mais comum seja a condensacédo aldélica de Claisen-
Schmidt. Essa condensacgéo ocorre entre aldeidos e cetonas aromaticas, normalmente a 50°C,
e na presenca de catalisadores &cidos ou béasicos com diferentes padrdes de substituicdo
(SOLOMON e FRYHLE, 2008). Devido a presenca de anéis aromaticos em sua estrutura, as
chalconas possuem arranjo planar o que garante estabilidade quimica para a molécula e
favorece sua atividade farmacoldgica.

Quimicamente, as chalconas sdo compostos organicos, precursores dos flavonoides de
cadeia aberta. Estruturalmente, as chalconas caracterizam-se por apresentar um nucleo que é
principal componente da estrutura. Esse nacleo é chamado de 1,3 difenil-2- propen-1-ona ou,
simplesmente, benzal-acetofenona (ALLINGER et al., 1976; ZUANAZZI, 2002; ZACARIAS
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et al., 2006). Ha dois anéis aromaticos presentes na estrutura quimica (denominados anel A e
B) que estdo ligados por trés carbonos, constituindo cetonas o, P insaturadas. Tanto a
carbonila (C=0) quanto a porcdo olefinica (-C=C-) estdo associadas aos anéis aromaticos,
sendo que o anel A é proveniente da cetona e o anel B proveniente do aldeido (DHAR, 1981;
RAO et al., 2004; PEREZ et al., 2005). Além disso, a classificacio das chalconas ¢ feita
considerando, inicialmente, o nimero de substituintes que estdo presentes no ndcleo B, sendo
que esses substituintes podem ser um ou até trés atomos e/ou grupos funcionais. Como as
chalconas podem sofrer diversas modificacbes estruturais, dependendo do substituinte
empregado, pode-se classificar suas interacdes com relagdo aos efeitos estéricos (gerados por
substituintes volumosos), eletronicos (gerados pela diferenca da eletronegatividade entre os
grupos substituintes) e presenca de sitios acido/base de Lewis (possibilidade de formar
ligacGes de hidrogénio e/ou complexos intra e intermoleculares) (CESARIN; FERREIRA;
BRAZ, 2001). Contudo, as modificagdes mais comuns que ocorrem na classe das chalconas
sdo as substituicdes nos anéis A e B nas mais variadas posi¢cdes (JURCSAK e ZANINI, 1999)
além de adicdes halogénicas na dupla ligacdo (BIEBER, 1999). Quando trata-se de chalconas
provenientes da natureza (plantas) sempre apresentam substituintes, os quais se localizam,
comumente, no nicleo aromatico e podem ser metoxilas, hidroxilas, O-glicosilas, C-glicosilas
e C-alquilas (ZUANAZZI, 2002).

O verdadeiro interesse em estudar a classe das chalconas é devido a facilidade em
realizar modificacbes moleculares, aumentando sua atividade alelopatica, bem como a
atuacdo delas nas atividades biolégicas (BITENCOURT et al., 2007). Sendo assim, as
chalconas tém sido alvo de muitos estudos com o objetivo de determinar sua estrutura,
reatividade quimica, inibicdo/inducdo enzimatica, acdo diurética, anti-inflamatéria
(BANDGAR et al., 2010; NASSAR et al., 2011; BANO et al., 2013), antioxidante (PATIL et
al., 2007; BANDGAR et al., 2010; DOAN et al., 2011), bacteriostatica (DEVIA et al., 1998),
antimalarica (YADAV et al., 2012), antifungica (ANAND et al., 2012), antibacteriana
(LIARAS et al., 2011), anti-HIV (SHARMA et al., 2011), antimutagénica, antiparasitaria,
anti-hiperglicémica (ATTAR et al., 2011; HSIEH et al., 2012) e antitumoral (DIMMOCK et
al., 1999; MURTHY et al., 2013; MAI et al., 2014). A eficacia das chalconas, no que diz
respeito a acdo antibacteriana, € maior contra bactérias Gram-positivas, na maioria das vezes.
No entanto, alguns analogos tém potencial inibidor contra bactérias Gram-negativas
(OPLETALOVA, 2000). H& registros de acdo das chalconas contra as bactérias
Staphylococcus epidermidis (DIMMOCK et al., 1999), Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus (ALCARAZ et al., 2000), Escherichia coli (ALVAREZ et al., 2004),



44

dentre outras. Alguns trabalhos testam, exatamente, extratos de plantas com alto teor de
compostos fenolicos para investigar a acdo especifica de determinadas chalconas, como por
exemplo, a 2°,4’- dihidroxichalcona, componente majoritario da planta Zuccagnia punctata
Cav. O trabalho de Zampini e colaboradores (2005) apontou que essa chalcona apresentou
valores de MIC entre 0,10 e 1,00 pg.mL™ para as bactérias Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae, Serratia mercescens, Morganella morganii, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, e Stenotrophomonas maltophilia e entre 25 ug.mL™ e 200 pg.mL™ contra
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Outro trabalho que registra a eficacia das chalconas
é 0 de Sato e colaboradores (2003), que isolaram cinco compostos da raiz de Erythrina
poeppigiana (corticeira), dos quais dois deles eram chalconas: a angolensina (o-
metildioxibenzoina) e a  eripostirene  (4,2’-dihidroxi-4’-metoxi-5’-prenil-chalcona).
Posteriormente os compostos foram testados contra 13 cepas de S. aureus e a eripostirene

apresentou a melhor agéo (MIC = 6,25 pg.mL™).

Figura 6. Estrutura geral das chalconas

No entanto, apesar do extenso estudo sobre a acdo antimicrobiana das chalconas, seu
mecanismo de acao ainda é incerto (WU et al., 2013). Porém alguns levantamentos sugerem
gue a acdo esteja ligada a trés mecanismos comumente citados: danos a membrana
citoplasmatica - forte indicio de que compostos aromaticos e fendlicos atuem na membrana
citoplasmatica, alterando sua estrutura, bem como afetam no transporte ativo, além de
coagular o conteddo celular (IKIGAI et al., 1993; SIKKEMA et al., 1995; BURT, 2004),
inibicdo da sintese de acidos nucléicos (MORI et al., 1987) e inibicdo do metabolismo
energético (HARAGUCHI et al., 1998). Alguns autores ainda detalharam alguns alvos
especificos variados das chalconas, como por exemplo, inibidores da proteina tirosina
fosfatase A / B (PtpA e PtpB), inibidores da enzima lactato / isocitrato desidrogenase,
inibidores da formag&o de biofilmes, inibidores da enzima DNA girase, inibidores da bomba
de efluxo NorA, inibidores da proteina FtsZ, ou ainda, responsaveis pelo rompimento da
membrana celular (SIVAKUMAR et al., 2010; SIVAKUMAR et al., 2012; MAHAPATRA
et al., 2015).
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A membrana citoplasmatica da bactéria € uma estrutura essencial na respiracdo celular e
no transporte de nutrientes. Sendo assim, conforme ja mencionado, essa estrutura é um
excelente alvo para desenvolvimento de novos compostos com agdo antimicrobiana, pois nao
pode ser facilmente combatida através de simples mutacdes pontuais e, portanto, exibirdo
baixas frequéncias de resisténcia. Poucos farmacos comercialmente disponiveis possuem esse
MOA (telavancina e daptomicina) (CARPENTER E CHAMBERS, 2004; HIGGINS et al.,
2005; POGLIANO et al., 2012; WENZLER E RODVOLD, 2015; KIRKHAM et al., 2016). A
busca por novos compostos antimicrobianos que atinjam a membrana citoplasmatica
bacteriana de novas maneiras € de grande interesse para o desenvolvimento de novos
compostos com a finalidade de combater o surgimento da resisténcia bacteriana. Todo esse
contexto de atuacdo das chalconas incentivou nosso grupo a investigar a atividade bacteriana

de algumas chalconas bem como seu modo de acdo especifico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Sintese das Metoxichalconas e Hidroxichalconas (realizado pelos colaboradores

de Sao José do Rio Preto)

Para a preparacéo das hidroxichalconas e metoxichalconas foram empregadas reagdes
de condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt, por catalise basica, utilizando derivados de
apocinina com benzaldeido (Figura 7A), e acetofenona com benzaldeido (Figura 7B);
respectivamente. O catalisador, etoxido de sodio (Eto'Na®), foi preparado a partir da
solubilizacdo de 800 mg de hidroxido de sdédio em 20 mL de etanol. Em um baldo reacional
monotubulado 5 mmol de derivados de benzaldeido e derivados de apocinina (no caso de
hidroxichalconas) bem como acetofenona (no caso de metoxichalconas), solubilizados em 10
mL de etanol e 20 mL da solucdo 5 mmol do catalisador. O pH final das reacGes foi
aproximadamente 14,0, para as hidroxichalconas e 12,0 para as metoxichalconas. As reacdes
foram mantidas sob agitacdo constante até ser constatada a conversdo significativa dos
reagentes em produtos. Este acompanhamento foi realizado por Cromatografia em Camada
Delgada, em que foi utilizada cromatoplaca de gel de silica em base de aluminio. Apds a
conversao dos reagentes em produtos, as reagOes foram vertidas em gelo triturado e
armazenados. Apos este procedimento adicionou-se 50,0 mL de acido cloridrico e observou
pH= 1,0. O produto obtido precipitou e foi seco a temperatura ambiente. Quando as
substancias apresentaram impurezas estas foram submetidas a métodos cromatogréaficos de
purificacdo. As férmulas estruturais das hidroxichalconas e das metoxichalconas com

atividade antimicrobiana selecionadas, através do REMA, estdo apresentadas na Tabela 1.
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Figura 7. Reacéo genérica de Condensacdo Aldolica de Claisen-Schmidt para obtencdo de
(A) hidroxichalconas e (B) metoxichalconas
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2.2.Linhagens celulares e condigdes de crescimento

Para a avaliagdo da acdo antimicrobiana dos compostos o grupo usufruiu do
microrganismo fitopatdgeno, praga quarentendria e causadora do cancro citrico, Xanthomonas
citri subsp. citri 306 (X. citri - Xac) obtida do Instituto Bioldgico, Secdo de Bactérias
Fitopatoldgicas (IBSBF-1594) (SCHAAD, et al., 2006). Além disso, a linhagem de
Xanthomonas citri subsp. citri GFP-ZapA com septo marcado (Xac amy::pgcd21-ZapA —
B.C. Santos; K. U. Sato; H. Ferreira (dado ndo publicado) foi utilizada para analises de
mecanismo de acdo em septo de divisdo celular, através de microscopia de fluorescéncia. As
linhagens foram cultivadas em meio NYG a 29° C.

2.3.Screening de Compostos

Inicialmente os compostos avaliados neste trabalho foram “desenhados” com base em
um amplo levantamento bibliografico que o grupo vem buscando. O objetivo inicial do grupo
era buscar e desenvolver compostos com potencial acdo antimicrobiana, porém,
especificamente, que o alvo primario dos compostos fosse desestruturacéo de septo de divisao
celular. Compostos que atuam em divisdo celular bacteriana sdo extremamente interessantes,
umas vez que proteinas e processos envolvidos na diviséo da célula bacteriana sdo diferentes
das celulas eucaridticas (VOLLMER, 2006; LOCK E HARRY, 2008), podendo gerar baixa
toxicidade do composto além de alta seletividade e especificidade. Todos 0s compostos,
apresentados neste trabalho, foram submetidas & sintese e processo de purificacdo. A
purificacdo de cada composto foi certificada através de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN) (dados realizados pelos colaboradores do LAQ - Laboratorio de Antibioticos e
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Quimioterapicos do IBILCE e ndo apresentados neste trabalho). No geral, 77 compostos
tiveram sua capacidade antimicrobiana avaliada e as analises de Screening inicial
selecionaram compostos que apresentavam porcentagem de inibicdo bacteriana > 90%. Sendo
assim, os compostos das séries hidroxichalconas e metoxichalconas foram submetidos a
screening inicial que consistiu do REMA adaptado segundo Palomino et al., (2002) e Silva et
al. (2013). Foram testados apenas 0s potenciais de inibicdo de crescimento bacteriano nas
maiores concentracdes (100 e 50 pg.mL™), padronizadas pelo nosso grupo de pesquisa.
2.4.Avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano pelo método Resazurin
Microtiter Assay Plate (REMA)

A avaliacdo da inibicéo de crescimento bacteriano foi realizada utilizando-se 0 método
Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) descrito por Palomino et al. (2002) e Martin et al.
(2003) com algumas modificacbes (SILVA, et al., 2013). A alteracdo de cor, decorrente deste
ensaio, foi detectada em scanner de fluorescéncia Synergy H1 (BIOTEK) utilizando-se filtros
de excitacdo e emissdo nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm, respectivamente. O
potencial inibitério de cada tratamento foi expresso pela porcentagem de morte celular,
calculada em relacdo ao controle negativo. Foi possivel a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (MIC) ap6s a realizacdo de trés REMAS independentes bem como a
elaboracdo gréfica da proporcdo dose-resposta dos dados gerados em planilhas no Excel 2010
e Origin 8.0, contendo valores de média aritmética bem como valores de desvio padrdo. Eram
gerados graficos da dose-resposta do composto em seguida eram elaboradas regressdes
polinomiais que relacionavam porcentagem de inibicdo bacteriana e concentracdo de
composto. Essas regressdes forneciam equacdes as quais possibilitava o calculo da MIC de
cada composto.

2.5.Avaliacdo da Concentracdo Bactericida Minima (MBC)

A MBC é a menor concentracdo onde ndo houve crescimento bacteriano, ou seja, onde
houve 99,9% de morte bacteriana (DUARTE et al., 2003). O teste consistiu da inoculagéo da
mutiplaca de REMA, através de um replicador de placas, em placa de Petri contendo meio
solido e mantido em incubadora B.O.D a 29 °C, por 48 horas.

2.6.Avaliacéo do mecanismo de a¢do dos compostos ativos

Para avaliar 0s possiveis mecanismos de acdo dos compostos que apresentaram
capacidade antimicrobiana, nosso grupo de pesquisa possui alguns métodos comumente
utilizados (1) Ensaio de permeabilidade de membrana (2) Ensaio de desestruturacdo de septo

de divisdo celular (3) Ensaio de sintese de macromoléculas e (4) Ensaio da concentragdo de
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ATP intracelular (os dois ultimos ensaios foram feitos em colabora¢do com o Laboratério de
Bioquimica da Universidade de Groningen — Holanda).

2.6.1. Ensaio de Permeabilidade de Membrana

Foi realizado de acordo com Krdl e colaboradores (2015) salvo algumas adaptagdes
para X. citri, uma vez que foi realizado com nimero de células proporcionais a0 REMA (10°
células) para manter o padrdo dose-resposta entre microrganismo e composto testado. A
analise foi feita com o kit Live/dead Baclight (Thermo-Scientific L7012). Esse kit utiliza
misturas de dois corantes, sendo eles 0 SYTQO9 e o lodeto de Propidio (IP). Ambos visam a
coloracdo fluorescente do &cido desoxiribonucléico (DNA), embora essa marcacao difere
tanto em caracteristicas espectrais como na capacidade de penetracdo nas células bacterianas.
O SYTO9 tem a propriedade de colorir todas as células bacterianas de azul ou verde
(dependendo do filtro de microscopio utilizado), tanto as de membrana citoplasmatica intacta
como as de membrana danificadas. No entanto o IP penetra apenas nas células que possuem
alguma perturbagéo na estrutura da membrana citoplasmatica, uma vez que a molécula de IP é
maior e s6 consegue penetrar no interior celular bacteriano, a partir de danos gerados na
membrana, como por exemplo poros. Ocorre a formacdo de um complexo PI-DNA emitindo
forte fluorescéncia vermelha, o que garante a capacidade de quantificar a viabilidade celular
(ZHOU et al., 2018). E valido lembrar que os maximos de excitacio/ emissdo para estes
corantes séo cerca de 480/500 nm para coloracdo de SYTO 9 e 490/635 nm para IP.

Toda a analise foi realizada nos tempos de 15 e 30 minutos levando em consideracao
qgue trinta minutos seria tempo suficiente para um composto atuar na membrana
citoplasmatica, j4 que o tempo de doubling time de X. citri é 120 minutos, portanto aceitavel
de ser avaliado dentro do periodo de 30 minutos, ndo excedendo o seu ciclo celular
bacteriano. O controle positivo utilizado foi aquecimento térmico das células de Xac, segundo
Mordo et al. (2015). Todas as visualizacdes foram feitas utilizando um microscopio Olympus
BX-61, equipado com uma camera monocromatica OrcaFlash-2.8, e orientado pelo software
CellSens verséo 11, atraves do filtros DAPI/FITC e Texas Red.

2.6.2. Ensaio de Desestruturacéo de Septo de Divisdo Celular

As células avaliadas ao microscépio foram coletadas de placas de REMA apés 15 e 30
minutos de exposi¢do aos compostos. Em seguida foram imobilizadas em laminas com
agarose, essencialmente como descrito por Silva et al. (2013). X. citri com septo marcado a
partir do promotor pgcd21 foi cultivada e a expressdo de GFP-ZapA foi induzida na presenga

de arabinose 0,01%, durante 30 minutos. Todas as visualizagdes foram feitas utilizando um
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microscopio Olympus BX-61, equipado com uma cdmera monocromaética OrcaFlash-2.8, e
orientado pelo software CellSens verséo 11, atraves do filtro GFP.

2.7.Sintese de Macromoléculas

Essa analise foi feita apenas para dois dos compostos que apresentaram acao contra X.
citri, sendo eles BC1 e T9A. Quatro vias de sintese macromoleculares foram avaliadas
através da monitorizacdo da incorporacéo de precursores marcados radioativamente. [5-°H]
uridina, [metil-*H] timidina, L-[3,4,5-*H(N) leucina e D-[6-H(N)] cloridrato de glucosamina
(todos a 0,5 uCi/mL) foram utilizados para monitorar, respectivamente, a sintese de RNA,
DNA, proteina e peptidoglicano. Durante este experimento, as células de X. citri foram
cultivadas até a fase exponencial inicial em meio Xam1. Utilizou-se 1 mM de precursor ndo
marcado para RNA e peptidoglicano, e 10 uM para DNA e proteina. As células foram
incubadas na presenca de precursores marcados durante 80 minutos com agitacao a 30 °C. X,
citri foi testada na presenca de 30 pg.mL’de BC1 e 20 pg.mL'de T9A, sem composto
(controle negativo) e com um antibidtico inibidor da via de sintese testada (controle positivo)
- RNA: rifampicina 0,625 pg.mL™, DNA: ciprofloxacina 10,0 ug.mL™, proteina: tetraciclina
10 pg.mL™ e peptidoglicano: penicilina G 800 pug.mL™. Pelo menos oito réplicas foram feitas
por precursor testado. Durante a incubacéo, aliquotas foram retiradas e precipitadas com &cido
tricloroacético 12% gelado, por 35 minutos e entdo foram filtradas através de membranas de
nitrocelulose (tamanho de poro de 0,45 um). Os filtros foram lavados com &cido tricloroacico
12% gelado, transferidos para 2 mL de fluido de cintilacdo Ultima Gold MV (PerkinElmer) e
medidos num analisador de cintilacdo liquida Tri-Carb 2000CA (Packard Instruments).

Para esses ensaios foi realizado um novo REMA com a finalidade de avaliar o impacto
dos compostos na atividade respiratoria ap6s um curto periodo de tempo. As células de X.
citri foram incubadas em contato com resazurina em meio Xaml, em placas de 96 pocos. O
composto BC1 foi utilizado a uma concentracdo final de 30 pg.mL™? enquanto T9A foi
utilizado a 20 pg.mL™, para X. citri. Rifampicina 0,625 pug.mL™, ciprofloxacina 10,0 pg.mL™,
tetraciclina 10 pg.mL™ e penicilina G800 1,0 pg.mL™ foram usados como controles bem
como amostras sem adicdo de composto. A resazurina foi adicionada a uma concentragéo
final de 0,1 pg. mL™. A fluorescéncia (excitacdo 530 nm, emissdo 560 nm, largura de banda 9
nm) foi registada de 20 em 20 minutos até 120 minutos, num leitor de placas BioTek Synergy
Mx 96-well plate reader.

2.8.Ensaio da concentracdo de ATP intracelular

Os niveis de ATP foram medidos em X. citri utilizando o ensaio de Viabilidade

Celular Microbiana BacTiter-Glo ™ (Promega). Utilizou-se CCCP (carbonil cianeto m-
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clorofenil hidrazina, 40 ug.mL™) como controle positivo para X. citri. As células foram
incubadas numa placa de 96 pogos (30 °C, 1000 rpm), durante 80 minutos para X. citri . Em
seguinda foram adicionados 100 pL de cultura de células a 100 pL de Reagente BacTiter-Glo
™ " por 5 minutos, numa placa branca de 96 pocos (26 °C, 1000 rpm). A luminescéncia foi
medida em um lumindmetro Tecan Infinite F200 Pro, sendo a quantidade de luz emitida uma
medida para a concentragdo de ATP intracelular.

2.9.Teste de patogenicidade - infiltracdo “in planta” (dose subletal)

O teste de infiltracdo “in planta” foi feito de acordo com Silva et al. (2013), adaptado,
considerando cada um dos compostos ativos em Xanthomonas citri. Seguiu-se aplicando
doses de MICg, de composto que apresentou acdo, em folhas de Citrus (triplicata). Foi
realizado um ensaio de REMA de forma a obter 10° células/poco junto as doses corretas e
proporcionais de cada composto avaliado. As folhas utilizadas receberam quatro tipos de
tratamento, sendo eles (1) controle negativo - indculo de X. citri ressuspendida em salina
0,9%; (2) controle negativo 2 — apenas salina 0,9%; (3) controle do veiculo — indculo de X.
citri contendo DMSO 1% e ressuspendida em salina 0,9%; (4) amostra em analise — X. citri
tratada na concentracdo de cada composto e ressuspendida em salina 0,9% (Figura 8). Todos
os tratamentos foram aplicados na folha com auxilio de seringa. O teste foi monitorado por
vinte dias visando o acompanhamento de aparecimento ou ndo de sintoma de cancro na folha.
Todas as folhas foram destacadas e escaneadas para avaliacdo dos resultados, posteriormente
autoclavadas e descartadas.

Figura 8. Modelo de aplicacdo para teste de infiltracdo “in planta” com dose subletal
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2.10. Inducéo de resisténcia para Xanthomonas citri

O teste de inducdo de resisténcia foi realizado de acordo com Oz e colaboradores
(2014) salvo algumas adaptac6es. Analises foram feitas em placas de REMA de 96 pocos para
0S compostos e canamicina (controle positivo); todos em duplicata. Foram adicionadas doses
de composto referentes a sua MIC/6; MIC/4; MIC/2; MIC; 2x MIC; 4x MIC e 6x MIC em
cada poco da placa. O inoculo de X. citri foi cultivado em 17 horas, onde sua D.Ogoonm foi
ajustada para 0,8 seguida de diluicbes adequadas para garantir a adicdo de 10uL de
indculo/poco, sabendo-se que ha 10°células/poco — cuja D.Ogoonm Obtida foi de 0,1. A cada 24
horas a placa em analise era observada, considerando a turbidez de cada poco. Pogos turvos
representavam crescimento celular bacteriano e aliquotas eram retiradas (10pL) do pogo turvo
de maior concentracdo do composto. Em seguida, a aliquota era adicionada na proxima coluna
com as mesmas doses para analise de turbidez consecutiva. O ensaio foi realizado por cerca
de 20 dias.

2.11. Teste de aplica¢do “in planta” em dose de seguranca

O teste da dose de aplicacdo segura foi realizado para todos os compostos que foram
submetidos ao teste de inducdo de resisténcia e consistiu da mesma metodologia do teste de
infiltracao “in planta” com dose subletal. Neste caso a concentracdo de composto inoculado
“in planta” foi considerada uma dose acima daquela encontrada no teste de inducdo de
resisténcia, levando-se em conta que seria uma concentracdo suficiente para combater,
inclusive, linhagens naturalmente resistentes. O modelo de aplicacdo na folha foi 0 mesmo
mostrado na Figura 9. Apds 20, as folhas foram destacadas, escaneadas e analisadas quanto ao
aparecimento de cancro ou néo.

Figura 9. Modelo de aplicacdo na folha (teste com dose segura)

&
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.Avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano pelo método Resazurin
Microtiter Assay Plate (REMA) e acéo bactericida

Combater o cancro citrico ¢ um dos maiores desafios da citricultura paulista e, até o
momento, ndo h& nenhum tratamento eficaz contra a bactéria Xanthomonas citri. Dessa
forma, o desenvolvimento de substéncias inovadoras e ecologicamente corretas para combater
Xac se faz necessario, visando ndo somente prevenir a disseminacéo da doenca, mas também
na tentativa de impedir o acimulo de residuos toxicos no solo, como o cobre, que apresenta
efeito residual tdxico e cumulativo. Uma vez que as plantas produzem uma variedade de
substancias com propriedades antimicrobianas, é esperado que programas de triagem possam
descobrir compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antimicrobianos (AHMAD
et al.,, 2001). Seis compostos com potencial acdo antimicrobiana foram selecionados neste
trabalho, pois apresentaram acgdo contra Xanthomonas citri com porcentagem de inibicédo de
crescimento superior a 90%. A estrutura molecular dos compostos selecionados bem como
seu codigo esta apresentada na Tabela 1.
Tabela 1. Metoxichalconas e Hidroxichalconas com agdo antimicrobiana selecionados via

Screening

Hidroxichalconas e Metoxichalconas com ac¢édo contra Xanthomonas citri subsp. citri
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A Tabela 2 apresenta dados obtidos dos ensaios de inibi¢do de crescimento bacteriano
e nota-se que para a maior concentracio avaliada (100 pug.mL™) houve cerca de 96% de
inibicdo bacteriana contra Xac para todos 0os compostos que apresentaram acao. Também é
possivel observar, na Tabela 2, os valores obtidos das MIC’s de cada composto, determinadas
através de regressdes polinomiais com auxilio do software Origin 8.0. O composto mais
potente dentre os seis selecionados foi A19, pois apresentou os menores valores de MIC.

Apesar do oxicloreto de cobre ter mostrado o menor valor de MIC, no geral, e
consequentemente atraindo para seu uso continuo, ainda é valido considerar que o cobre é um
metal pesado com efeitos potencialmente tdxicos, conforme mencionado anteriormente.
Sendo assim, é de extrema relevancia considerar sua substituicdo aos compostos avaliados,
uma vez que sdo derivados de compostos naturais e, provavelmente, devam apresentar menor

toxicidade e impactos negativos a fauna, flora e meio ambiente, em geral.



Tabela 2. Valores de MIC e (%) de inibic&o de crescimento
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Composto (%) inibicéo de MICsg MICsg MICg MICg
crescimento Xac Xac Xac Xac
(100 ug.mL™)  (ug.mL™) (M) (ug.mLY) (M)
(estatistica £SD)
BCO1 96,70 + 1,46 29,99 120 90,76 357,32
MA1 96,86 + 0,53 20,07 89,60 36,16 161,43
T9A 96,63 + 0,61 37,04 165,36 48,59 216,92
A4 96,27 £ 1,92 40,52 155,85 86,57 332,96
All 96,47 + 0,91 34,68 128,92 81,88 304,39
Al9 96,98 + 0,42 17,10 54,29 25,57 81,17
*Canamicina (CP) 94,91 + 0,62 - - 20 41,28
Oxicloreto de cobre - - - 43,1 20,05

(NAZARE et al., 2018)

*Canamicina (CP) — Antibiético utilizado como controle positivo.

Analises de MBC apontaram que BC1, All, A19, MAL e T9A sédo bactericidas na

concentracdo de 100 pg.mL™ enquanto que A4 apresentou acdo bacteriostatica até a maior

concentragéo testada, conforme mostra a Figura 10.
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Figura 10. Avaliacdo de MBC para Hidroxichalconas e Metoxichalconas contra X. citri em

funcdo da concentragdo de composto utilizada

100 pg.mL!
50 pg.mL!
25 pg.mL!
12,5 pg.mL!
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1,56 pg.mL!
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3.2.Teste de patogenicidade - infiltracdo “in planta”

Esse teste foi baseado no método de infiltragdo “in planta” onde aplica-se um volume
padrdo de Xac tratada com o composto a ser avaliado, com o auxilio de uma seringa. Aplica-
se também, o mesmo volume de Xac sem tratamento e uma analise comparativa é realizada. A
dose de aplicacdo neste primeiro teste foi a concentragdo de cada composto na MICg, (dose
subletal), uma vez que a intencdo era observar se 0s 20% de bactérias tratadas, porém viaveis
era capaz de ainda causar sintomas de cancro ou se a planta respondia a essa infeccdo
ativando seus sistemas de defesa. Em outras palavras, a exposi¢do das células aos compostos
na MICg objetivou avaliar se 0s compostos aplicados em uma dose subletal seriam capazes
de prejudicar quaisquer processos bioquimicos e/ou metabdlicos, tornando a patogenicidade
de Xac inviavel. Foi registrado que, neste caso, houve surgimento de sintoma de cancro onde
aplicou-se Xac tratada com os compostos em dose subletal, comprovando que a planta foi
incapaz de apresentar um sistema de defesa eficaz e, consequentemente, o sintoma de cancro
se consolidou. No entanto observa-se, na Figura 11, que para os compostos A4, All, Al9 e
MAL1, as lesdes de cancro surgiram de forma bem agressiva, com necrose e hiperplasia do
tecido, porém para os tratamentos com BC1l e T9A foi observada reducdo no nivel de
agressao da doenca, uma vez que pequenas pustulas de cancro foram expressas, mas ndo tao
agressivas como o controle negativo. Esses dois compostos demonstram ser promissores no
que diz respeito a possiveis investimentos devido a grande eficacia para aplicacdo em
pomares, tanto no &mbito protetivo quanto no sentido de amenizar a agressividade da doenca.
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Figura 11. Teste de infiltragdo “in planta” com dose subletal para os compostos bioativos.
CN: Controle Negativo; DMSO 1%: Controle do Veiculo
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Neste teste foi observado, primeiramente, que ndo houve inducao de resisténcia para o

controle positivo canamicina na dose avaliada de 20 pg.mL™. Também, foi possivel

determinar morte para A4, A19 e BC1 em doses duas vezes maiores que a MIC (Figuras 12A,
12C, 12D) e para Al1l, MA1 e T9A doses quatro vezes a MIC (Figuras 12B, 12E, 12F). No

entanto, este teste possibilitou que fosse determinada uma dose a qual denominamos “dose de

aplicacdo segura”. Essa dose indica que naquela determinada concentracdo devem ser

eliminadas toda e qualquer bactéria que possa infectar a planta, incluindo as mais resistentes,

até o momento. Para certificacdo de que nosso conceito e a dose padronizada estavam

corretos, foi realizado um novo teste de patogenicidade “in planta”, cuja dose de aplicacdo
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segura de cada composto foi utilizada. Sendo assim, apds, aproximadamente, 20 dias o teste
foi observado e a infiltragio com Xac tratada com o composto foi comparada com a
infiltracdo de Xac sem tratamento. Notou-se que o controle negatico — Xac aplicada sem
tratamento - ja havia lesdes de cancro enquanto que para Xac, que foi tratada com as doses de
seguranca, a inducdo de cancro foi eliminada (Figura 13).

Figura 12. Niveis de resisténcia registrados diariamente para populacdes de Xac contra (A)
A4 (B)All (C) A19 (D) BC1 (E) MA1 (F) T9A e canamicina (Controle positivo)
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3.4.Teste de aplicag¢do “in planta” em dose de seguranca

O teste de aplicagdo da dose de seguranca foi realizado para todos os compostos
submetidos ao teste de inducédo de resisténcia. Resultados apontaram que a dose minima a ser
utilizada para morte total de possiveis células resistentes seria de 4x MIC para A4, A19 e BC1
enquanto que para MAL, T9A e All seria acima de 6x MIC (Figura 12). Esse teste mostrou
que os compostos sdo eficazes no tratamento do cancro e que a dose de aplicacdo segura esta

correta e padronizada, uma vez que foi eliminada a habilidade da bactéria causar cancro
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(Figura 13). Finalmente, em estudos de toxicidade que poderdo ser realizados futuramente,
temos aqui alternativas que poderdo vir a ser de interesse, pois todos induziram morte
definitiva em pelo menos até 6xMIC.

Figura 13. Dose segura para aplicacdo “in planta” com os compostos bioativos. CN: Controle

negativo — Xac sem tratamento e salina

Salina

Salina

Salina

Xac tratada
com A4

CN

Xac tratada CN
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com BC1 com All

Salina Salina Salina
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com Al19
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CN

com MAL ? Xac tratada

com T9A

3.5.Microscopia de Permeabilidade de Membrana Citoplasmatica

Sabe-se que a maioria das chalconas possui mecanismo de acdo, possivelmente,
relacionado a trés vias distintas: (1) danos a membrana citoplasmatica (IKIGAI et al., 1993);
(2) inibicdo da sintese de acidos nucleicos (MORI et al., 1987) ou (3) inibicdo do
metabolismo energético (HARAGUCHI et al. al., 1998). Dessa forma foi extremamente
importante a realizacdo de alguns testes de mecanismo de acdo desses compostos com a
finalidade de estabelecer o verdadeiro modo de acdo deles nas bactérias afetadas. O
mecanismo de acdo dos compostos foi avaliado utilizando técnicas previamente realizadas

para investigar a atuagdo de compostos em B. subtilis e outros microrganismos como
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Escherichia coli e Staphylococcus aureus (CHERRINGTON et al., 1990; CHIRIAC et
al.2015; ELNAKADY et al., 2016; MULLER et al. 2016). Também, testou-se 0 modo de
acao em Xac devido ao nosso conhecimento prévio e em trabalhar com este microrganismo
em laboratdrio, além de ser muito relevante o teste de modo de acdo em modelos bacterianos
tanto Gram-positivos, como B. subtilis, quanto Gram-negativos, como Xac.

O primeiro ensaio de mecanismo de agéo realizado foi 0 da avaliagdo da integridade
da membrana citoplasmatica de Xac, utilizando o kit Live/Dead (Thermo Fisher).

Na Figura 14, observa-se células bacterianas néo tratadas (controle negativo) e tratadas
com DMSO1% (controle do veiculo). Em ambos os casos a membrana permaneceu intacta,
como esperado para os controles. Quando as células de Xac foram submetidas a 20 minutos
de aquecimento térmico 50 e 60°C (controle positivo) (Figura 14) observou-se coloragdo
avermelhada nas células, devido a sua capacidade de promover estresse termal e
depolarizacdo da membrana citoplasmatica bacteriana, tornando-se permeavel ao IP
(MORAO et al., 2015). No entanto, Xac ndo demonstrou alteragio na permeabilidade de sua
membrana citoplasmatica quando colocada em contanto com quaisquer um dos seis
compostos potencialmente bioativos, conforme apontam registros dos ensaios de microscopia
com os compostos avaliados, ja que a maioria das células encontram-se coradas de azul, ou
seja, com membrana intacta (Figura 14).

Figura 14. Avaliagdo de permeabilidade de membrana para X.citri com células sem
tratamento (controle negativo - CN); tratadas com DMSO 1% (controle veicular); tratadas
com aquecimento térmico 50°C — 20 min (controle positivo - CP); aquecimento térmico 60°C
— 20 min (controle positivo - CP) e tratadas com os compostos bioativos na MICg, durante o

contato de 15 e 30 min. Amplia¢do: 100 x. Barra: 5u
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O ensaio complementar FT-IR, que foi realizado com células de B. subtilis para confirmar
os dados da microscopia de integridade de membrana (Capitulo I11), ndo pode ser realizado
para Xac, uma vez que esta bactéria é produtora de goma xantama, além de ser formadora de
biofilmes. A maioria dos espectrometros infravermelhos modernos pode ser convertida para
analisar amostras via ATR, montando o acessorio ATR no compartimento de amostras do
espectrémetro, porém nosso equipamento ndao possui esse sistema acoplado e, portanto ndo se
pode fazer analises com células de Xac. Para que possa ser compreendida, essa técnica de
amostragem de reflexdo total atenuada (ATR) é utilizada, simultaneamente, com a
espectroscopia de infravermelho. Essas duas técnicas, em conjunto, eliminam quaisquer tipos
de preparacdo adicional a amostra e permitem que esta seja analisada diretamente (seja no
estado liquido ou solido). O processo que ocorre de uma analise com ATR baseia-se na
propriedade de reflexdo interna total e resulta numa onda evanescente. Em seguida, um feixe
de luz infravermelha atravessa pelo cristal ATR e ha reflexdo, pelo menos uma vez, da
superficie interna que est4 em contato com a amostra. 1sso gera uma onda evanescente que se
estende a amostra. . Finalmente o feixe é detectado, por um detector, quando sai do cristal
(HARRICK, 1967).

3.6.Microscopia de Desestruturagédo de Septo de Divisao Celular

Neste teste foi possivel observar a presenca ou ndo do septo de divisdo celular no
centro da célula bacteriana através de microscopia de fluorescéncia, uma vez que a uma das
proteinas (ZapA) que participam da montagem e recrutamento da formacdo do anel Z foi
marcada com GFP, proteina que expressa cor verde fluorescente quando induzida.

Na Figura 15, observa-se células ndo tratadas em divisao celular (controle negativo),
onde o septo divisional ocupa a por¢do central da célula, representado por uma barra verde
brilhante — formado por GFP -ZapA perpendicular ao longo do eixo do bastonete (indicado
pela seta). O mesmo é observado para o controle do veiculo, quando as células foram tratadas
com DMSO1%. No entanto, quando as células de Xac foram tratadas com galato de hexila,
usado como controle positivo, devido a sua capacidade de causar desestruturacdo no septo de
Xac, houve acumulo de fluorescéncia GFP-ZapA no citoplasma das células (SILVA et al.,
2013) (Figura 15). Foi observada disrupcdo de septo apenas para celulas tratadas com o
composto A19 no tempo de 30 minutos (Figura 15) Esse resultado sugere que o composto
Al19 tem acdo tardia em septo, ou seja, seu alvo primario, provavelmente, ndo é na via da
divisdo celular, uma vez que compostos que agem nessa via atuam de maneira rapida porque
0 septo de divisdo celular é uma estrutura dindmica que sofre polimerizacGes e

despolimerizacgdes rapidas, de acordo com a ocorréncia deste processo na célula. Anélises da
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atividade GTPasica associada a FtsZ poderiam confirmar se A19 atua na via de divisdo
célular ou ndo, uma vez que FtsZ é a proteina essencial no processo de recrutamento e
montagem do septo de divisdo celular e sua ativacao esta vinculada a hidrdlise de um GTP.
Porém esse ensaio nao foi realizado pelo nossos colaboradores até o presente momento.

Figura 15. Avaliacdo de desestruturacdo de septo com X. citri GFP-ZapA com células sem
tratamento (controle negativo - CN), tratadas com DMSO1% (controle do veiculo); tratadas

com galato de hexila (controle positivo - CP) (SILVA et al., 2013) e tratadas com o0s

compostos bioativos na MICqyp, durante o contato de 15 e 30 min. Ampliacéo: 100x. Barra 5u
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3.7.Sintese de macromoléculas

A sintese de macromoléculas visou testar vias especificas e verificar se 0s compostos
aplicados nas vias afetavam-a de alguma forma. Este foi o primeiro registro existente sobre a
incorporacdo de precursores macromoleculares em X. citri.

Para a avaliagdo da concentragdo de ATP intracelular em Xac, apés 80 min de
tratamento com 0s compostos, ndo notou-se alteracfes nos padrdes. Considerando que 100%
indica que ndo houve quaisquer perturbacBes na via avaliada e 0% indica que houve
perturbacdo na via em detrimento da adi¢cdo de composto nota-se, na Figura 16, que BC1
causou uma ligeira diminui¢cdo em 1x a concentracdo de MIC e em 2xMIC causou um efeito
semelhante de CCCP, mas ndo evidencia que ha efeito direto na concentracdo de ATP
causada por BC1 em Xac. O efeito nas analises tratadas com T9A indicou, também, que o
composto ndo afeta a via metabdlica energética.

Figura 16. Concentracdo de ATP (unidades relativas de luz) ap6s 80 minutos de tratamento
de células de Xac com 1x e 2x MIC de BC1 e T9A; 40 ug.mL™ de CCCP. 100% foi definido
como a mediana da luminescéncia da amostra controle sem qualquer composto adicionado,

cada circulo representa uma réplica e barras indicam a mediana de cada condicdo testada

Incorporagédo relatha

P -
Control BCIxl BCIx2 T9Ax] T9Ax2 CCCP
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A Figura 17 indica o que ocorreu quando as quatro vias analisadas foram avaliadas
frente aos compostos BC1 e T9A. Vale ressaltar que para esse teste o valor de 100% indica
que ndo houve quaisquer perturbacdes na via avaliada, sendo que o controle negativo (-)
assumiu valores igual ou o mais proximo possivel de 100%. J& para o caso de ocorrer
alteracdo na via avaliada o valor de incorporacao relativa assume percentuais mais proximos
de 0%. Sendo assim, foi possivel observar, na Figura 17, uma anélise comparativa de BC1 e
T9A com os antibidticos comercialmente existentes, que apresentam diferentes alvos de agédo
nas bactérias (controles positivos). Este teste permitiu observar a similaridade de BC1 e T9A,
em relacdo ao seu modo de agdo, com os antibi6ticos de modo de acdo ja estabelecidos. No
entanto nota-se que 0s niveis de incorporacdo ndo se aproximam do valor ideal de 0% tanto
para a analise com os compostos testados como para os controles positivos. Considerou-se,
entdo, que o teste ndo foi eficaz para Xac uma vez que o tempo de 80 minutos equivale a 26%
do doubling time da bactéria (Xac divide-se uma vez a cada 5,1 horas em meio Xam1l a 30°
C). Em outras palavras, acredita-se que o teste ndo tenha sido eficaz para Xac uma vez que 80
minutos de analise ndo € o tempo suficiente para que a bactéria permita assimilacdo e
penetracdo dos compostos bem como gere uma resposta nas vias macromoleculares. Isso é
ainda mais dificultado ja que Xac € uma bactéria Gram-negativa e apresenta membrana
externa como barreira de permeabilidade e seletividade a alguns compostos.

E valido lembrar, para esse teste, que a vancomicina ndo afeta as bactérias Gram-
negativas (REYNOLDS, 1989) e que Xac é resistente a ampicilina (WENG et al., 1999).
Portanto, decidimos usar a benzilpenicilina como um controle para a incorporacdo da parede
celular, uma vez que este antibiético foi previamente relatado como sendo efetivo contra X.
citri (MUBEEN et al., 2015). Sendo assim, a minima concentracdo inibitéria da benzil-
penicilina foi determinada, previamente. O valor da MIC obtida foi de 200 pg.mL™ e essa
concentracdo foi utilizada quatro vezes mais como controle positivo para a incorporacdo de
glucosamina. No entanto, as células de X. citri expostas a penicilina foram capazes de
incorporar 92% de glucosamina quando comparadas ao controle. Esse resultado indica que,
possivelmente, a benzilpenicilina tem mais afinidade por proteinas de ligacdo a penicilina
(PBPs) responsaveis pela hidrélise e menos afinidade por PBPs responsaveis pela sintese de
peptidoglicano. Dessa maneira as células ainda poderiam construir peptidoglicano e alongar-
se, mas perdem a capacidade de realizar diviséo celular, levando a morte celular (TYPAS et
al., 2012). O inibidor da sintese de DNA, ciprofloxacina, causou apenas 22% de reducdo na
incorporagdo de timidina quando comparado ao controle positivo, comprovando a ineficécia

do ensaio devido ao pouco tempo de anélise.
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Figura 17. Efeitos em Xac para as quatro principais vias de sintese macromolecular de BC1 e

T9A, tanto em comparagdo com controlos negativos (-) como antibioticos com atividades

especificas direcionadas para DNA, RNA, proteina e sintese de peptidoglicano:

Ciprofloxacina (Cip), Rifampicina (Rif), Tetraciclina (Tet) e Benzil Penicilina (PenG);

respectivamente. Cada circulo representa uma réplica experimental,

incorporagdo relativa mediana em cada condigéo testada
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Finalmente a Figura 18 apresenta apenas os resultados avaliados pelo REMA em curto

periodo, objetivando mostrar que as células bacterianas ndo estavam mortas, ou seja, havia

atividade respiratoria e 0 que estava ocorrendo nas vias de sintese de macromoléculas era,

realmente, devido a adicdo de composto.

Figura 18. Resultados de REMA em curto periodo para Xac
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Considerando os resultados obtidos sugere-se hd um indicativo de que os compostos BC1
e T9A possam apresentar acdo multi target no interior da bactéria, uma vez que no ensaio de
sintese de macromoléculas apresentam menor percentual de incorporacdo para RNA e parede
celular. No entanto como o ensaio ndo foi bem sucedido devido ao curto periodo de tempo
avaliado comparado ao doubling time da bactéria seria necessario repetir esse teste, em maior
periodo, para finalmente certificar a hipdtese de BC1 e T9A agirem na perturbacéo e blogqueio
da sintese de RNA e parede celular. O composto A19 pode apresentar acdo em septo de
divisdo celular, porém novas analises devem ser feitas para comprovacdo deste resultado,
como por exemplo, 0 ensaio da atividade GTPé&sica associada a FtsZ. Para os demais
compostos que ndo apresentaram agdo em membrana nem em divisdo celular, sugere-se que
seja feito o teste de sintese de macromoléculas, afim de que, futuramente, 0 modo de acéo

deles possa ser desvendado.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a sintese e modificacdo realizada nas chalconas foi eficaz com relacéo a
atividade antibacteriana, onde foram observados seis compostos ativos contra Xanthomonas
citri, eficazes tanto em testes in vitro como nos testes em planta. Considera-se que estes
compostos sejam promissores para possiveis investimentos em producdo massiva e uso no
campo, com o0 objetivo de combater o cancro citrico e substituir a utilizacdo de solucGes
clpricas. Porém, sugere-se que novos estudos sobre 0 modo de acdo destes compostos sejam

realizados.
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1. REVISAO DA LITERATURA PARA CAPITULOSII, LI E IV

1.1.A escassa descoberta de novos antimicrobianos e 0 avango da resisténcia bacteriana

Antibioticos sdo conceituados como substancias produzidas por diversas bactérias e
fungos e, que utilizados em baixas concentracdes, eliminam ou impedem o crescimento de
outros, de forma seletiva. Esse conceito ndo considera compostos produzidos sinteticamente,
uma vez que, esses agrupados com 0s compostos naturais e seus derivados, sdo classificados
como antimicrobianos. Os antimicrobianos podem, ainda, ser subdivididos de acordo com a
especificidade, como por exemplo, antibacterianos, antifangicos, dentre outros (ROBBERS et
al., 1997, GOODMAN, 2003). O conceito mais critico, ainda ¢ a definigdo de “seletividade”
ou também chamada de “toxicidade seletiva” a qual se baseia na agdo do antibidtico - deve
inibir ou eliminar o microrganismo, mas ndo pode inibir ou matar o organismo hospedeiro.
No caso deste trabalho, trataremos nossos compostos como “antimicrobianos”.

O consumo exacerbado de antibidticos gera um dos assuntos mais registrados e
preocupantes associados a evolucdo bioldgica: a resisténcia antimicrobiana a farmacos
(RAM). Esse € um problema encontrado tanto em paises desenvolvidos como nos em
desenvolvimento. Alguns pesquisadores como Baquero e Blazquez (1997) temem a volta da
chamada era pré-antibidtico, uma vez que relatam a falta de inovacéo no ambito farmacéutico,
ja que nenhuma nova classe de compostos foi registrada, embora as pesquisas sejam intensas.

O surgimento de bactérias multirresistentes é ainda o fator mais agravante, pois vem
causando sérios problemas em ambientes hospitalares e complicacBes socioeconémicas
generalizadas (WU et al., 2013). A resisténcia vem muitas vezes da utilizacdo incorreta e
desenfreada de antibidticos (CANTAS et al., 2013). Para combater essa resisténcia
antimicrobiana acredita-se que seja necessario buscar novas fontes de farmacos com novos
modos de acdo (MOA), superando esses mecanismos preexistentes que garantem a resisténcia
aos antibioticos (BUSH et al., 2011; BLAIR et al., 2015). Essa ameaca cresce cada vez mais e
exige uma forte e rapida resposta global.

Em 2011 mais de 3200 moléculas em desenvolvimento foram encontradas, porém so
foram adiante 35 novos farmacos. Em 2012, a investigacdo e desenvolvimento de um novo
medicamento era cerca de 1172 milhdes de euros (1506 milhdes de dolares), seis vezes mais
do que em 1979 (APIFARMA, 2012). Pesquisas atuais e publicadas no Jama Internal
Medicine afirmam que para langar um novo farmaco no mercado os custos oscilam entre 0s
159 milhdes de dolares (500 milhdes de reais) e 1,95 bilhdo de délares (6,12 bilhdes de reais)
(EL PAIS, 2017).
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Dessa maneira é evidente e compreensivel o motivo do registro de farmacos ter
decrescido cada vez mais no decorrer dos anos além do consequente e preocupante
reaparecimento de doencgas como tuberculose, hanseniase e variola, da resisténcia bacteriana
de doengas, antes facilmente curaveis, e outras incuraveis como do virus HIV. A Figura 1

apresenta o custo real para producdo de novos farmacos desde 1979 até 2012.

Figura 1. Custo para investigacdo e producdo de novos farmacos no decorrer dos anos
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Fonte: APIFARMA (2012)

Conforme mencionado na Capitulo I, agentes antimicrobianos atuam por diferentes
mecanismos de acdo: (1) bloqueio na sintese da parede celular, (2) blogueio na sintese de
proteinas, (3) alteracdo da permeabilidade da membrana, (4) bloqueio direto ou indireto da
biossintese de &cidos nucléicos e (5) inibicdo de divisdo celular (VOLLMER, 2006; LOCK E
HARRY, 2008; DEVASAHAYAM et al., 2010; SILVER, 2011). A membrana bacteriana ¢é
um alvo interessante para o desenho de novos farmacos antibacterianos, pois o arranjo da
membrana bacteriana é diferente da membrana dos eucariotos, conferindo maior seletividade
ao farmaco (EPAND et al., 2016). Da mesma forma, compostos que atuam no processo de
divisdo celular bacteriana também sdo considerados promissores no tratamento de infeccOes
bacterianas, uma vez que as proteinas e processos envolvidos na divisdo da celula bacteriana
sdo diferentes das células eucaridticas (VOLLMER, 2006; LOCK E HARRY, 2008).

Os compostos naturais sdo muito importantes na busca por novas moléculas que sejam
biologicamente ativas, porém existem dificuldades para o aproveitamento de compostos
naturais e producéo de novas substancias que tenham agéo antimicrobiana, uma vez que essa

busca dispende de muito tempo, alto custo, faltam leis especificas para a exploracdo da
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biodiversidade e h& poucas informagdes sobre a identidade de muitos compostos naturais
(STROHL, 2000).

H&, entdo, um grande desafio na busca e desenvolvimento de novos compostos
potencialmente ativos de acordo com o cendrio vivido atualmente, para ferramentas mais
eficientes, viaveis e menos custosas (BARREIRO et al., 2007).

1.2.A utilizagéo de moléculas naturais como antimicrobianos dentre elas a curcuminoides

e chalconas

Nas ultimas décadas, com o crescente aumento das tecnologias e inovacdes, além do
conhecimento avangado no ambito do setor farmacéutico, novas descobertas tém sido feitas.
Compostos mais bioativos, eficazes, com maior especificidade e baixa toxicidade séo o alvo
das pesquisas, embora esse processo de descoberta seja lento, complexo, demandando alto
custo e extremamente dependente das inovacgfes cientificas e tecnoldgicas (GOES, 2004;
GUIDO et al., 2008). Nesse aspecto os produtos naturais tornam-se importantes na busca e
desenvolvimento de novos antimicrobianos. Atualmente ha inUmeros métodos para se obter
um novo composto candidato a antimicrobiano, sendo alguns deles o bioisosterimo,
latenciacdo, homologacdo, simplificacdo e hibridizacdo molecular. A sintese de moléculas
bioativas baseada em compostos naturais tem sido de grande interesse, pois apresentam
caracteristicas privilegiadas como estruturas artificiais, boa propriedade fisico-quimica,
biocompatibilidade superior, baixa toxicidade e mamiferos, menor toxicidade ao meio
ambiente, especificidade para as espécies-alvo e modos de acdo Unicos (SHARMA et al.,
2004; LAO et al., 2006; L1 etal., 2011; ZHAO et al., 2011; GAN et al., 2016).

As plantas sintetizam metabolitos secundarios que também sdo chamados de fitoquimicos.
Dentre estes metabolitos secundarios produzidos, hd os compostos aromaticos que constituem
um grupo interessante, sendo eles os terpendides, fenilpropanoides, indol e compostos
sulfurados (SHARMA et al., 2013). Além disso, a acdo antimicrobiana dos produtos naturais
tém sido atrelada a presenca de compostos fendlicos (EL-MASSRY et al. 2009; MAIER et al.
2009; MAJHENIC et al., 2007) e acredita-se que 0 modo de acdo do compostos vegetais
gerem danos a membrana citoplasmatica bacteriana, principalmente, devido a hidrofobicidade
caracteristica destes compostos bem como pela influéncia nos sistemas enzimaticos e material
genético bacteriano (ARQUES et al.2008; BURT et al. 2007; GONII et al. 2009).

Alguns paises de grande diversidade na flora como, por exemplo, o Brasil, Cuba e México
tém estudos sobre plantas nativas com atividades antimicrobianas (MARTINEZ et al., 1996;
NAVARRO et al., 1996; MAHASNEH et al., 1999; AHMAD; BEG, 2001; DUARTE et al.,
2005), porem existe a falta de investigacdes cientificas que determinem o potencial
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terapéutico destas plantas para confirmar suas propriedades. Muitos desses paises da America
Latina detém bancos de triagem que documentam produtos naturais e sua atividade
antimicrobiana. Sdo exemplos esses paises: Cuba (MARTINEZ et al., 1996), Honduras
(LENTZ et al., 1998) México (NAVARRO et al.,, 1996; ROJAS et al.,, 2001) e Brasil
(SARTORATTO et al., 2004; DUARTE et al., 2005). No Brasil, a busca por compostos
naturais com atividade antimicrobiana aumentou, significativamente, nos Gltimos anos, sendo
que o pais possui 20% do numero de espécies de plantas do planeta, detentor de uma das
maiores biodiversidades de plantas do mundo (CARVALHO et al. 2007).

De acordo com a literatura, considerando 0s produtos naturais, ndo existe um consenso
com relacdo a dose de inibicdo adequada comparada aos antibioticos padrdes. Alguns autores
consideram que o nivel de inibicdo deva ser proximo ou similar ao de antibioticos. Ja outros
acreditam que a MIC deva ser em concentra¢es mais altas. Aligianis e colaboradores (2001)
propuseram uma classificacdo para produtos naturais baseado nos resultados de MIC, sendo
de forte inibicdo quando a MIC é de até 500 pug/mL; inibigdo moderada para MIC entre 600 e
1500 pg/mL e de fraca inibi¢do para MIC acima de 1600 pg/mL.

O desenvolvimento de compostos alternativos ou métodos de tratamentos mais ecologicos
no ataque de microrganismos através de mecanismos Unicos pode ser de grande importancia
para a pesquisa. Muitos estudos e pesquisas tém sido dedicados para o desenvolvimento de
novas substancias antimicrobianas com admiraveis atividades farmacol6gicas e objetivo de
que tenham alta eficiéncia (MA et al., 2014; HU et al., 2017; WANG et al., 2017; ZHOU et
al., 2017).

A curcumina, também conhecida como “agafrdo-da-india”, “agafrdo-da-terra”, “curcuma”
ou “turmérico” ¢ uma das substancias que podem ser isoladas dos rizomas da planta Curcuma
longa (Zingiberaceae). O pigmento obtido € amarelo e apresenta muitas aplicacdes
medicinais e culinarias (ANAND et al., 2008), desde acdo antibacteriana (RAI et al., 2008;
CUONG et al., 2015), antifungica (UNGPHAIBOON et al., 2005; LEE, 2014), antiviral
(MISHRA et al., 2015; SORDILLO E HELSON, 2015), anti-inflamatoria (WANG et al.;
2015; ESATBEYOGLU et al., 2015) e antioxidante (RECENO ET AL., 2015; ZAIDI E
MAHBOOB, 2015). Substancias naturais ou sintéticas que apresentam esqueleto carbénico
similar ao da curcumina séo denominadas curcuminoides (ANAND et al., 2008).

Curcuminoides, portanto, sdo um grupo de compostos fendlicos que tem mostrado amplos
beneficios (Figura 2). E comercializado como acafrio ou curcumina, tanto em p6 como em
6leo (FILHO, et al., 2000). Dentro da Curcuma longa (CECILIO FILHO et al, 2000) pode-se

encontrar a curcumina ou diferoluil metano, a desmetoxicurcumina e a
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bisdesmetoxicurcumina. Foi identificado um quarto pigmento que recebeu o nome de
ciclocurcumina (LIN e LIN, 2008).

Os pigmentos curcumindides sdo biosintetizados a partir da fenilalanina que sofre acédo da
enzima fenilalanina amonialiase e gera o acido cinamico. Este por sua vez, sofre uma
metilacdo e torna-se acido ferulico. Duas moléculas de acido ferulico sofrem uma reagdo de
condensacdo e originam os pigmentos curcumindides (ROUGHLEY e WHITING, 1973;
SANTOS et al., 2000; PERET-ALMEIDA, 2008). Conforme mencionado, anteriormente, o
grande interesse em estudar esses compostos € devido a inumeros ensaios preliminares
mostrarem atividades diversas, desde anti-inflamatoria, antibacteriana, até antitumoral (ASAI
et al., 1999; GUL et al., 2004; ALMEIDA, 2006; LIN e LIN, 2008; SILVA-FILHO et al.,
2009; SWANSON et al., 2010). Toénnesen e Karlsen (1987) e Singh et al. (2002) registraram
atividade antibacteriana para a curcumina quando testada contra S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, S.epidermidis, e Salmonella typhimurium. A curcumina também
inibiu o crescimento de Helicobacter pylori (MAHADY et al., 2002), Pseudomonas
aeruginosa (RUDRAPPA E BAIS, 2008), Bacillus subtilis, e E. coli (KAUR et al., 2010) por
reducdo da viruléncia ou interrompendo a divisao celular.

Figura 2. Estrutura geral dos curcumindides

Outra classe de compostos que contém estruturas mais simples, porém com
possibilidade de serem modificados, estruturalmente, visando a melhoria e/ou seletividade de
atividades biologicas especificas sdo os compostos fenolicos. Dentro dos fendlicos esta
contido o grupo das chalconas, foco deste trabalho. As chalconas estéo referenciadas e citadas

na pagina 41, item 1.6 (Capitulo I).

1.3.Importéncia da utilizacdo de B. subtilis em estudos bioldgicos

Bacillus subtilis € uma bactéria presente no meio ambiente. Possui caracteristica aerdbia,
Gram-positiva com capacidade para formacéo de esporos. Geralmente, o potencial patogénico
de B. subtilis é descrito como baixo e/ou ausente (DE BOER E DIDERICHSEN, 1991)
embora existam relatos na literatura de infecgdes ocasionadas por B. subtilis (KISS et al.,
1988; RICHARD et al., 1988; THOMAS E WHITTET, 1991; VELASCO et al., 1992;

WALLET et al., 1996). Ha algumas espécies de B. subtilis que podem ser responsaveis por
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causar infecgOes gastrointestinais, dentre outras (DROBNIEWSKI, 1993). A intoxicagéo
alimentar causada por B. subtilis se d&, principalmente, pela producdo de algumas
enterotoxinas que estd ganhando reconhecimento cada vez maior, ainda mais pela sua
estabilidade ao calor (PUKALL et al., 2005; MIKKOLA, 2006). E responsavel por causar
infeccOes fatais, como septicemia, em pacientes imunocomprometidos (OGGIONI et al.,
1998). Outros estudos apontaram contaminagdo em alguns cereias infantis e formulas secas
causaram vomitos. O agente contaminante foram toxinas associadas ao B. subtilis e B. cereus
(DUC et al. 2005).

Algumas espécies de Bacillus também produzem os biosurfactantes naturais mais
importantes como, por exemplo, a surfactina, no caso de B. subtilis (MIKKOLA, 2006).
Cepas que produzem surfactina possuem alta mobilidade, uma vez que essa substancia auxilia
na movimentacdo celular e reduz a tensdo superficial (KINSINGER et al. 2003,
HOFEMEISTER et al. 2004, MUKHERJEE E DAS 2005). Essas cepas também sdo capazes
de formar biofilmes, porém as que nao produzem nao o formam (CONNELLY et al. 2004). A
bacteriocina subtilina, substancia também produzida por B. subtilis ATCC 6633, tem estrutura
similar com a nisina e possui capacidade de inibir a germinacdo de esporos de Clostridium e
de B. cereus (CHATTERJEE et al. 2005).

Uma propria estirpe de B. subtilis FZB24 é utilizada comercialmente no biocontrole
contra fitopatgenos, pois produzem compostos semelhantes a substancia iturina (KILIAN et
al. 2000). Cepas de Bacillus que produzem tanto surfactina como iturina tém sido utilizadas
para garantir o crescimento de plantas. B. subtilis também produzem vérias outras substancias
antifingicas, antibacterianas e antitumorais documentadas em vérios trabalhos como, por
exemplo, no de Mikkola e colaboradores (2006).

Além da importancia de combater essas cepas resistentes de B. subtilis que causam
infeccbes e produzem muitas toxinas, muitos bioensaios laboratoriais com B. subtilis séo
utilizados para analisar sua resposta mediante aos experimentos e estimar se a mesma resposta
seria valida para outras bactérias Gram-positivas. Em outras palavras B. subtilis é considerado
microrganismo modelo de bactéria Gram-positiva em varios estudos (MATIAS E
BEVERIDGE, 2005; PINHO et al., 2013; MULLER et al., 2016) assim como neste trabalho.

1.4.Microrganismos patogénicos: caracterisitcas gerais, fatores de resisténcia e

viruléncia
Abordamos neste item as caracteristicas gerais dos microrganismos patogénicos
utilizados para o estudo deste trabalho. Considera-se de extrema importancia a descoberta das

caracteristicas gerais bem como de resisténcia e viruléncia de determinados microrganismos



97

de relevancia clinica. Essa importancia se da devido a questdes emergenciais na satde publica
visando a busca de alternativas de tratamento e desenvolvimento de novas classes de
antimicrobianos pela comunidade cientifica.

As bactérias do género Enterococcus sdo comensais e estdo presentes na microbiota do

homem e de outros animais, embora possam ser agentes infecciosos oportunistas,
principalmente em pacientes de riscos (FACKLAM, et al., 2002). Distribuem-se pelos mais
diversos habitats desde solo, 4gua e plantas até os mais diversificados tipos e espécies de
animais (MURRAY, 1990; AARESTRUP et al, 2002). Sdo caracterizadas como cocos
ovoides, Gram-positivos, arranjados tanto individualmente como em pares ou em cadeia. S&o,
também, anaerobios facultativos e crescem em temperaturas entre 10 a 45 °C.
Inicialmente, Enterococcus possuiam resisténcia natural frente a diversos antibioticos
comercializados, tais como cefalosporinas, fluoroquinolonas, mas também tém adquirido
resisténcia & ampicilina e aos aminoglicosidios, em baixas concentragdes (gentamicina e
estreptomicina), as penicilinas “antiestafilococicas” (oxacilina) e ao trimetoprim (BONTEN et
al., 2001; RICE et al., 2003). Posteriormente algumas cepas tornaram-se resistentes a
vancomicina, 0 que causou extrema preocupacao e interesse nas pesquisas cientificas e
farmacéuticas (RICE, 2001; RICE et al., 2003). Acredita-se que os Enterococcus resistentes a
vancomicina (ERV) tiveram um bacilo Gram-positivo esporulado, como ancestral comum e
esse bacilo apresentava resisténcia aos glicopeptidios (MESSI et al., 2006, SORUM et al.,
2006). A resisténcia garantida sobre os glicopeptidios vancomicina e teicoplanina ocorre
devido a presenca de genes especificos de resisténcia. Esses genes sdo denominados vanA,
van B, van C, van D, vanE e vanG. O processo de resisténcia ocorre, pois ha sintese de
precursores de parede celular modificados os quais a vancomicina tem menos afinidade
(CETINKAYA et al., 2000).

Sabe-se que o0s Enterococcus sdo a maior causa de infeccGes hospitalares
(CETINKAYA et al., 2000). No Brasil as inumeras causas registradas por infeccdes com
Enterococcus séo septicemias, infecgfes do trato respiratorio baixo, infeccdes cutaneas ou de
tecidos moles além de infecgdes do trato urinario (SADER et al., 2001).

Outra bactéria de extrema relevancia no cenério das infecgbes hospitalares é
Staphylococcus aureus que apresenta morfologia esférica (0,5 a 1,5 um de didmetro), € Gram
e catalase-positiva e €, comumente, encontrada na pele bem como fossas nasais, garganta,
intestino, até mesmo de individuos saudaveis (BANNERMAN, 2003; CARVALHO et al.,
2005; CAVALCANTI et al., 2005). Podem estar arranjados individualmente, aos pares, em

cadeias curtas ou agrupados como cachos de uva, uma vez que sua divisdo celular ocorre em
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trés planos perpendiculares. A coloragdo das coldnias pode ser acinzentada até o amarelo-
ouro, de forma que a pigmentacdo aumenta com o tempo de incubacgédo prolongado, embora
ndo seja notada em anaerobiose ou em caldo (CASSETTARI et al., 2005; KONEMAN et al.,
2001; TRABULSI E ALTHERTHUM, 2005).

Todavia, S. aureus também é classificado como microrganismo oportunista e é capaz
de provocar desde infec¢fes brandas (furinculos e celulites) até as mais graves (meningite,
pneumonia, endocardite, septicemia e sindrome do choque toxico). Essas doencas provocadas
podem ser provenientes da invasdo direta do microrganismo nos tecidos, mas também pode
ocorrer devido a producdo de algumas toxinas (SCHECHTER et al., 1998; BRAUNWALD et
al., 2002; ANDRIOLO, 2005), como por exemplo, alfa, beta e gama toxinas, a leucocidina, a
esfoliatina, toxina do choque toxico e as enterotoxinas (SCHECHTER et al., 1998;
BRAUNWALD et al., 2002; NOVICK, 2000)

S. aureus pode migrar para diversos sitios e se a pele/mucosa apresentarem lesao ou
comprometimento ¢ capaz de se alojar, provocando danos locais (VELAZQUEZ-MEZA,
2005; ROBERT E CHAMBERS, 2005). Ha riscos, também, para individuos com
gueimaduras, diabéticos, HIV-positivos ou que realizam dialise. S. aureus produz toxinas
estafilococicas que se responsabilizam pela necrose epidérmica téxica (sindrome da pele
escaldada) e pela sindrome do choque téxico. Além disso, os Staphylococcus podem causar
infeccOes alimentares, pois produzem exotoxinas em alimentos contaminados (LOWY, 1998;
CAVALCANTI et al., 2005; CARVALHO et al.,, 2005). O S. aureus também é um dos
maiores causadores de meningites associadas a derivacdes ventriculoperitoneais (FOSTER E
HOOK, 1998; CARVALHO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). E encontrado em
infeccbes Osseas, de protese e artrites sépticas, uma vez que é capaz de expressar diversas
proteinas de superficie (adenosinas) que se aderem a matriz 6ssea (SANTOS et al., 2007).

A bacteremia pode ser ocasionada em locais diversos, causando endocardites,
osteomielites, pioartrites e formacédo de abscessos metastaticos (na pele, tecidos subcutaneos,
pulmdes, figado, rins e cérebro). S. aureus tambeém tém capacidade de formar biofilmes em
superficies de alguns materiais onde a penetragdo de antibioticos € infima tais como cateteres
endovenosos e préteses (DAVIS, 2005).

A maior preocupagdo com relagdo a esse microrganismo é devido a seu rapido
progresso adaptativo garantindo resisténcia aos mais variados antibidticos existentes no
mercado. O potencial infeccioso de S. aureus esta na facilidade em disseminar pelos mais
variados tecidos, mas também por produzir enzimas toxicas como as betalactamases,
catalases, hialuronidades, DNAses, dentre outras (SCHECHTER et al., 1998; NOVICK,
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2000; BRAUNWALD et al., 2002). Além disso, S. aureus possui estruturas na parede celular
e muitos fatores de viruléncia, como polissacarideos, proteinas antigénicas e outras moléculas
(&cido tecoico, o glicanopeptidio, a proteina A, adesinas) que induzem, possivelmente, uma
resposta imunoldgica no hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2001; LUTZ et al., 2003).

Historicamente, desde a descoberta e comercializagdo da sulfanilamida, na década de
30, acreditava-se que o0s problemas infecciosos haviam sido aniquilados. No entanto,
rapidamente, cepas de S. aureus se mostraram resistentes a este antimicrobiano até que surgiu
a penicilina e, novamente, S aureus adquiriu resisténcia, uma vez que é produtor da enzima
betalactamase (hidrolise do anel betalactdmico da penicilina). A resisténcia se estendeu a
amoxicilinas e ampicilinas (FREITAS E FONSECA, 1987; TAVARES, 2002; MAMISUKA,
2005). Contudo, foi langada uma nova classe de antibidticos denominada meticilina e logo em
seguida vieram as cefalosporinas. Ja na década de 70 novas cepas resistentes surgiram e
receberam 0 nome de MRSA (S. aureus resistente a meticilina), resistentes a tudo que havia
no mercado. Sendo assim, foram disseminadas em ambientes hospitalares e garantiram
inimeras infecgbes. A vancomicina é eficiente no tratamento das infecgbes causadas pelas
cepas MRSA, apesar de apresentar efeitos nefrotoxicos e ototoxicos (SRINIVASAN et al.,
2002; VELAZQUEZ-MEZA, 2005; MACHADO et al., 2005). Porém, em 1997, descobriram-
se novas cepas resistentes, também, aos glicopeptidios (vancomicina) e foram denominadas
de VRSA. Desde entdo a resisténcia de S. aureus ganhou destaque e tornou-se um desafio
para novas pesquisas e buscas de novos antimicrobianos (SANTOS et al., 2007).

O que se sabe é que a resisténcia de S. aureus esta atrelada tanto a mutacao de genes,
que alteram sitios ativos relacionados ao antibidtico, quanto a aquisicdo de genes de
resisténcia (que inativam ou destroem o composto) decorrentes de outras bactérias, da mesma
espécie ou de espécies distintas através de plasmideos ou transposons (BERNARD et al.,
2004; LIMA et al., 2005; TAVARES, 2002). No caso de MRSA, por exemplo, 0 que garante
a resisténcia € um gene cromossdmico (mecA) que codifica modificacbes no receptor
betalactamico e estimula a producdo de uma proteina ligante a penicilina (PPB2a) de baixa
afinidade ao antibiético (VELAZQUEZ-MEZA, 2005). Nos hospitais brasileiros, a taxa de
cepas MRSA esta entre 40 a 80%, principalmente em UTIs (MUTO et al., 2003).

Com relagéo as cepas VRSA, acreditava-se que a resisténcia estava vinculada ao gene
Van, o mesmo encontrado em Enterococcus. Sendo assim, acreditava-se na transferéncia via
plasmideo, uma vez que esse processo foi observado em laboratério (VELAQUEZ et al.,
2002). No entanto estudos que realizaram PCR de VanA e VanB mostraram-se negativos,

comparativamente, e a nova hipétese é que ha um espessamento da parede celular, com maior
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producdo de peptideoglicano e mondmeros de mureina, garantindo a resisténcia a
vancomicina. Dessa forma as moléculas de vancomicina sdo retidas na parede e uma dose
menor penetra na membrana citoplasmatica (TAVARES, 1999; VELAQUEZ et al., 2002;
CASSETTARI et al., 2005; TIWARI E SEM, 2006).

Atualmente, as infecgdes por VRSA sdo tratadas com estreptograminas, as
oxazolidinonas, a glicilciclina, mas a vancomicina também pode ser utilizada em sinergismo
(TAVARES, 2002). No entanto, diante de todo esse contexto, nota-se a extrema urgéncia pela
pesquisa cientifica para que hajam descobertas de novas classes de antimicrobianos visando o
combate desses agentes infecciosos.

Em contrapartida existe outra bactéria que gera muitos desafios e preocupacgdes para a
salde publica: a bactéria Escherichia coli. Ela é constituinte da familia Enterobacteriaceae,
sendo uma das principais bactérias presentes nas microbiotas intestinas tanto do homem
quanto de outros animais (CAMPOS E TRABULSI, 2002). E caracterizada por ser um
bastonete, Gram-negativo, anaerdbio facultativo, ndo esporulado, com tamanho entre 1,1 a 1,5
pum por 2 a 6 um. Apresentam motilidade, uma vez que possuem flagelos peritriqueos e a
temperatura 6tima para seu crescimento € de 37 °C (BARNES et al. 2003; OLIVEIRA et al.,
2004; QUINN et al., 2005). Em meios nutrientes sélidos, E. coli apresenta de 1 a 3 mm de
diametro, podendo ser lisa ou rugosa; ou ainda intermediarias e mucoides. Algumas cepas,
ainda, sdo capazes de produzir H,S além de ter atividade das enzimas (-galactosidase e f-
glucoronidase (OLIVEIRA et al., 2004; QUINN et al., 2005; BERCHIERI JUNIOR et al.,
2009). A bactéria E. coli esta contida nos coliformes fecais, sendo um indicador de
contaminacdo fecal e, possivelmente, de bactérias patogénicas (OLIVEIRA et al., 2004). Ela é
disseminada pelas fezes, poeira, agua, embora seu habitat seja o trato intestinal (ANDRADE,
2005; SAVIOLLI, 2010). Possui diversos sorotipos e acredita-se que a maioria nao apresente
viruléncia. No entanto, algumas cepas sdo responsaveis pela alta incidéncia de infeccGes
entéricas bem como extra-intestinais e sugere-se que estas adquiriram alguns grupos de genes
que garantiram fatores de viruléncia, durante o processo evolutivo (CHERNAKI-LEFFER et
al., 2002; SAIDENBERG, 2008; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009; SAVIOLLI, 2010).

H& um agrupamento dos diversos patétipos de E. coli conforme o seu mecanismo de
patogenicidade, j& que esta bactéria possui variadas formas de iniciar e contaminar seu
hospedeiro (BARNES et al., 2003; KNOBL et al., 2006; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).
Mesmo assim, é considerada que a patogenicidade conferida a essa bactéria é decorrente de
diversos mecanismos de viruléncia combinados, principalmente, de ganhos genéticos do

processo evolutivo, através de mutacdes ou transferéncia horizontal, mas tambem por
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estruturas do proprio microrganismo (KUHNERT et al., 2000; HENTSCHEL E HACKER,
2001; ROCHA, 2008; SAVIOLLI, 2010). Sendo assim, E. coli pode ser classificada de
acordo com seus fatores de viruléncia presentes: antigenos somaticos (Ohne — O), capsulares
(Kapsel — K), flagelares (Hauch — H) e fimbriais (Fimbriae — F). (CAMPOS E TRABULSI,
2002; ROCHA, 2008). Baseados, ainda, nestes fatores de viruléncia, E. coli recebe a
classificacdo nos variados patétipos: EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli
enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EHEC (E. coli enterohemoréagica), EaggeC
(E. coli enteroagregativa), UPEC (E. coli uropatogénica), NMEC (E. coli meningite neo
natal), REDEC (E. coli enteropatogénica) e APEC (E. coli patogénica aviéria). (CROXEN E
FINLAY, 2010; SAVIOLLI, 2010). Além disso, E. coli também produz diversas toxinas tais
como colicinas, sideroforos, enterotoxinas e citotoxinas (ASSIS E SANTOS, 2001;
CAMPQS, 2006).

As EPEC acometem humanos e animais causando diarreia com muco, vomitos e febre.
Sua caracteristica é de colonizacdo das microvilosidades do intestino causando lesdo ou
desaparecimento de suas margens, embora ndo produzam toxinas (CROXEN E FINLAY,
2010). Isso garante perda de peso, ma digestdo e ma absor¢cdo (MINAGAWA, 2007). Ja as
ETEC acometem humanos e animais causando diarreia e hipotermina. Elas colonizam mucosa
nas proximidades do intestino delgado e produzem toxinas (toxina termolébil (LT) e toxina
termoestavel (ST)) (CAMPOS & TRABULSI, 2002; ROCHA, 2008; BERCHIERI JUNIOR
etal., 2009; CROXEN E FINLAY, 2010).

As EIEC acometem humanos e animais causando disturbios no intestino grosso, febre
e diarreias com muco e sangue. Elas colonizam o célon e sua caracteristica determinante é a
presenca de um plasmideo que garante a infec¢do e carrega todos os genes de viruléncia
(BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Em contrapartida, as EHEC acometem humanos e
animais causando diarreia com sangue, colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica e
purpura trombdtica trombocitopénica. Elas danificam as células do epitélio do intestino
grosso e produzem a toxina Shiga, fatal para criancas (ROCHA, 2008; BERCHIERI JUNIOR
et al., 2009; SILVA et al., 2011). J4 as EaggEC acometem humanos e animais causando
diarreia persistente. Elas colonizam ambos os intestinos aderindo-se em agregados no colon,
secretam muco e podem formar biofilmes, alem de produzirem uma toxina termolabil e uma
citotoxina termoestavel (CAMPOS E TRABULSI, 2002; SYDOW, 2005; MINAGAWA,
2007).

As UPEC acometem humanos e animais causando infecgdes urinarias tais como cistite

e pielonefrite. Elas penetram no trato urinario, invadindo a bexiga, mas também podem se



102

instalar nos rins, chegando a causar até septicemia (SIDOW, 2005; BERCHIERI JUNIOR, et
al., 2009). As NMEC causam meningite em recém-nascidos pois colonizam o sistema nervoso
central (SAVIOLLI, 2010). Ja as REDEC podem causar diarreia, porem ndo ha definicdes
comprovadas de sua patogenia (MINAGAWA, 2007). Finalmente as APEC (colibacilose
aviaria) acometem aves (BARNES et al., 2003; BARCELOS, 2005).

H& também a bactéria Pseudomonas aeruginosa que estd contida na familia
Pseudomonadaceae, possui morfologia de bastonete, € Gram-negativa, aerobia e podem estar
arranjadas individualmente, pares ou em cadeias. Também apresentam flagelo monotriquio, o
qual confere motilidade, e alguns pigmentos fluorescentes que se difundem em meios de
cultivo. Esses pigmentos sdo denominados pioverdina, piocianina, piorrubina e piomelanina.
Além disso, P. aeruginosa ndo fermenta carboidratos, utiliza o nitrato como aceptor final de
elétrons (ndo oxigénio) e produz arginina dehidrolase e ornitina-descarboxilase (PALLERONI
etal., 1973; POLLACK, 1995).

O NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance) e 0 CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) registraram, em 1996 nos EUA, a bactéria P. aeruginosa como a
principal causadora de infec¢bes hospitalares, comparado aos patdgenos que causam
pneumonia em UTI’s (Unidades de Terapia Intensiva) (RICHARDS et al. 1999). P
aeruginosa também é causadora de infecgbes em sitios cirdrgicos, hospitalares em geral e
infeccBes na corrente sanguinea. Sader e colaboradores (2001) registraram 0 mesmo cenario
para o Brasil, com énfase nas pneumonias.

Essa bactéria é amplamente disseminada devido a condicGes de facil adaptacdo em
varios ambientes, temperatura e umidade bem como capacidade de doar e receber fatores de
resisténcia a antimicrobianos (FAVERO et al., 1971) Alguns fatores que conferem
patogenicidade a essa bactéria sdo a garantia da aderéncia ao hospedeiro; producdo de
polissacarideos (algumas cepas produzem alginato cuja funcdo esta associada a aderéncia,
resisténcia ao hospedeiro); toxinas extracelulares (elastases, protease alcalina, fosfolipase C,
neuraminidase, exoenzima S, lectina, hemolisinas e exotoxinas); presenca de
lipopolissacarideos de parede celular (endotoxinas) (MAI et al, 1993; JAFFARBANDJEE et
al., 1995; ARNOW E FLAHERTY, 1996).

P. aeruginosa tem capacidade de proliferar em equipamentos hospitalares (cateteres,
tubos nasogastricos, reservatorios de armazenamento de agua em farmacia e/ou laboratorio)
solucBes antissépticas, desinfetantes, dentre outros (CRISTINA E COSTERTON 1984,
DASGUPTA E COSTERTON, 1989; NICKEL et al., 1989; MARRIE et al., 1990;
KOWALEWSKAGROCHOWSKA, 1991), através da formacéo de biofilmes, o0 que garante a



103

infeccdo de muitos individuos comprometidos imunologicamente, principalmente os que se
encontram em UTI's (GRUNDMANN et al. 1995, MOOLENAR et al. 2000).

Muitas doengas sdo provocadas por P. aeruginosa seja pela producdo de suas toxinas
ou pela formacéo de biofilme que acarretam desde infecces simples da pele até sepses fatais
(MURRAY, 1995; PALLERONI, 1998). E um importante patogeno em infecgbes com
individuos acometidos com fibrose cistica, além de pacientes com queimaduras, endocardites,
pneumonia, problemas uroldgicos e infecgdes em recém-nascidos (FLICK E CLUFF, 1976;
KNOWLES et al., 1995; BARTH E PITT, 1998).

O maior fator agravante se da pela alta taxa de resisténcia, pois até a década de 60 P.
aeruginosa era sensivel, apenas, a polimixinas. Passado algum tempo, com novas classes
descobertas sabe-se que a bactéria apresentava sensibilidade a alguns aminoglicosideos, as
carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, a algumas cefalosporinas de terceira e quarta geracéo,
aos carbapenemas, ao aztreonam e as fluoroquinolonas. Mesmo assim, P aeruginosa possuli
forte adaptacdo e facilidade em adquirir resisténcia (mutacdo, conjugacao, transposicdo e
inducdo) e tornou-se resistente a carbenicilina, ceftazidima e gentamicina (FERREIRA,
2005). Além da p-lactamase cromossdmica, intimeras [-lactamases plasmidiais ou
provenientes de transposons foram registradas, até mesmo as de amplo espectro (ESBLS)
(PITT, 1998). Além disso, ha as metalo-f—lactamases que degradam antimicrobianos [
lactamicos, inclusive os de amplo espectro e inibidores de [ lactamases. Foi registrada uma
enzima desse tipo em P. aeruginosa, a qual foi denominada de IMP-1 (WATANABE et al.,
1991; BUSH, 1998). Finalmente, as polimixinas foram documentadas por serem eficazes
contra P. aeruginosa, porém apresentam alta toxicidade. Por algum tempo foram restritas a
comercializacdo, no Brasil, mas diante da alta taxa de resisténcia bacteriana e escassa opgéao
para tratamento de cepas resistentes voltou a ser utilizado e ja existem cepas resistentes a esse
composto (YOUNG et al., 1992; LEVIN et al., 1999). O cenario é agravante e implora pelo
rapido desenvolvimento de novas drogas.

A bactéria Salmonella enterica subsp. enterica também ganha destaque no ambito das
preocupacles relacionadas a salde publica. Essa bactéria pertence a familia
Enterobacteriaceae. Sdo bastonetes, Gram-negativos, ndo esporuladas, anaerobios facultativos
de tamanho entre 2,0 a 5,0 um e largura de 0,7 a 1,5 um. A temperatura 6tima de crescimento
é de 37° C, embora elas sobrevivam ao congelamento e sejam sensiveis ao calor (destruida
por aquecimento a 60°C, de 15 a 20 minutos) (ICMSF, 1996; D’AOUST E MAURER, 2007).

Sao caracterizadas pela presenca de flagelos peritriquios (apresentam motilidade), fimbrias,
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lipopolissacarideos e proteinas de membrana externa que sdo responsaveis pela aderéncia e
invasdo ao epitélio intestinal do hospedeiro (HOLT et al., 1994; BERNDT et al., 2007).

Inicialmente a classificacdo de Salmonella € um pouco confusa pelas inimeras
nomenclaturas de sorotipagem. Essa nomenclatura é feita de acordo com as estruturas
encontradas na superficie celular, assim como é feito para E. coli. Pode-se classifica-las
através da cépsula (antigeno capsular “Vi”), da parede celular (antigenos somaticos “O”) e
dos flagelos (antigenos flagelares “H”’) (BRENNER et al., 2000; POPOFF et al., 2005). Além
disso, 0 género Salmonella possui duas espécies sendo elas a S. enterica e S. bongori. A
primeira ainda se divide em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica e ainda cada uma € dividida de acordo com seu perfil antigénico. No caso a
espécie abordada nesse trabalho é a S. enterica que agrupa mais de 2400 sorotipos, sendo que
as mais envolvidas em infeccbes humanas sdo as S. enterica subsp. enterica, que habitam
animais de sangue quente e garantem 99% das salmoneloses humanas. Todos os sorotipos de
S. enterica subsp. enterica recebem, ainda, uma nomenclatura vinculada ao local onde foram
isoladas. Portanto designa-se Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium
ou apenas Salmonella Typhimurium (POPOFF et al., 2005).

As principais fontes que podem conter Salmonella sdo a agua, solo, as fezes de
animais, insetos e superficies de equipamentos, o que lhe confere ampla capacidade de
infeccdo (SCALLAN et al., 2011). Muitas vezes sua presenca esta relacionada com producgéo
animal, abatedouros, dentre outros e, portanto, é frequentemente encontrada em alimentos de
origem animal bem como vinculada a problemas de salde puablica, sendo classificada como
doenca zoondtica (transmitida diretamente ou indiretamente entre 0s animais e 0S seres
humanos) (EFSA, 2014a; WHO, 2015).

Os sintomas tipicos de salmonelose em individuos acometidos pela bactéria sao
diarreia, vomito, febre, nausea e cdlicas abdominais. Em alguns casos, a doenca evolui para
uma grave diarreia acompanhada de desidratacéo e pode disseminar para intestino, sangue até
ocasionar a morte do individuo (CDC, 2014; CDC, 2015; EFSA, 2014).

No Brasil, existem diversos cuidados, monitoramento e medidas de biosseguranga para
garantir a auséncia dessas bactérias em criadouros. No entanto sempre héa registros de surtos
de salmonelose. Entre os anos 2000 a 2014 foram notificados 38,2 % casos de DTAS
associados a Salmonella (BRASIL, 2014). Salmonella também ¢ capaz de formar biofilmes e
isso prejudica ainda mais a tentativa de aniquilar com esse microrganismo em ambientes

alimenticios e hospitalares, pois a capacidade de formacdo desses biofilmes estende-se a
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superficies bidticas (plantas, células epiteliais) e abidticas (plastico, borracha, vidro) (LEWIS,
2001; STEENACKERS et al. 2012; O'LEARY et al., 2013).

Existem varios genes que garantem a viruléncia de Salmonella e estes podem ser
cromossdmicos e plasmidiais. Frequentemente esses genes encontram-se em regides
cromossomicas que recebem o nome de ilhas de patogenicidade em Salmonella (IPS)
(FERREIRA E CAMPQS, 2008). Ao todo sdo 5 IPS, sendo que a IPS-1 é a mais conhecida e
explorada. Sabe-se que existem genes inv (localizados na IPS-1) responsaveis pela invasao e
infeccdo de Salmonella no epitélio intestinal (FERREIRA E CAMPOS, 2008).

H& ampla resisténcia da Salmonella com relacdo as inUmeras classes de antibioticos
presentes no mercado como cloranfenicol (genes plasmidiais que codificam a producdo de
cloranfenicol-acetiltransferases e inativam 0 composto), sulfametoxazol-trimetoprim,
ampicilina e amoxacilina (MEUNIER et al., 2002; DOUBLET et al., 2004; ALTERTHUM,
2008a; BRASIL, 2007;). Também ja foram notificadas resisténcia frente as cefalosporinas de
terceira geracdo e as fluoroguinolonas (FERREIRA E CAMPOS, 2008). Um relatério feito
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) apontou resisténcia de Salmonella
isolada de carcaca de frango para estreptomicina (89,3%), sulfonamidas (72,4%), florfenicol
(59,2%), ampicilina (44,8%), acido nalidixico (44,0%), ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%),
enrofloxacina (18,4%), cefoxitina (17,3%), cefalotina (12,4%) e tetraciclina (11,2%)
(BRASIL, 2012).

Salmonella possui um gene denominada gnr que lhe confere resisténcia as quinolonas
pois garante a protecdo da DNAgirase (GAY et al., 2006). Essas bactérias também possuem
diversos tipos de genes que codificam B-lactamases, inclusive genes que codificam enzimas
B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (BUSH, 2001; MICHAEL et al., 2006). Ha
registros, também, de resisténcia a ceftriaxona, devido a seu uso frequente na medicina
veterinaria (CARATTOLLI et al., 2002). Outra resisténcia que é apresentada em Salmonella
esta vinculada a gentamicina, uma vez que essa bactéria possui genes de resisténcia a ela
(genes de N-acetiltransferase - aac(3) e aac(6’)) (MICHAEL et al., 2006). Além disso, ha
resisténcia para as tetraciclinas, devido a presenca de genes tetA, tetB, tetC, tetD e tetG
(FRECH E SCHWARZ, 2000; MICHAEL et al., 2006). Também ha resisténcia diante das
sulfonamidas, utilizadas tanto na medicina humana quanto na veterinaria, devido a presenca
de trés genes, sull, sul2 e sul 3, que codificam uma enzima para a via de sintese de acido
folico (precursor de RNA e DNA) que ndo € inibida pelo antimicrobiano (RANDALL et al.,
2004; LYNNE et al., 2008). Ja existe resisténcia a fosfomicina através do gene fosA3 (LIN E
CHEN, 2015).
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No geral, sugere-se que os genes foram adquiridos no processo evolutivo atraves de
incorporacdo de material genético proveniente de outras bactérias (BERCHIERI JUNIOR E
FREITAS NETO, 2009).

As abordagens e estudos realizados com essas bactérias descritas deixa clara a extrema
necessidade do desenvolvimento e sintese de novas classes que tenham potencial agédo
antimicrobiana, podendo evitar 0 aumento crescente da resisténcia bacteriana bem como de

maiores prejuizos para os seres humanos e saude publica.
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1.

INFORMACOES DE APOIO

Foi realizado um Screening geral
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inicial de compostos através do método de

microdiluicdo Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA), de acordo com Palomino e

colaboradores (2002) e também Martin et al. (2003). A Tabela 1 mostra a porcentagem de

inibicdo de crescimento celular bacteriano testado através de REMA, quando adicionou-se

100 pg.mL™* de cada composto avaliado neste trabalho.

Tabela 1. Inibicio de crescimento celular bacteriano para 100 pg.mL™ de composto

Composto X. citri B. subtilis P. aeruginosa S. enterica E. S. aureus E. faecalis
(%) (%) (%) Typhimurium (%) (%) (%)
(%)

Cafeina 0 8,0 N&o testado N&o testado 27,89 3,30 53,68
Rutina 17,8 6,6 N&o testado N&o testado 10,50 0,96 66,40
Curcumina 5,7 97,8 N&o testado 64,80 66 94,86 52,46
Umbeliferona 0 12,1 N&o testado N&o testado 34,08 3,05 31,28
Morina 0 7,8 N&o testado N&o testado 18,31 2,92 70,44
Crisina 0 26,3 N&o testado N&o testado 7,91 15,35 44,71
Piperina 46,3 58 N&o testado N&o testado 0 0 59,74
Quercetina 1,8 68,4 Na&o testado Na&o testado 57,91 26,66 40,88
Cinamaldeido 7,3 75,4 N&o testado N&o testado 68,74 0 46,82
AC-1 5,6 76,3 8,7 67,1 0 6,5 62,4
AC-2 4,2 35,5 18 72,1 0 22,4 21,4
AC-7 33,8 4,6 9,0 69,6 7,5 8,7 43,7
AC-8 47,1 1,6 5,0 75,4 38,1 11,4 67,9
AC-10 6,21 18,4 1,6 72,8 0 0,8 69,5
AC-12 61,0 93,2 57 59 1,3 21,2 77,9
AC-13 8,6 17,8 0,4 61 2,4 11,7 0
CH-1 35,5 0 1,0 71,3 2,9 23,20 42,2
CH-2 33,2 0 2,40 37,9 1,6 39,52 62,4
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CH-3
CH-4
CH-6
CH-7
CH-10
CH-13
CH-14
CH-19

34,3 0 0,84 74,4 2,3 19,90 40,93
5,6 5,6 5,06 69,9 0 19,46 68,05
51, 0 0,87 64,1 11,7 22,63 0

32, 2,3 3,73 60,9 1,9 9,58 72,2
37,3 4,3 2,21 72,3 1,5 13,80 51,19
18,6 29,3 4,61 73,7 0,9 3,39 69,46
22,4 5,2 2,09 46,1 0,7 14,70 0
65,2 0 3,79 71,3 2,2 6,13 0

A partir desse Screening observou-se que tanto 0s compostos naturais testados como 0s
curcuminoides sintetizados pelo grupo, ndo foram eficazes contra X. citri e nenhum outro
patégeno de interesse clinico. Apenas a curcumina, composto natural, precursor dos
curcumindides, bem como AC-12, um de seus analogos apresentaram porcentagem de
inibicdo de crescimento celular acima de 90% para B. subtilis. A partir dai nosso grupo
objetivou investigar, detalhadamente, o0 modo e alvo de acdo de AC-12 comparado a

curcumina em B. subtilis que gerou a publicac¢do do artigo em anexo.
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Abstract

Curcumin is the main constituent of turmeric, a seasoning popularized around the
world with Indian cuisine. Among the benefits attributed to curcumin are anti-
inflammatory, antimicrobial, antitumoral, and chemopreventive effects. Besides, cur-
cumin inhibits the growth of the gram-positive bacterium Bacillus subtilis. The anti-B.
subtilis action happens by interference with the division protein FtsZ, an ancestral
tubulin widespread in Bacteria. FtsZ forms protofilaments in a GTP-dependent man-
ner, with the concomitant recruitment of essential factors to operate cell division. By
stimulating the GTPase activity of FtsZ, curcumin destabilizes its function. Recently,
curcumin was shown to promote membrane permeabilization in B. subtilis. Here, we
used molecular simplification to dissect the functionalities of curcumin. A simplified
form, in which a monocarbonyl group substituted the p-diketone moiety, showed
antibacterial action against gram-positive and gram-negative bacteria of clinical in-
terest. The simplified curcumin also disrupted the divisional septum of B. subtilis;
however, subsequent biochemical analysis did not support a direct action on FtsZ.
Our results suggest that the simplified curcumin exerted its function mainly through
membrane permeabilization, with disruption of the membrane potential necessary
for FtsZ intra-cellular localization. Finally, we show here experimental evidence for

the requirement of the p-diketone group of curcumin for its interaction with FtsZ.

KEYWORDS

antibacterial compound, cell division, membrane permeabilization, turmeric

Number: 2014/50880-0 and 465440/2014-2

1 | INTRODUCTION

Molecular simplification is a strategy used for the discovery and de-
velopment of new drugs based on bioactive natural products exhib-

iting complex molecular structures or toxic groups. The concept of

molecular simplification is related to the withdrawal of functional
groups from prototype molecules, while keeping or enhancing de-
sirable bioactivity. Lidocaine, for example, is a simplified form of
cocaine that retains the local anesthetic properties without the nar-

cotic side effects (Gordh, 2010). Phenetidine is a simplified morphine,
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which has demonstrated similar analgesic activity (Janssen & van
der Eycken, 1968). The molecular simplified analogue of quinine,
mefloquine, exhibits potent antimalarial action, and is also effective
against resistant strains of Plasmodium (Grigg et al., 2016; Murray &
Perkins, 1996). Finally, the analogue designed by the molecular sim-
plification of piperlongumine, a natural alkaloid, is more active and
selectively cytotoxic against breast cancer cells than the prototype
molecule (Valli et al., 2017).

Curcumin (1) is a diphenolic compound extracted from the rhi-
zomes of Curcuma longa, which exhibits a large range of bioactive
properties that include antifungal, antiviral, and anticancer activities
(Chen et al., 2016; Di Martino et al., 2017; Kumar et al., 2014). The
antibacterial activity of curcumin and its natural and synthetic ana-
logues has been extensively revised by Moghadamtousi et al. (2014).
However, our main interest in curcumin relates to its ability to inhibit
bacterial cytokinesis (Kaur, Modi, Panda, & Roy, 2010; Rai, Singh,
Roy, & Panda, 2008). Division in bacterial cells requires the proper
assembly of a septal structure, the Z-ring, which has as main con-
stituent the tubulin-like protein FtsZ (Lutkenhaus, 2007). FtsZ has a
pivotal function during this process, as it acts as a division scaffold
and recruits several other cellular factors that assemble the divisome
(the protein complex operating on cell division) (Hurley et al., 2016;
Xiao & Goley, 2016). FtsZ polymerizes in a GTP-dependent manner
into protofilaments that associate to compose the Z-ring at the site
of division. Curcumin was shown to inhibit the assembly of FtsZ pro-
tofilaments in Bacillus subtilis (B. subtilis), where it exerts its function
by stimulating the GTPase activity of FtsZ (Rai et al., 2008).

Another function that has been attributed to curcumin is the abil-
ity to modify lipid bilayers, which may consequently alter the func-
tion of membrane proteins (Hung et al., 2008; Ingolfsson, Koeppe,
& Andersen, 2007). Supporting this, curcumin |, the main constitu-
ent of the seasoning turmeric, was found to permeabilize bacterial
membranes (Tyagi, Singh, Kumari, Kumari, & Mukhopadhyay, 2015).
The pool of biological properties of curcumin has been recognized
as pan-assay interference compound (PAIN) and invalid metabolic
panacea (IMP) (Nelson etal., 2017). These classifications are at-
tributed to prototypes that exhibit poor performance as lead com-
pounds due to their activities in various biological assays in which
they may interfere with the assay reading rather than displaying a
specific interaction with a target. Among the functionalities of the
curcumin structure, the B-diketone moiety seems to be related
to the PAIN and IMP behaviors, especially by metal chelation and
structural decomposition (Hampannavar, Karpoormath, Palkar, &
Shaikh, 2016; Heger, van Golen, Broekgaarden, & Michel, 2014).
Taking this into account, we designed and synthesized a simplified

analogue of curcumin (2) in which a monocarbonyl group replaced

diketone
double 0(-) double
bond : bond Molecular
MeO. OMe  simplification
"""""" —

? OH
vanillyl 1 vanillyl
moiety moiety

the p-diketone, while preserving both double bonds, as well as
the vanillyl moieties (Figure 1). The antibacterial activity of 2 and
its analogues (compounds 3-8) were evaluated against a panel of
gram-positive and gram-negative bacteria. Compound 2 was active
against the plant pathogen Xanthomonas citri (X. citri), the clinically
relevant strains Salmonella enterica sorovar Typhimurium (S. enterica)
and Enterococcus faecalis (E. faecalis), and the gram-positive bacterial
model Bacillus subtilis (B. subtilis). Moreover, 2 was able to disrupt
the divisome of B. subtilis; however, further biochemical analysis did
not support a direct and/or specific action on FtsZ. Finally, our data
support the view that 2 exerts its function against B. subtilis by mem-
brane pore formation, which suggests that the -diketone moiety is

required for the interaction of curcumin and FtsZ.

2 | RESULTS

2.1 | Synthesis and 'H NMR spectrum data of
simplified curcumin (2) and its analogues (3-8)

Synthesis of 2 and its analogues (3-8) was achieved by the reaction
between the respective benzoic aldehydes and acetone. Analogues
of 2 bearing phenyl rings symmetrically substituted by halogens (-F
and -Br) and electron-donating [-CH,, -N(CH,), and ~-OCH] sub-
stituents were synthesized, with yields ranging from 61% to 87%
(Figure 2). The structure of 2-8 was identified by *H NMR spec-
trum data analyses. The most characteristic signals observed in the
1H NMR spectra were those of the olefinic double bond hydrogen,
which were present as a pair of doublets with coupling constants
ranging from 15.6 to 16.2 Hz, indicating the trans configuration. For
all the compounds, NMR parameters corresponded with the pro-
posed structures.

(1E,4E)-1,5-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-
one (2): Yellow solid. 68% yield. H NMR (600 MHz; CDCl,) &, (mult.;
Jin Hz): 7.70 (d; 16.2; H-B), 7.21 (dd; 2.4 and 8.4; H-6), 7.14 (d; 2.4;
H-2), 6.97 (d; 8.4; H-5), 6.96 (d; 16.2; H-a), 5.95 (br s; 4-OH), 3.98 (s;
3-OCH,).

(1E,4E)-1,5-diphenylpenta-1,4-dien-3-one (3): Yellow solid. 61%
yield. *H NMR (600 MHz; CDCl,) 8, (mult.; J in Hz): 7.77 (d; 15.6;
H-B), 7.65 (dd; 1.8 and 6.6; H-2 and H-6), 7.45 (m; H-3, H-4 and H-5),
712 (d; 15.6; H-a).

(1E,4E)-1,5-bis(4-fluorophenyl)penta-1,4-dien-3-one (4): Yellow
solid. 84% vyield. *H NMR (600 MHz; CDCly) 8, (mult.; J in Hz): 7.73
(d; 15.6; H-p), 7.64 (d; 8.4; H-2 and H-6), 7.14 (dd; 8.4 and 9.0; H-3
and H-5), 7.02 (d; 15.6; H-a).

(1E,4E)-1,5-bis(4-bromophenyl)penta-1,4-dien-3-one (5): Yellow
solid. 75% yield. *H NMR (600 MHz; CDCl,) 8, (mult.; J in Hz): 7.69

monocarbonyl

FIGURE 1 Curcumin (1) and its
simplified analogue (2)
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FIGURE 2 Synthesis of simplified 5 7 R= ortho-N,N-c)ilimethyI
curcumin (2) and its analogues (3-8) 8- R= ortho-methoxyl
TABLE 1 Antibacterial activity of simplified curcumin and its analogues
Compound (100 pg/mL)
Percentage of growth inhibition®
Bacteria 1 2 S 4 5 6 7 8
Gram-negative Xanthomonas citri <10 61 <10 <10 <10 34 47 <10
IBSBF-1594
Pseudomonas aeruginosa 67 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
ATCC27853
Salmonella enterica sorovar 66 59 67 72 61 70 75 73
Typhimurium
ATCC13311
Escherichia coli 65 <10 <10 <10 <10 <10 38 <10
ATCC25922
Gram-positive Staphylococcus aureus 95 21 <10 22 12 <10 11 <10
ATCC25923
Enterococcus faecalis 52 78 62 21 <10 44 68 70
ATCC29212
Bacillus subtilis 98 93 78 35 18 <10 <10 19

Strain 168

2Growth inhibition is inversely proportional to the amount of resazurin reduced by NADH to resorufin, where 100% reduction means no growth

inhibition.

(d; 15.6; H- p), 7.58 (d; 8.4; H-2 and H-6), 7.50 (d; 8.4; H-3 and H-5),
7.07 (d; 15.6; H-a).

(1E,4E)-1,5-bis(4-methylphenyl)penta-1,4-dien-3-one (6): Yellow
solid. 63% yield. *H NMR (600 MHz; CDCly) 8, (mult.; J in Hz): 7.74
(d; 16.2; H- B), 7.55 (d; 8.4; H-2 and H-6), 7.25 (d; 8.4; H-3 and H-5),
7.07 (d; 16.2; H- ), 2.42 (s; 4-CH,).

(1E,4E)-1,5-bis(4-(dimethylamino)phenyl)penta-1,4-dien-3-one
(7): Red solid. 87% yield. 'H NMR (600 MHz; CDCl) 8, (mult.; J in
Hz): 7.71(d; 16.2; H- p), 7.54 (d; 9.0; H-2 and H-6), 6.92 (d; 16.2, H- o),
6.72 (d; 9.0; H-3 and H-5), 3.06 (s; 4-N(CH,),).

(1E,4E)-1,5-bis(4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one (8):
Yellow solid. 74% yield. 1H NMR (600 MHz; CDCl,) 8, (mult.; Jin Hz):
7.73 (d; 16.2; H- B), 7.60 (d; 8.4; H-2 and H-6), 6.98 (d; 16.2; H- «),
6.96 (d; 8.4; H-3 and H-5), 3.88 (s; 4-OCH,).

2.2 | Preliminary screening of the antibacterial
activity of 2 and its analogues

The antibacterial activities of the compounds 1 (curcumin) and
2-8 were evaluated against a panel of gram-positive and gram-
negative bacteria using resazurin microtiter assay plate (REMA), an
assay that measures the cell respiratory activity by the indirect
detection of NADH production. In order to guarantee a fair com-
parison among the tests (number of cells exposed/concentration

of compound), the amount of cells was standardized to 10° and the

concentration of each of the compounds under analysis was fixed
at 100 pg/mL. Curcumin (1) was active against six of seven bacte-
ria tested, except for the plant pathogen X. citri. The percentage of
growth inhibition caused by 1 for those affected varied from 52%
to 98% (Table 1; growth inhibition was determined as a diminished
percentage of resazurin reduction to its fluorescent form resorufin
when comparing untreated and treated cells). Besides, 1 was more
active against the gram-positive strains S. aureus and B. subtilis,
reaching inhibition levels of more than 90% at the concentration
of 100 pg/mL. When we consider the simplified forms derived
from 1, two important human pathogens, S. enterica and E. faeca-
lis, were the preferred targets. S. enterica was the most sensitive
strain being inhibited by all of the compounds tested (2-8) with
percentages of inhibition varying from ~60% to 75%. Next, E. fae-
calis was inhibited by four of seven compounds (2, 3, 7, and 8) and
displayed a growth inhibition ranging from 62%-78%. Noteworthy,
compound 2 was the only one to inhibit the phytopathogen X. citri,
the etiological agent of citrus canker, which is a severe disease that
affects citrus plants worldwide. Compound 2 was active against
four different species, two gram-negative and two gram-positive,
considering the inhibition level of ~60% or above. Additionally, 2
inhibited growth of nearly 80% of E. faecalis, an important human
pathogen with documented resistance to diverse antibiotics, and
more than 90% of B. subtilis. Therefore, compound 2 was chosen

for further characterization.
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2.3 | Activity of 2 against B. subtilis

In order to determine the minimal inhibitory concentration (MIC)
of 2 against B. subtilis, we exposed this bacterium to various con-
centrations of the compound and measured the cell respiratory
activity using REMA. The concentration window analyzed varied
from 100 pg/mL to approximately 0.8 pg/mL. We detected clear
concentration-response patterns for both compounds (1 and 2),
and the decays of activity started approximately at the concen-
trations of 12.5 and 6.25 pg/mL, respectively (Figure 3a,b). It was
observed that, at least for compound 2 (3B), the following concen-
trations (~3-0.8 pg/mL) induced less inhibition with a soft decline.
Subsequently, polynomial regression was used to perform fit to the
data, which enabled us to determine the MIC90 of 12.7 pg/mL and
MIC50 of 5.4 pg/mL for 2, and the MIC90 of 24.8 pg/mL and MIC50
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FIGURE 3 Growth inhibition profile of B. subtilis treated
with compounds 1 and 2. Bacterium was exposed to different
concentrations of the compounds 1 (a) and 2 (b) (x-axis) and the
percentages of growth inhibition were plotted as vertical bars
(y-axis). Bars represent the average value derived from three
independent experiments; standard deviation is depicted above
each bar. PC, positive control kanamycin at 20 pg/mL

of 11.5 pg/mL for 1. Therefore, compound 2 displayed a MIC90 that
was nearly two times more potent than curcumin, from which it de-
rives. To evaluate if 1 and 2 had bacteriostatic or bactericidal ac-
tion, aliquots of cell suspensions were collected during REMA and
plated in LB medium to check for cell viability. The samples were
collected after the exposure to the compounds and before resazurin
was added. As a result, colony development was observed for all of
the concentrations tested, including those where REMA indicated
nearly 100% of cell growth inhibition (above 50 pg/mL). Therefore,
both compounds, 1 and 2, have bacteriostatic action against B. sub-
tilis at the concentration range analyzed.

2.4 | Disruption of the divisional septum of
B. subtilis

Curcumin (1) has been implicated in the inhibition of the FtsZ-ring
formation in B. subtilis (Rai et al., 2008). As 2 is an analogue of 1,
we wondered if this compound could perturb the divisional septum
of B. subtilis as well. To evaluate this, a B. subtilis strain expressing
FtsZ-GFP (labeled for the divisional septum) was cultivated in LB,
and then diluted in fresh medium so to give a final concentration of
10° cells mL™%, which is the same concentration used in REMA. Cells
were then exposed to 1 and 2 for up to 30 min, which corresponds
to nearly a doubling time of B. subtilis, followed by microscopic ob-
servations at every 5 min (Figure 4). In panel A (GFP and GFP/PhC
merged), we observed the standard pattern of septation (untreated
cells), here represented by a bright bar, perpendicular to the long
axis of the rods, which is formed by FtsZ-GFP. The septa here oc-
cupy the central portion of the cells under division. For the culture
treated with 1% Dimethyl sulfoxide (DMSO), the vehicle in which 1
and 2 were dissolved, the same pattern was documented without
any disruption of the divisome (Figure 4b). In agreement with data
from Rai et al. (2008), exposure of B. subtilis to 1 at MIC90 led to a
complete dissolution of the septa after 15 min, with the concomitant
accumulation of FtsZ-GFP fluorescence in the cytoplasm of the cells
(Figure 4c). Noteworthy, compound 2 lost the ability to target the
divisional septum, even after a longer incubation period of 30 min
(Figure 4d). Here the septa are practically identical to the untreated
control (compare Figure 4a and d). However, extending the incuba-
tion time with 2 for 90 min led to a complete disruption of the septal
structures, which was comparable to the treatment with 1 (compare
Figure 4c with e). Although 90 min of exposure to the compound
may be considered too long, one could argue that 2 may have resid-
ual action on septum, specially considering the fact that the cells in

panel 4E have no clear sign of morphological damage and/or stress.

2.5 | Assaying the interference of the simplified
curcumin on the FtsZ polymerization dynamics

Disruption of the divisional septum in B. subtilis could be a conse-
quence of direct action of 2 on the bacterial tubulin protein FtsZ
and/or other proteins or cellular structures that stabilize and modu-
late the assembly of the septum. FtsZ is a GTPase that polymerizes
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FIGURE 4 Septum disruptionin B.
subtilis. B. subtilis expressing FtsZ-GFP
was cultivated in LB until the OD600 nm
of ~0.4; cultures were diluted to 10°
cells mL™%, and exposed to the test
compounds at MIC90. (a) Cells cultivated
in LB; (b) LB + 1% DMSO; (c) cells after
15 min of exposure to 1; (d) 30 min of
exposure to 2, and (e) 90 min of exposure
to 2. GFP/PhC, phase contrast images
superimposed on GFP fluorescence
images. Magnification 100x%; bar, 5 pm

into protofilaments in the presence of magnesium and both nucleo- possible interference of 2 was investigated using B. subtilis FtsZ
tide cofactors GTP or GDP (Erickson, Anderson, & Osawa, 2010), and a polymerization/associated GTP hydrolysis assay (Krdl et al.,
and is the main scaffold protein of the bacterial septum. The 2015). Incubation of FtsZ with a concentration of 2 equivalent to
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the MIC90 (12.7 ug/mL) led to 16% inhibition of the GTPase activity
(Figure 5a; compare the black bars at NC and 12.5 pg/mL). When
the concentration of 2 was increased fourfold (50 pg/mL), the inhibi-
tion doubled and reached 35%, which does not appear to be consist-
ent with a specific action of 2 on the GTPase activity of FtsZ. The
same set of experiments was conducted using compound 1, and, in
accordance with data from Rai et al. (2008), we documented an in-
crease in the GTPase activity of FtsZ as the concentration of 1 was
raised (Figure 5a, gray bars).

Even though 2 does not seem to interfere significantly with the
GTPase activity of FtsZ, this compound could somehow preclude
FtsZ dynamics by interfering with polymerization and/or bundling
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FIGURE 5 FtsZ GTPase activity and sedimentation dynamics.
(a) The GTPase activity of B. subtilis FtsZ was evaluated using
different concentrations of 1 and 2 (5-50 pg/mL), or the vehicle
DMSO at 0.5% (NC). Bars represent average values derived from
three independent experiments; standard deviation values are
depicted as vertical lines above the bars. (b) Sedimentation of
FtsZ: B. subtilis FtsZ was incubated with 2 at 50 pg/mL prior to
polymerization at 30°C, which started by adding nucleotides. Bars
represent average values of FtsZ sedimentation (calculated from
the pellet fraction in SDS-PAGE) derived from two independent
experiments; standard deviation is depicted above the bars

of the FtsZ protofilaments. These possibilities were investigated
through sedimentation analyses, where FtsZ was exposed to 2 at
50 pg/mL before GTP and GDP were added. Polymerization was
initiated by the nucleotide incorporation into the reaction and mea-
sured by the determination of the amount of FtsZ recovered in the
pellet after centrifugation (Figure 5b). Bovine serum albumin (BSA)
was included as a control for aspecific protein aggregation, which
would also result in sedimentation. Treatment with 2 and GTP led
to a nearly 40% of FtsZ recovered in the pellet. The sedimentation
observed with 2 was not significantly different from the sedimenta-
tion documented in the presence of DMSO, although 2 did seem to
slightly increase the amount of FtsZ recovered. This could be indica-
tive of an increased bundling, that in turn may influence the GTPase
activity. BSA did not sediment, indicating that 2 did not cause aspe-

cific protein aggregation.

2.6 | Simplified curcumin acts on the membrane of
B. subtilis

Tyagi et al. (2015) recently reported that curcumin I, the most ac-
tive constituent of turmeric, has biological activity against E. coli,
E. faecalis, S. aureus, and P. aeruginosa, and they also showed that,
at least regarding E. coli and S. aureus, curcumin | exerts its action
by disrupting the membrane potential. As membrane potential
seems to be necessary for the localization of factors such as FtsZ
(Strahl & Hamoen, 2010), compound 2 could be disrupting the B.
subtilis divisional septum by perturbing its membrane integrity. To
collect supportive evidence for this, B. subtilis strain 168 cells (10°
cells mL™) were exposed to 1 and 2 at MIC50 and MIC90 for 30 min,
and stained afterward with the fluorescent dyes SYTO 9 and pro-
pidium iodide (PI). These dyes allow the identification of cells with
intact and compromised membranes, respectively (Figure 6). In our
experiments, untreated cultures normally exhibit ~15% of the cells
permeable to Pl (untreated). Treatment with 1% DMSO (not shown)
essentially resulted in the same pattern observed for the untreated
culture. This contrasted sharply with the results of exposure of B.
subtilis to Nisin (our positive control), a lantibiotic able to form trans-
membrane pores and to induce high Pl intake, affecting almost 100%
of the cells (Figure 6). Treatment of the cells with 1 at MIC50 prac-
tically doubled the amount of cells compromised when compared
with the untreated culture. By increasing the concentration of 1 to
MICQ90, the extent of cells affected became even more pronounced,
reaching ~70% of the cells. Compound 2, on the other hand, had no
effect at MIC50, in which the percentage of cells with compromised
membranes was practically the same as the untreated. However, by
increasing the concentration of 2 to the MIC90, there was a signifi-
cant increase in Pl intake, with the compound affecting ~70% of the
cells. Notably, compound 2, at MIC90, was as effective as 1 to induce
Pl intake in the time-frame evaluated. In summary, both compounds,
1 and 2, had the ability to target the bacterial membrane, and, judg-
ing by the fact that 2 had little influence on the GTPase activity and
sedimentation dynamics of purified FtsZ, our data suggest that the
primary target of compound 2 is the bacterial membrane.
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FIGURE 6 Membrane permeabilization in B. subtilis. Bacterium
was exposed to 1 and 2 at MIC50 and MIC90 for 30 min. The
percentage of cells with membrane permeabilization is plotted as
vertical bars (y-axis), which represent the average values derived
from three independent experiments (in each experiment the
number of cells counted was of ~150; n = 450); standard deviation
is depicted above each bar. The letters above the bars indicate
significant difference among treatments

2.7 | FT-IR spectrophotometry

To investigate the extent of interference 2 might have on the
surface of the cells, we employed FT-IR, a technique potentially
able to show perturbations of diverse chemical structures. First,
we analyzed the FT-IR spectrum of untreated B. subtilis (Figure 7).
According to the literature (Garip, Gozen, & Severcan, 2009), typi-
cal bands of the Bacillus spectrum could be detected in the regions
1083, 1231, 1540, and 1646 cm™*. These peaks represent stretch-
ing of C-O bonds found in glycogen (1083 cm™), and -PO?” groups
belonging to the structural phospholipids of the cytoplasmic mem-
brane (1231 cm'i). The vibrations of N-H bonds and stretching of
the C-N bond belonging to the amide Il found in alpha helixes of
proteins are seen in the 1540 cm™ region, and the stretching of the
C=0 bond of amide I, also belonging to alpha helixes, is identified
at peak 1646 cm™. The peak 1404 cm™ corresponds to vibrations
of sulfonic groups present in various structures of the bacterial cell
wall. Vibrations in the regions 3390-3220 and 3633-3430 cm™
are presumed to be residual groups of hydroxyl and amine on
the surface of the bacterial biomass. Peaks 2941, 3924, 627, and
485-413 cm™* are residues of -CH,, O-H, and free amine groups.
Finally, the band 2120-2020 cm™ corresponds to the CO, from
the air. This technique is useful to perform a general reading of
the cells, allowing us to mark regions and peaks representing
some particular structures. Therefore, any change in a particular
peak may be an indication of modification of the original bacterial
structure related to that peak (Vishu Kumar, Varadaraj, Gowda, &
Tharanathan, 2005).

The region comprised between 4000 and 2000 cm™ rep-
resents free amine groups, carbon dioxide from the air, and hy-
droxyl groups from the bacterial surface. The same is true for
the region 800-400 cm™?, being also associated with free amine
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FIGURE 7 FT-IR spectrum of untreated cells of B. subtilis

residues and carbon groups from the bacterial surface. For this
reason, we concentrated our observations in the spectra ranging
from 2000 until 800 cm™ (Figure 8a-d), considered the finger-
print region (Jebsen et al., 2012). When we compared the spectra
of B. subtilis before and after contact with 2 (compare a and b), we
identified a decrease in intensity of peaks 1646 and 1540 cm™,
which are associated with alpha helix and amide Il of proteins.
Other peaks that almost disappeared from the spectrum were
1450, 1404, 1231, and 1083 cm™?, associated with lipids from the
cytoplasmic membrane (1450 cm™), sulfonic groups from the bac-
terial cell wall (1404 cm™), phospholipids from the cytoplasmatic
membrane (1231 cm™), and glycogen (1083 cm™). Exposure to 2
led to the detection of a new peak (1380 cm™) belonging to the
vibrations of COO™ groups related to fatty acids (Figure 8b). This
new finding may be associated to the fragmentation of lipids from
the bacterial cell as a consequence of exposure to the compound.
The FT-IR spectrum of B. subtilis exposed to 1 was very similar in
shape to the spectrum of untreated cells (compare a and ¢), al-
though with an overall lower intensity. This suggests that 1 is not
affecting or modifying structures of the bacterial cell that could
be captured by this technique, which consequently reinforces
the view that the mechanism(s) of action of 1 differ(s) from 2.
Noteworthy, the FT-IR spectrum of B. subtilis exposed to nisin,
known to form pores on the bacterial membrane (Wiedemann,
Benz, & Sahl, 2004), displayed changes resembling those induced
by 2 (compare a with b and d). The peaks 1646 and 1540 cm™
showed lower intensity as well as noise along the band; the same
pattern was seen for peaks 1450 and 1404 cm™. Finally, peaks
1231 and 1083 cm™ virtually disappeared from the spectrum of
nisin, a result also observed after exposure to 2 (compare b and d).
As the above-mentioned regions (1646 and 1540, 1646 and 1540,
and 1231 and 1083 cm™) are associated with structures mainly
found in the cytoplasmic membrane, the FT-IR data reinforced our

suggestion that 2 is targeting the bacterial membrane.
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FIGURE 8 FT-IR spectra of B. subtilis exposed to 1 and 2. (a) untreated cells of B. subtilis; (b) B. subtilis after contact with 2 at MIC90; (c) 1

at MIC90 and (d) nisin at 5 pg/mL

3 | DISCUSSION

Curcumin (1) is the active constituent of turmeric, a seasoning with
a long history of use in popular medicine (Goel, Kunnumakkara, &
Aggarwal, 2008). Among the benefits that have been attributed
to 1, the antibacterial action was the focus of our studies. Besides,
we wanted to investigate the functional group(s) of 1 that are in-
volved with the action it exerts on the bacterial division protein FtsZ
(Rai et al., 2008). FtsZ is an ancient tubulin widespread in Bacteria.
Subunits of FtsZ associate in a GTP-dependent manner to form poly-
mers, which subsequently bundle to form the Z-ring, a ring-like struc-
ture that coordinates the bacterial cell division (Hurley et al., 2016;
Lutkenhaus, 2007; Xiao & Goley, 2016). In the recent years, FtsZ has
become a target for the development of antibacterial compounds.

Among the reasons for that we cite its low homology in primary

sequence to tubulins of derived eukaryotes, allied to the fact that
FtsZ is well conserved throughout Bacteria (Hurley et al., 2016; Lock
& Harry, 2008; Lowe & Amos, 1998). Such characteristics may rep-
resent low(er) toxicity for eukaryotes and larger spectra of action of
the FtsZ inhibitors. Rai et al. (2008) reported that 1 inhibits the as-
sembly of FtsZ protofilaments, and stimulates the GTPase activity of
the protein. Authors also determined the dissociation constant of 1
to FtsZ (~7 uM), which was considerably low denoting specific bind-
ing. In our microscopic analyses, compound 2, a derivative of 1, had
only a minor effect on the divisome of B. subtilis. In addition, 2 was
able to permeabilize the bacterial membrane, an activity also docu-
mented for 1 (Figure 6). However, subsequent biochemical charac-
terizations did not support an specific action of 2 on the cell division
protein FtsZ. Compound 2 showed only a slightly inhibition of the
GTPase activity of B. subtilis FtsZ, with a slight interference in FtsZ
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sedimentation. Our results suggest that disruption of cell division
by 2 was probably an indirect consequence of perturbations of the
bacterial membrane potential, which is known to interfere with the
localization of FtsZ (Strahl & Hamoen, 2010).

To further explore the possible sites of action of 2, B. subtilis was
exposed to 1 and 2, as well as to nisin, and after that analyzed using
FT-IR. The reasoning here was that FT-IR, a technique that can poten-
tially show perturbations of several chemical structures, could doc-
ument alterations induced by the compounds at the surface of the
cells. Overall, FT-IR spectra of the B. subtilis exposed to 2 showed re-
duction in intact cells in the samples. In addition, our results suggest
that the perturbation caused by 2 seems to take place mainly at the
component structures of the cytoplasmatic membrane. Compound
1 did not induce detectable alterations on the FT-IR spectrum of B.
subtilis, which is in agreement with its suggested mode of action:
perturbation of the bacterial cell division (Rai et al., 2008). Notably,
nisin, a lantibiotic the targets the bacterial membrane producing
pores (Wiedemann et al., 2004), induced similar FT-IR spectral alter-
ations as 2 (Figure 8b,d). Altogether, the FT-IR spectra were capable
of pinpointing chemical structures perturbed in the cells upon ex-
posure to 2. Moreover, the altered regions correspond to chemical
structures or cellular components that are part of the cytoplasmatic
membrane, seemingly the primary target of 2.

Molecular simplification is a powerful tool that enables the iden-
tification of functionality groups within bioactive compounds. This
technique applied to 1 seems to have allowed us to discriminate be-
tween two of its functionalities: while 1 targets FtsZ and the mem-
brane (Rai et al., 2008; Tyagi et al., 2015), compound 2 targets the
membrane more prominently (Figures 5 and 6é). In the present work,
a set of seven compounds were generated in which the $-diketone
of 1 was replaced by a monocarbonyl group (Figure 1), whereas their
phenyl rings carry symmetric halogens (-F and -Br) or electron-
donating substituents [-CH,, -N(CH,), and ~OCH,] (Figure 2). Kaur
et al. (2010) used in silico molecular docking to tentatively iden-
tify the interaction between 1 and FtsZ from E. coli and B. subtilis.
Based on their model, the p-diketone portion of 1 interacts with the
Glycine residues 21 and 22 of B. subtilis-FtsZ, and with the Glycine
residues 20, 21, and 109 of E. coli-FtsZ. Therefore, our results give
experimental support for their model in which the presence of the
monocarbonyl group replacing the p-diketone may have changed
the FtsZ binding properties of 2. In addition, our data shows that the
B-diketone group is not required for membrane targeting.

The derived form 2 was further modified into compounds 3-8
and their antibacterial properties were assessed using a panel of
bacterial isolates of clinical interest, as well as a plant pathogen.
The series 2-8 was noticeably effective against S. enterica sorovar
Typhimurium, a model enteropathogenic bacterium that is respon-
sible for acute forms of food-borne diarrhea. Wotzka, Nguyen, and
Hardt (2017) mentioned in their review the need for more effi-
cient therapies against enteropathogens, which include S. enterica
Typhimurium. In addition to this, acquired antibiotic resistance in
Salmonella is a matter of concern (Michael & Schwarz, 2016). Here,
we described seven compounds (2-8) with the ability to inhibit
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growth of S. enterica Typhimurium. Although the maximum inhibition
level observed was 75% (7), the anti-Salmonella activity of the series
as a whole pointed to the effectiveness of the basic structure of 2
against this bacterium, irrespective of the substituent atom/group
used.

Among the compounds, 2 was active against five of seven bacte-
rial isolates. Additionally, 2 showed a nearly 60% increase in potency
against E. faecalis when compared to 1, while practically keeping the
antibacterial property of 1 against S. enterica Typhimurium and B.
subtilis. E. faecalis is a gram-positive bacterium widespread in nature,
and also found as a commensal of the gastrointestinal tract of ani-
mals. Furthermore, E. faecalis has been associated with nosocomial
infections and thus poses a considerable threat to human health
worldwide. The ability of compound 2 to kill E. faecalis emerges as
a new therapeutic possibility against an opportunistic pathogen,
known to be resilient to several antibiotic treatments (acquired and
intrinsic resistance of E. faecalis has been nicely reviewed by Guzman
Prieto et al., 2016; van Harten, Willems, Martin, & Hendrickx, 2017).

Compound 2 was the only derivative able to kill the plant patho-
gen X. citri, which is the etiological agent of citrus canker, a disease
that affects all the commercially important varieties of citrus plants
and responsible for significant economic losses to the orange juice
industry (Gottwald, Graham, & Schubert, 2002). Citrus canker can-
not be treated, however, farmers can manage the problem and con-
trol the spread of X. citri within the orchards. The current strategy
used in Brazil, the major producer of sweet oranges in the world, is
the plantation of orange trees that are less susceptible to the patho-
gen (complete resistance to X. citri has not yet been found), the use
of wind-shields (green barriers) to avoid lateral spreading of the bac-
terium due to the combined action of wind and rains, and the mas-
sive use of cupric formulations as a superficial bactericide to protect
the aerial parts of the trees (Fundecitrus, Brazil). Copper is toxic to
the environment, may be bio/accumulative, and there are reports of
acquired resistance of X. citri to this metal (Canteros, 1999; Carpene,
Andreani, & Isani, 2017). In this sense, the use of agricultural defen-
sives based on less toxic compounds is a desirable alternative that
deserves further investment.

4 | MATERIALS AND METHODS

4.1 | Synthesis and 'H NMR spectra of compounds
2-8

The general procedure for the synthesis of compounds 2-8 was
the same as reported by Yadav et al. (2010). Briefly, an amount of
7 mmol acetone was added to a solution of 14 mmol of the respec-
tive benzaldehyde in ethanol (10 mL). The solution was stirred at
room temperature for 20 min, followed by dropwise addition of
ethanolic solution of NaOH (1.5 mL, 1.0 mol/L). The mixture was
stirred at room temperature and monitored by successive TLC anal-
yses. When the reaction was finished, the residue was poured into
crushed ice. The resulting precipitate of 2 was removed by filtra-
tion, washed with cold water, and purified by chromatography over
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silica gel using mixtures of hexane and ethyl acetate as eluents.
Precipitates of 3-8 were removed by filtration, washed with cold
water and purified by recrystallization from ethanol. NMR spectra at
25°C were recorded at 600 MHz for *H nucleus on Bruker Avance Il|
spectrometer. Chemical shifts are given in ppm on the 6 scale refer-
enced to residual CHCI, signal at 7.28, and coupling constants (J) are

calculated in hertz (Hz).

4.2 | Strains and growth conditions

ATCC29212
Staphylococcus aureus ATCC25923 (S. aureus), Escherichia coli

The strains Enterococcus faecalis (E. faecalis),
ATCC25922 (E. coli), Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC13311 (S. enterica), and Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
(P. aeruginosa) were obtained from Fiocruz (Fundacao Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, Brazil). Bacillus subtilis 168 (B. subtilis), and B. sub-
tilis expressing FtsZ-GFP (amy::pspac-ftsZ-gfpmut1) were gifts from
Frederico Gueiros-Filho (Dept. of Biochemistry, 1Q, Universidade
de Sao Paulo, Brazil). Xanthomonas citri subsp. citri 306 (X. citri)
was obtained from the Instituto Bioldgico, Secdo de Bactérias
Fitopatoldgicas (IBSBF-1594; Schaad et al., 2006). B. subtilis was cul-
tivated in LB/LB-agar (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989) at 30°C;
E. coliin Tryptic Soy Broth (TSB) or TSB-agar (Difco-211225) at 37°C;
X. citri was cultivated in NYG/NYG-agar (Peptone 5 g, yeast extract
3 g and glycerol 20 g in 1.0 liter of distilled water) at 30°C; E. faecalis
in Brain Heart Infusion (BHI) or BHI-agar (Difco-237500) at 37°C; P.
aeruginosa and S. enterica were cultivated in Nutrient Broth (NB) or
NB-agar (Difco-234000) at 37°C.

4.3 | Cell viability tests

The antibacterial activity of the compounds was evaluated using the
Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) adapted to X. citri (Silva
et al., 2013). Compounds, as dried powders, were diluted in 100%
DMSO to a starting concentration of 10 mg/mL. Following, com-
pounds were diluted in a twofold scheme using growth medium (ac-
cording to the medium recommended for each strain), and aliquots
were deposited directly into the wells of a 96-microtiter plate so to
give the necessary concentration to be tested in a final volume of
100 pL. Cells were standardized to 10° CFU/well. The negative con-
trol was media; the vehicle control was 1% DMSO, and as positive
controls we used 20 pg/mL of kanamycin for X. citri and B. subtilis,
8 pg/mL of ampicillin for E. coli and S. typhimurium, 4 pg/mL of gen-
tamicin for P. aeruginosa, and 2 pg/mL and 4 pg/mL of vancomycin
for S. aureus and E. faecalis, respectively (EUCAST/BrCAST, 2017).
Bacteria were exposed to the compounds for a period of 12 hr.
After the incubation time with the compounds, the metabolic ac-
tivity of the cells was assessed by adding resazurin (0.1 mg/mL) to
the samples to the final concentration of 1.5 pg/mL, followed by a
further incubation of ~2 hr. Resazurin is a nonfluorescent blue dye
that can be reduced in the presence of NADH to a reddish fluores-
cent compound known as resorufin (an indication of cell metabo-

lism). The amount of resazurin reduced by NADH to its fluorescent

form is quantifiable in REMA, and it is directly proportional to the
amount of cells with active metabolism (respiring); therefore, we can
measure the proportion of the cells in a culture that are affected by
a specific compound or treatment. Fluorescence scanning was con-
ducted using a microplate reader Synergy H1 (Biotek). Three inde-
pendent experiments were used to estimate the minimal inhibitory
concentration (MIC) data. Statistics were carried out using Graphpad
Prism version 6. To evaluate if compounds had bacteriostatic or bac-
tericidal action, samples from REMA were plated on agar-media and
incubated for 24 hr (48 hr for X. citri) in order to check for the ability
of the cells to grow.

4.4 | Microscopy

Cells to be evaluated under the microscope were collected from
REMA plates after the exposure to the compounds and immobi-
lized in agarose-covered slides essentially as described by Martins
et al. (2010). B. subtilis labeled for the septum was cultivated in the
presence of 0.02 mM Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG)
to induce the expression of FtsZ-GFP from the pspac promoter.
Membrane integrity was assessed using the Live/Dead Baclight kit
(Thermo-Scientific L7012) following the exposure to the compounds
in REMA. All the visualizations were done using an Olympus BX-61
microscope, equipped with a monochromatic OrcaFlash-2.8 camera,

and guided by the software CellSens version 11.

4.5 | FtsZ assays

B. subtilis FtsZ was expressed and purified using the ammonium
sulfate precipitation method as described before (Krol & Scheffers,
2013; Mukherjee & Lutkenhaus, 1998). The FtsZ GTP hydrolysis
rate was determined using the malachite green phosphate assay
as described in (Krdl et al., 2015). Twelve pM FtsZ was incubated
with 10 mM MgCl, in the presence of various concentrations of 2
in 50 mM HEPES pH 7.5, 300 mM KCI at 30°C and the reaction was
started with 1 mM GTP. As a control, 1% DMSO was used. FtsZ sedi-
mentation assays were performed as described in (Krél et al., 2015).
Ten pM FtsZ and BSA (control) were incubated with 10 mM MgCl,
in the presence of 50 pg/mL of 2 0.5% DMSO (control) in 50 mM
HEPES pH 7.5, 50 mM KCI at 30°C and the reaction was started
with 2 mM GTP or GDP (or a corresponding volume of buffer added
where no nucleotide was present).

4.6 | FT-IR spectrophotometry

FT-IR spectroscopy was performed according Zeroual, Manfait,
and Choisy (1995) with some modifications. Cells were analyzed
before and after treatment with the compounds using the FT-
IR spectrophotometer Shimadzu, Model 8300. Briefly, bacteria
were cultivated in liquid medium up to the concentration of 10°
cells/mL; after growth, cells were centrifuged at 10,000 g for
2 min in order to form pellets at the bottom of 1.5 mL microcen-
trifuge tubes. Cells were dissolved in deionized water, centrifuged
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and then washed two more times in water to remove traces of
medium. After that, cell mass was mixed together with 149 mg of
KBr. To obtain the FT-IR spectra of treated cells, compounds were
added to the cultures at MIC90 and allowed to react for 30 min
before the centrifugation steps. Nisin was added as a control for
membrane pore formation at 5 pg/mL. The dry samples with KBr
were homogenized and compressed at 40 kN for 5 min in prepara-
tion for the FT-IR readings. Absorbance was analyzed over a range
of 400 to 4000 cm™, with 32 scans at a resolution of 4 cm™. Data
treatment and analyses were performed using the software Origin
8.00.
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CAPITULO 11l
AVALIACAO DO POTENCIAL DE INIBICAO ANTIMICROBIANO DE
HIDROXICHALCONAS E METOXICHALCONAS CONTRA O MICRORGANISMO

Bacillus subtilis

1. MATERIAL E METODOS
1.1.Sintese das Metoxichalconas e Hidroxichalconas (realizado pelos colaboradores de
Séo Jose do Rio Preto)

A metodologia e as referéncias utilizadas para o processo de sintese das chalconas foi
citada na pagina 45, item 2.1 (Capitulo I).

1.2.Linhagens celulares e condicGes de crescimento

Para a avaliacdo da acdo antimicrobiana dos compostos o grupo usufruiu do
microrganismo Bacillus subtilis 168 selvagem obtida do nosso colaborador holandés Dr.
Dirk-Jan Scheffers (University of Groningen, Dept. of Molecular Microbiology). Também foi
utilizada a linhagem de B. subtilis expressando FtsZ-GFP (amy: pspac-ftsZ-gfpmutl)
oferecida por Frederico Gueiros-Filho (Dept. de Bioguimica, 1Q, Universidade de S&o Paulo,
Brasil). As linhagens foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) & 29°C.

1.3.Screening de Compostos

A metodologia e as referéncias utilizadas para o precesso de triagem dos compostos foi
citada na pagina 46, item 2.3 (Capitulo I).

1.4. Avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano pelo método Resazurin Microtiter

Assay Plate (REMA)

A avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano foi realizada utilizando-se o método
Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) descrito por Palomino et al. (2002) e Martin et al.
(2003) com algumas modificacBes sugeridas para B. subtilis, segundo B. subtilis Manual —
Freiburg, 2016. O processo de execucdo do REMA foi o mesmo citado na pagina 47, item 2.4
(Capitulo I).

1.5.Avaliacao da Minima Concentragdo Bactericida (MBC)

A metodologia de execucdo do MBC esta referenciada na pagina 47, intem 2.5 (Capitulo
). O tempo de incubagéo da placa foi de 24 horas.

1.6.Avaliacdo do mecanismo de a¢éo dos compostos ativos

Para avaliar os possiveis mecanismos de acdo dos compostos que apresentaram
capacidade antimicrobiana, nosso grupo de pesquisa possui dois métodos comumente

utilizados (1) Ensaio de permeabilidade de membrana (2) Ensaio de desestruturacdo de septo
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de divisao celular, além de alguns ensaios complementares que comprovam esses dois ensaios
citados: Analises com FT-IR e Avaliagdo da atividade GTPasica vinculada a FTsZ. Também
foram realizados ensaios de sintese de macromoléculas e dosagem de ATP intracelular para
avaliacdo do modo de acdo dos compostos, em colaboracdo com o Laboratério de Bioquimica
da Universidade de Groningen — Holanda.

1.6.1. Ensaio de Permeabilidade de Membrana

Foi realizado seguindo o mesmo processo e referéncias ja citados na pagina 48, item 2.6.1
(Capitulo I).

1.6.2. Ensaio de Desestruturacdo de Septo de Divisdo Celular

As células avaliadas ao microscopio foram coletadas de placas de REMA apés 15 e 30
minutos de exposicdo aos compostos. Em seguida foram imobilizadas em laminas com
agarose, essencialmente como descrito por Martins, et al. (2010). B. subtilis com septo
marcado foi cultivado na presenca de IPTG 0,02 mM para induzir a expresséo de FtsZ-GFP a
partir do promotor pspac. Todas as visualizacbes foram feitas utilizando um microscopio
Olympus BX-61, equipado com uma camera monocromatica OrcaFlash-2.8, e orientado pelo
software CellSens verséo 11, através do filtro GFP.

1.7.Ensaio com FT-IR

Os espectros de FT-IR sdo como impressdes digitais de moléculas quimicas, pois ocorrem
mudancas quando a estrutura quimica mudou devido a uma conexdo, interacdo ou quebra com
outra molécula. As células bacterianas apresentam espectros FT-IR Unicos de acordo com
cada diferente género bacteriano, podendo usar essa ferramenta para identificar e classificar
espécies diferentes de bactérias (HELM et al. 1991). Com as bandas de absorbancia dos
espectros FT-IR € possivel identificar picos e regifes singulares correspondentes a membrana
e parede celular, entre outras estruturas presentes na bactéria (GARIP et al. 2009), sendo
assim qualquer alteracdo ou degradacdo causada ap0s o contato com os compostos avaliados
serdo identificados. A espectroscopia de FT-IR foi realizada de acordo com Zeroual, et al.
(1995) exceto algumas modificagfes. As celulas foram analisadas antes e depois do
tratamento com os compostos utilizando o espectrofotdmetro de FT-IR Shimadzu, Modelo
8300. As bactérias foram cultivadas em meio LB liquido até a concentracio de 10° células,
nas mesmas condicdes do REMA. Para obter os espectros de FT-IR das células tratadas,
adicionou-se 0s compostos, na MICqyp, & suspensao bacteriana e deixou-se reagir durante 30
minutos. O controle negativo foram células ndo tratadas e para o controle positivo foi usada a
nisina a 5pg.mL™. Pellets de KBr contendo bactéria foram incubados a 60°C por 24 h. As

amostras secas foram homogeneizadas e comprimidas a 40 KN durante 5 min em preparacao
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para as leituras de FT-IR. A absorbancia foi analisada em uma faixa de 400 a 4000 cm™, com
32 varreduras com uma resolucéo de 4 cm™. O tratamento e as anlises dos dados foram
realizados utilizando o software Origin 8.0.
1.8. Avaliacdo da atividade GTPasica vinculada a FtsZ

B. subtilis-FtsZ foi expresso e purificado usando o método de precipitacdo com sulfato
de aménio como descrito anteriormente por Mukherjee, et al. (1998) e Krol, et al. (2013). A
taxa de hidrolise FtsZ- GTP foi determinada usando o ensaio de fosfato verde malaquita como
descrito em Krol e colaboradores (2015). Doze uM de FtsZ foram incubados com 10 mM de
MgCl; na presenca de vérias concentracdes do composto avaliado em 50 mM HEPES pH 7.5,
300 mM KCI a 30°C e a reacdo foi iniciada com 1 mM de GTP. Como controle, utilizou-se
DMSO 1%. Ensaios de sedimentacdo de FtsZ foram realizados como descrito em Krol e
colaboradores (2015). Foram incubados 10 UM de FtsZ e soroalbumina bovina (BSA)
(controle) com 10 mM de MgCI;, na presenca de 50 pg /mL do composto avaliado 0,5% de
DMSO (controle) em 50 mM de HEPES pH 7,5, 50 mM KCI a 30°C e a reagéo foi iniciada
com 2 mM de GTP ou GDP (ou um volume correspondente de tampdo adicionado onde nao
havia nucleotideo).
1.9. Sintese de Macromoléculas

Essa andlise foi feita apenas para dois dos compostos que apresentaram acao contra B.
subtilis, sendo eles BC1 e T9A. Quatro vias de sintese macromoleculares foram avaliadas
através da monitorizacdo da incorporacdo de precursores marcados radioativamente. [5-*H]
uridina, [metil-*H] timidina, L-[3,4,5-*H(N)] leucina e D-[6->H(N)] cloridrato de glucosamina
(todos a 0,5 uCi/mL) foram utilizados para monitorar, respectivamente, a sintese de RNA,
DNA, proteina e peptidoglicano. Durante este experimento, as células de B. subtilis foram
cultivadas até a fase exponencial inicial em meio DMM. Utilizou-se 1 mM de precursor ndo
marcado para RNA e peptidoglicano, e 10 uM para DNA e proteina. Para incorporacdo de
DNA, as células de B. subtilis foram cultivadas em meio LB em vez de DMM. As células
foram incubadas na presenca de precursores marcados durante 80 minutos com agitacdo a
30°C. B. subtilis foi testado na presenca de 40 ug.mL™ de BC1 e T9A, sem composto
(controle negativo) e com antibidticos conhecidos por inibirem a via de cada sintese testada
(controle positivo) - RNA: rifampicina 0,625 pug.mL™, DNA: ciprofloxacina 0,625 pug.mL™,
proteina: tetraciclina 10 pg.mL™ e peptidoglicano: vancomicina 1,0 pg.mL™.

Pelo menos oito réplicas foram feitas por precursor testado. Durante a incubacéo,
aliquotas foram retiradas e precipitadas com &cido tricloroacético 12% gelado, por 35 minutos

e entdo foram filtradas através de membranas de nitrocelulose (tamanho de poro de 0,45 um).
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Os filtros foram lavados com &cido tricloroacético 12% gelado, transferidos para 2 mL de
fluido de cintilagcdo Ultima Gold MV (PerkinElmer) e medidos num analisador de cintilagdo
liquida Tri-Carb 2000CA (Packard Instruments).

Para esses ensaios foi realizado um novo REMA com a finalidade de avaliar o impacto
dos compostos na atividade respiratoria ap6s um curto periodo de tempo, comprovando que as
bactérias ndo estavam mortas e 0 que ocorreu foi em detrimento do contato com o0s
compostos. As células de B. subtilis foram incubadas em contato com resazurina em meio
DMM, em placas de 96 pocos. Os compostos BC1 e T9A foram utilizados a uma
concentracdo final de 40 pug. mL™ para B. subtilis. Os mesmos antibiéticos utilizados como
controles no teste anterior foram utilizados neste ensaio bem como amostras sem adicdo de
composto. A resazurina foi adicionada a uma concentragdo final de 0,1 pg. mL™ A
fluorescéncia (excitacdo 530 nm, emissdo 560 nm, largura de banda 9 nm) foi registada de 20
em 20 minutos até 120 minutos, num leitor de placas BioTek Synergy Mx 96-well plate
reader.

1.10.Ensaio da concentracdo de ATP intracelular

Os niveis de ATP foram medidos em B. subtilis utilizando o ensaio de Viabilidade Celular
Microbiana BacTiter-Glo ™ (Promega). Utilizou-se 7b-BF4 para B. subtilis (1,72 ug.mL™)
como controle positivo. As células foram incubadas numa placa de 96 pocos (30° C, 1000
rpm), durante 30 minutos para B. subtilis. Em seguinda foram adicionados 100 pL de cultura
de células a 100 pL de Reagente BacTiter-Glo ™ , por 5 minutos, numa placa branca de 96
poc¢os (26° C, 1000 rpm). A luminescéncia foi medida em um luminémetro Tecan Infinite
F200 Pro, sendo a quantidade de luz emitida uma medida para a concentracdo de ATP

intracelular.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Compostos naturais sdo vistos como estruturas privilegiadas e selecionadas por pressoes
evolutivas para interagir com uma ampla variedade de proteinas e outros alvos biologicos e
especificos. Atualmente, tem sido comum combinar as estratégias de compostos naturais com
diversidades moleculares de bibliotecas combinatorias, podendo gerar modificaces
estruturais e resultar em uma estrutura bioativa existente de um produto natural, de forma
paralela e sistematica. A partir desses projetos de bibliotecas combinatérias, pode haver
sinteses baseadas em estruturas naturais existentes e/ou semi sinteses a fim de melhorar a
atividade bioldgica inerente de um composto ou suas propriedades semelhantes a drogas,

podendo ser realizada por semi-modificacdo da matriz, molécula ou por métodos totalmente
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sintéticos (KOEHN et al., 2005). Este estudo comprovou que as hidroxichalconas e
metoxichalconas derivadas de um composto natural foram modificadas e nove delas
apresentaram acdo antimicrobiana contra B. subtilis (Tabela 1) garantindo inibicdo do
crescimento bacteriano superior a 90%.

Tabela 1. Compostos selecionados via screening com agéo contra B. subtilis

Hidroxichalconas e Metoxichalconas com acéo contra Bacillus subtilis
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Quimicamente os testes realizados possibilitaram a elaboracdo de analises comparativas a
fim de compreender quais sdo os sitios mais ativos dos compostos que apresentaram potencial
acao antimicrobiana frente a outros compostos da classe, que ndo foram ativos. Para maior
entendimento e compreensao das andlises feitas a classe das chalconas foram divididas em trés
subclasses: subclasse BC — metoxichalconas, subclasse A — hidroxichalconas derivadas de
apocinina e subclasse T— hidroxichalconas. A atividade antimicrobiana de chalconas pode ser
atribuida a subunidade cetona a, B-insaturada, que pode funcionar como o aceptor de Michael;
assim, a remocdo desta subunidade atenua ou elimina a bioatividade (SINGH et al., 2014). No
entanto o foco da discussao deste trabalho néo englobla a importancia da subunidade cetona a, 3-
insaturada, que pode funcionar como o aceptor de Michael, uma vez que nenhuma das moléculas
da classe obteve essa subunidade retirada. Em outras palavras, fica evidente que o potencial
antimicrobiano aqui apresentado ndo ocorreu em detrimento da presenca ou ndo da subunidade
a, B-insaturada, uma vez que todas as moléculas, tanto ativas como inativas, possuiam essa
subunidade.

Foram testados 18 compostos pertencentes a subclasse BC e apenas um deles demonstrou
acao antimicrobiana: BC1. Todos 0os compostos dessa subclasse apresentavam grupos metoxi
como substituientes nos anéis A e/ou B, por isso 0 nome da subclasse foi designado como
metoxichalcona. O grupo metoxi encontrava-se nas mais variadas posigdes da estrutura orto,
meta ou para no anel A bem como orto, meta ou para no anel B. Algumas estruturas
continham dois ou até trés grupos metoxi em sua molécula, no entanto em nenhum dos casos
foi registrada acdo antibacteriana eficaz. Exceto com o composto BC1, que além do grupo
metoxi na posicdo meta do anel A, também contém um grupo hidroxila na posi¢do para do
anel A. Esse resultado aponta a importancia que o grupo hidroxila tem na estrutura molecular
para que seja potencialmente ativa contra diversas espécies bacterianas.

Seguindo nessa linha de raciocinio parte-se para as analises com a subclasse das
hidroxichalconas derivadas de apocinina (subclasse A) cujas estruturas possuem, em comum,
um grupo hidroxila na posicdo para do anel A. O que diferenciou as moléculas dessa
subclasse foram os outros grupos ligantes tais como metoxi, aminas primarias ou terciarias,

tioéter, éter, cloro, flior, bromo, outra hidroxila, dentre outros ligados a variadas posi¢des do
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anel B. Porém as analises apontaram que o composto Al, que sé possuia uma substituicdo
hidroxila na posi¢do para do anel A, ndo foi ativo. As moléculas desta subclasse que
mostraram atividade possuem outros ligantes no anel B, além da para-hidroxila no anel A,
tais como A4 que possui um tioéter e um metoxi na posicao meta do anel A, ou ainda A10
que possui um fldor na posicdo para do anel B e um metoxi na posicdo meta do anel A.
Também houve agdo do composto A1l que apresentava além da para-hidroxila do anel A, um
metoxi na posicao meta do anel A e outra hidroxila na posi¢do meta do anel B. Finalmente o
composto A19 gue também deixa clara sua acdo antimicrobiana com uma para-hidroxila no
anel A e metoxi na posi¢do meta do anel A, bem como uma orto-hidroxila no anel B, além de
um grupo nitro na posi¢cdo meta do anel B.

Ja a subclasse T das hidroxichalconas ndo deixa duvidas sobre a importancia de grupos
hidroxila como substituintes nos anéis das chalconas, ja que a chalcona T1 dessa subclasse ndo
era hidroxilada e ndo apresentou acdo antimicrobiana (Figura 1A). Além disso, esta subclasse
mostra uma interessante comparacdo entre a acdo de flavonas e chalconas, uma vez que foi
testada a acdo da chalcona T1 e da flavona T8 (Figura 1A) bem como da hidroxichalcona MA1 e
da hidroxiflavona T6 (Figura 1B). Foi possivel notar que a ciclizacdo das chalconas nas flavonas
causou uma diminuicdo da atividade antibacteriana. Apesar de ambos 0s compostos nédo terem
sido ativos (ndo possuem grupo hidroxila), a flavona T8 demonstrou menos atividade (21,3%),
ainda, que a chalcona T1 (46,6%). Ja a hidroxiflavona T6 ndo apresentou atividade
antimicrobiana (67,6%) comparada a hidroxichalcona MAL que apontou ser eficaz com relacdo a
acao antibacteriana (96,6%). Tanto T6 como MAL apresentam grupo hidroxila m-substituido no
anel A, no entanto T6 também tem um grupo éter ligado ao anel B, ndo observado em MAL.
Esse resultado corrobora com o de Alcardz et al. (2000) que relatam que chalconas sdao mais
eficientes que flavonas contra S. aureus, por exemplo.

Figura 1. Analise comparativa do potencial antimicrobianos em funcéo dos sitios ativos das

moléculas entre (A) chalcona e flavona e (B) hidroxichalcona e hidroxiflavona
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(B)

Contudo, a presenca do grupo hidroxila tanto no anel A como em B também influencia na
acdo antibacteriana, uma vez que compostos contendo grupamento hidroxila na mesma
posicdo, porém em anéis diferentes ndo apresentaram poténcia semelhante relacionada a
atividade antibacteriana. Como exemplo disso tem-se o composto T9A que apresentou acdo
(96,35%) comparado a T2 (31,1%), ambos com substituicbes orto, embora T9A seja no anel
B e T2 no anel A (Figura 2A). Essa mesma observacgdo foi feita para os compostos T4 e
T11A (ambos com substituicdes para), onde T4 foi ativo (anel A) (96,10%) em detrimento de
T11A que ndo foi (anel B) — 78% (Figura 2B). Esses dados estdo de acordo com Xie et al.
(2015) que relataram, em seu, estudo que o-substituicdes no anel B potencializam a atividade
antibacteriana, enquanto o-substituicbes no anel A ndo foram ativas. Cushnie and Lamb
(2011) também afirmaram que p-substituicGes pelo grupo hidroxila no anel A melhoravam a
poténcia antibacteriana das chalconas.

Figura 2. Analise comparativa do potencial antimicrobiano em funcéo das hidroxilas ligadas em

anéis diferentes entre posicoes (A) orto e (B) para

0 9,3

A) T2 T9A
HO
B) ][?4 T11A

2.1. Avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano pelo método Resazurin Microtiter
Assay Plate (REMA) — determinacéo de MIC e MBC
Na avaliacdo por REMA foi possivel identificar que os nove compostos eficazes contra B.
subtilis apresentaram acao de inibi¢do de crescimento bacteriano na faixa de 93,34% para A4

até 96,14% para BC1; na maior concentracio testada (100 pg.mL™). A Tabela 2 apresenta os
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valores obtidos das MIC"s de cada composto, determinadas atraves de regressdes polinomiais
com auxilio do software Origin 8.0. A regressdo polinomial de cada composto gerou uma
equacao da regressdo que possibilitava calcular o valor das MICs.

Tabela 2. Determinacéo de valores de MIC e (%) de inibicdo de crescimento

Composto (%) de inibicao MICs B. MICs B. MICgy B. MICgy B.
de crescimento subtilis subtilis subtilis subtilis
(100ugmL™)  (ug.mL™) ©M)  (egmL?) (M)
BC1 96.14 + 0.46 38,47 151,46 49,88 196,38
A4 93,34 £ 0,94 61,61 236,96 96,88 372,62
A10 95.42 + 0,99 18,75 68,93 24,72 90,88
All 94.31 + 0,54 80,81 300,41 98,72 366,99
Al19 95.73+0,13 80,39 255,21 98,19 311,71
MA1l 96,58 + 0,27 38,38 171,34 50,48 225,36
T4 96,10 £ 0,57 37,95 169,42 49,00 218,75
T9A 96,35 £ 0,97 17,59 78,53 38,99 174,06
T10A 96,83 £ 0,95 38,46 170,93 49,71 220,93
Canamicina - CP 24,22 £ 1,25 - - 20 41,28

* Controle positive (CP) — Canamicina: 20 pug.mL™ (MIC)

Todos 0s compostos apresentaram carater bacteriostatico até a mais alta concentracao
testada neste trabalho (100 pg.mL™), conforme apontou os testes apresentados na Figura 3.
Mesmo assim, esse resultado ndo é um fator preocupante visto que, atualmente, existem
inimeras classes de compostos, comercialmente viadveis, que apresentam acdo bacteriostatica.
Uma observagdo muito consideravel é que os antibioticos classificados como bacteriostaticos
como, por exemplo, cloranfenicol, clindamicina, tetraciclina e azitromicina é que sdo
frequentemente inibidores de sintese proteica e, na maioria das vezes, atua associando-se aos
ribossomos (GEMMELL E O'DOWD, 1983; DRUGS.COM, c2018). Os compostos que
apresentaram maior poténcia, neste caso, foram A10 e T9A visto que apresentaram 0S

menores valores de MIC.
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Figura 3. Avaliacdo de MBC para (A) Metoxichalconas e (B) Hidroxichalconas, contra B.
subtili em fungdo de diversas concentragdes de composto. CN: B. subtilis em meio LB; CV:
B. subtilis em DMSO 1%:; CP: B. subtilis em 20ug.mL™ de canamicina
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2.2. Microscopia de Permeabilidade de Membrana Citoplasmatica

Conforme mencionado no Capitulo I, a maioria das chalconas, contidas na classe dos
flavonoides, possuem mecanismo de acao, possivelmente, relacionados a trés vias distintas:
danos a membrana citoplasmatica (IKIGAI et al., 1993); inibicdo da sintese de &cidos
nucleicos (MORI et al., 1987) ou inibicdo do metabolismo energético (HARAGUCHI et al.
al., 1998). Dessa forma foi extremamente importante a realizacdo de alguns testes de
mecanismo de acdo desses compostos com a finalidade de estabelecer o verdadeiro modo de
acdo deles nas bactérias afetadas. O mecanismo de a¢do dos compostos foi avaliado utilizando
técnicas previamente realizadas para investigar a atuacdo de compostos em B. subtilis e outros
microrganismos como Escherichia coli e Staphylococcus aureus (CHERRINGTON et al.,
1990; CHIRIAC et al.2015; ELNAKADY et al., 2016; MULLER et al. 2016). Também
testou-se 0 modo de acdo em B. subtilis devido ao nosso conhecimento prévio e a facilidade
de trabalhar com este microrganismo em laboratério.

Na Figura 4, observa-se células bacterianas ndo tratadas (controle negativo) e tratadas com
DMSO 1%. Ambas possuem membrana intacta e, consequente, impermeabilidade ao iodeto
de propidio (IP). Quando as células de B. subtilis sdo tratadas com 5 pg.mL™ de nisina
(controle positivo) (Figura 4) observa-se o coloracdo avermelhada nas células, devido a sua
capacidade de promover poros na membrana citoplasmatica, tornando-se permeavel ao IP
(KROL et al., 2015). Dos nove compostos selecionados que apresentaram acio contra B.
subtilis, trés mostraram permeabilidade significativa ao IP, comparado aos controles no ensaio
de microscopia com o kit Live/Dead. A Figura 4 mostra, também, que para o tratamento com
0 compost BC1 nos primeiros 15 minutos quase ndo ha perturbacdo de membrana bacteriana.
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No entanto, nos 15 minutos consecutivos notou-se que um percentual maior de células foram
permeabilizadas com IP, ou seja, possivelmente células bacterianas sofreram lesdes na
membrana citoplasmética permitindo a entrada de IP em detrimento de seu contato com o
composto BC1. Esse mesmo comportamento € notado para os compostos A4 e T4, onde nota-
se que em 30 minutos quase todas as células foram permeaveis ao IP, provavelmente, pela
formacdo de poros na membrana, decorrente do contato com o composto. Para os demais
compostos houve aumento crescente na permeabilidade ao IP proporcional ao tempo de
contato composto-microrganismo. No entanto esse aumento na permeabilidade ao IP nao
parece ter sido significativo quando comparado aos controles (Figura 4).

Figura 4. Avaliacdo de permeabilidade de membrana para B. subtilis com células sem
tratamento (controle negativo); tratadas com DMSO 1% (controle do veiculo); tratadas com
nisina — 15 e 30 min (controle positivo) (KROL et al., 2015) e tratadas com 0s compostos que
foram bioativos contra B. subtilis na MICg, nos tempos de contato de 15 e 30 min.
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Andlises estatisticas indicadas na Figura 5 mostraram 75, 100 e 92,33% de
permeabilizacdo da membrana para o tempo de 30 minutos de andlise, para BC1, A4 e T4,
respectivamente. Esse resultado sugere que tais compostos podem atuar em membrana
citoplasmatica bacteriana assim como alguns compostos ja consolidados. A Daptomicina, por
exemplo, liga-se a membrana bacteriana e causa uma rapida despolimerizacdo no potencial de
membrana, determinando a inibicdo da sintese de proteinas, DNA e RNA, além do
extravasamento de contetdo citoplasmatico e morte bacteriana (MICKLEFIELD, J., 2004).

Além do ataque a membrana, esses trés compostos poderiam ser utilizados, em sinergismo,
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com outros, uma vez que apresentam acdo bacteriostatica e perturbadora de membrana
podendo ser vinculados a um composto, supostamente bactericida, que agiria em outro alvo
bacteriano de forma mais rapida e eficaz. Tal estratégia poderia ser imensamente promissora
no cenario atual de emergéncia continua de microrganismos resistentes e crise de antibioticos
(SINGH et al, 2013). Para os demais compostos, houve uma leve alteracdo na
permeabilizacdo da membrana, podendo esta ser considerada tempo-dependente. Ou seja,
conforme aumenta-se, gradualmente, o tempo de contato entre composto-microrganismo
aumenta, também, o percentual de células com membrana alterada. No entanto esse aumento
gradual na permeabilidade ao IP, para os demais compostos, ndo foi significativo comparado
aos controles do ensaio (Figura 5).

Figura 5. Porcentagem de células bacterianas com membrana permeavel ap6s tratamento com
hidroxichalconas/metoxichalconas na MICqe durante 15 e 30 minutos. Células sem
tratamento: controle negativo; Nisina: Controle positivo. A barra de tiras representa a analise

em 15 minutos e a barra pintada representa a analise em 30 minutos.
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2.3.Andlise de FT-IR

Os dados complementares e qualitativos de FT-IR apontaram picos correspondentes a
diferentes grupos funcionais pertencentes as moléculas encontradas na célula bacteriana
(Figura 6). Os picos representam o estiramento das ligacdes C — O encontradas no glicogénio
(1083 cm™); alongamento de grupos —PO,- pertencentes a fosfolipideos da membrana

citoplasmética (1231 cm™); vibragdes dos grupos —SO, presentes principalmente na parede
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celular bacteriana (1404 cm™); limita as vibracdes dos grupos —CH, dos lipidos (1450 cm™); o
estiramento C — N encontrou estruturas o helicoidais da amida II (1540 cm™) e alongamento
C = O pertencentes as estruturas o helicoidais da amida I (1646 cm™), ambas encontradas em
proteinas (Garip et al., 2009). Para o espectro de BC1 (Figura 6C) notou-se diminuicdo de
intensidade nos picos de 1646 e 1450 cm™, comparado ao controle (Figura 6A). Os picos
1083 e 1231 cm™ desaparecem do espectro, indicando que as estruturas relacionadas ao
glicogénio e membrana citoplasmatica foram afetadas apds o contato com o composto. Além
disso, os picos de 1540 e 1450 cm * também foram aniquilados do espectro sugerindo que a
regido de grupos de ligacdes lipidicas e amidas Il também foram prejudicadas em detrimento
do contato com o composto BC1.

Para as Figuras 6D e 6F observou-se que o espectro se comportou comumente como 0
controle negativo exceto pela diminuicdo da intensidade dos picos bem como no final, onde
dois novos picos apareceram na regi&o de 1020 e 960 cm™. De acordo com Silverstein et al.
(1994) esses dois picos representam ligacOes de fosfato sendo a primeira representada por P-
OH e a segunda PO,%, respectivamente. Conforme foi observado no ensaio de integridade de
membrana plasmatica com o kit Live/Dead nota-se que em 30 minutos as células tratadas com
A4 ficaram totalmente coradas com IP, comprovando sua alteracdo na estrutura de membrana.
No entanto para A1l ndo houve permeabilidade significativa ao IP embora tenha similaridade
entre os dois espectros. 1sso pode ser um indicativo de que o modo de acdo do composto A4
ndo estd diretamente relacionado com a alteracdo na integridade de membrana. Além disso,
conforme mencionado inumeras vezes, o teste de FT-IR com ceélulas tratadas é uma analise
qualitativa indicando uma possivel acdo do composto em superficie bacteriana. Porém o teste
com Live/Dead € mais significativo, uma vez que considera a relacdo dose-resposta e volume
de células presentes. Para as Figuras 6E, 6G, 6J e 6K observou-se espectros normais assim
como o controle negativo, porém apenas com diminuicdo na intensidade dos picos
corroborando com o que foi observado no teste de integridade da membrana com o Kit
Live/Dead, onde ndo ha alteracdo na estrutura de membrana para A10, A19, T9A e T10A.
Também foi observada uma diferenca no espectro de B. subtilis apos contato com o composto
MAL (Figura 6H) que apresentou 2 novos picos de baixa intensidade na regido de 1380 e
1522 cm™ pertencentes ao COO estirado simétrico de acidos graxos e a vibragdo C-O — H
ligada a polissacarideos ou proteinas, respectivamente. A aparéncia destes dois picos €
indicativa de que o composto MAIL, provavelmente, afetou os acidos graxos e 0S
polissacarideos ou proteinas das células de B. subtilis, gerando uma quebra dessas estruturas e

permitindo a captura dessas bandas por FT-IR. Apesar do aparecimento destes picos, devido
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a sua baixa intensidade, é possivel afirmar que ndo esta relacionado a alguma perturbacéo que
0 composto tenha causado na célula, sendo provavelmente um pico residual, uma vez que o
espectro de MAL registrou muitos ruidos. No entanto, ao observar o espectro de B. subtilis
antes e depois do contato com o composto T4, foi possivel observar varias alteracbes (Figura
61). Os picos 1083, 1231 e 1540 cm™ desaparecem do espectro, indicando que estruturas
relacionadas a glicogénio e membrana citoplasmética foram afetadas apds o contato com o
composto. Outros picos que também foram afetados estdo nas regides 1404, 1450 e 1646 cm’
! Tais regides estdo associadas a parede celular, lipideos pertencentes & membrana
citoplasmatica e proteinas. As alteracfes observadas no espectro de B. subtilis ap6s contato
com o composto T4 foram semelhantes aquelas observadas ap6s o contato com a nisina
(Figura 6B), cujos picos de 1083 e 1231 cm™ desapareceram e a intensidade de todos
diminuiu muito. Todas essas regides afetadas pela nisina também estdo relacionadas ao
glicogénio, proteinas e outras estruturas pertencentes & membrana citoplasmatica. Contudo, 0s
dados corroboram com as microscopias onde alteracdes brandas vistas nos espectros naos
geraram grandes mudancas nas microscopias. Apenas para BC1, A4 e T4 foram vistas
mudancas significativas tanto nos espectros quanto nas microscopias de Live/Dead.

Figura 6. Espectro de FT-IR de B. subtilis antes e ap6s tratamento com (A) células ndo
tratadas; (B) nisina a 5 ug.mL™; (C) BC1; (D) A4; (E) A10; (F) All; (G) A19; (H) MAL; (1)
T4; (J) T9A e (K) T10A
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2.4.Microscopia de Desestruturacéo de Septo de Diviséo Celular

Neste teste foi possivel observar a presenca ou ndo do septo de divisdo celular no centro
da célula bacteriana através de microscopia de fluorescéncia, uma vez que uma das proteinas
(FtsZ) que é essencial na montagem e recrutamento da formacdo do anel Z foi marcada com
GFP, proteina que expressa cor verde fluorescente quando induzida.

Na Figura 7, observa-se células ndo tratadas em divisdo celular (controle negativo) bem
como células tratadas com DMSO1% (controle do veiculo), onde o septo divisional ocupa a
porcao central da célula, representado por uma barra verde brilhante — formado por FtsZ-GFP
- perpendicular ao longo do eixo do bastonete (indicado pela seta). Quando as células de B.
subtilis sdo tratadas com galato de hexila, usado como controle positivo, devido a sua
capacidade de causar desestruturacdo no septo de B. subtilis, hd acimulo de fluorescéncia
FtsZ-GFP no citoplasma das células (KROL et al., 2015) (Figura 7). A microscopia de
fluorescéncia que visou a observacdo de FtsZ - proteina utilizada na formacéo de anel Z, para
divisdo celular —, indicou que houve desestruturacdo de septo de divisdo celular quando
células foram tratadas com os compostos BC1, A19, MAL, T4, T9A e T10A, dentro de 15
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minutos, estendendo-se até os 30 minutos finais de anélise e evidenciando que h& perturbacdo
na formacdo deste, para a MICgq estudada. Para os demais compostos foi observada presenca
de septo durante toda a analise, conforme apontam as setas nas figuras que registraram as
observagBes com 0s compostos avaliados. Ha, entdo, um indicativo de que o alvo dos
compostos BC1, A19, MAL, T4, T9A e T10A seja na perturbacdo da divisdo cellular. Porém
para confirmar se os compostos que foram avaliados e causaram disrupcao de septo de diviséo
celular realmente estdo associados a esse modo de acdo alvo na bactéria, € possivel realizar
um ensaio que aponta o nivel da atividade GTPasica vinculada a proteina que participa da
divisdo celular: FtsZ. Este ensaio foi realizado apenas para os compostos BC1 e T9A.

Figura 7. Avaliacdo de desestruturacdo de septo com B. subtilis FtsZ-GFP com células sem
tratamento (controle negativo - CN); tratadas com DMSO 1% (controle do veiculo); tratadas
com galato de hexila (controle positivo - CP) (KROL et al., 2015) e tratadas com todos 0s
compostos bioativos contra B. subtilis na MICqy, durante 15 e 30 minutos de contato.
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2.5.Ensaio da atividade GTPasica vinculada a FtsZ

A fim de verificar se o rompimento do septo divisional de B. subtilis estava relacionado a
inibicdo da montagem de FtsZ, BC1 e T9A foram avaliados quanto & capacidade de afetar a
atividade GTPasica associado a FtsZ de B. subtilis. A hidrdlise do GTP é usada para
investigar os inibidores de FtsZ, porque a dindmica de montagem de FtsZ é regulada pela
atividade da GTPase (RAI et al., 2008). Assim, a reducdo na hidrélise de GTP é uma
indicacdo de polimerizacdo reduzida de FtsZ (RAMESHKUMAR et al., 2017). Para a
determinacéo da atividade de GTPase de FtsZ, BC1 e T9A foram testados nas MICsy e MICgg
bem como 1% de DMSO foram usados como controle de veiculo e C foram células nédo
tratadas (controle negativo). A Figura 8 apresenta essas anaalises. Para 0s demais compostos
ndo foi possivel a realizacdo desta analise até o presente momento.

A Figura 8 demonstra que quase ndo houve alteracdo na atividade de GTPase comparado
ao veiculo, uma vez que houve redugdo, porém, pouco significativa nos niveis da atividade

GTPasica vinculada a acdo de FtsZ. Dados eststisticos apontaram que essa pequena reducao
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na atividade ndo tem significancia estatistica, portanto, esta atividade ndo é dependente da
concentracdo porque a porcentagem de inibicdo da montagem de FtsZ do composto &,
praticamente, a mesma em MICso e MICqy. Este dado confirma que a atividade da disrup¢éo
Ambos compostos podem atuar em outra via, como BC1 que demonstrou alteracdo na
permeabilidade e estrutura da membrana citoplasmatica, ou ainda os compostos podem atuar
em outra poteina que auxilia na divisdo celular ou até mesmo a disrupgédo de septo pode ser
um alvo secundario dos compostos devido a perturbacbes especificas iniciais de um outro
alvo.
Figura 8. Atividade GTPasica de FtsZ de B. subtilis tratados com (A) BC1 e (B) T9A
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Contudo pode-se afirmar que a célula bacteriana tem um citoplasma bem organizado e a
localizacdo correta das proteinas é essencial para a sua fungdo, particularmente, para aquelas
envolvidas em processos morfogenéticos (STRAHL et al., 2010). O aparelho de divisdo
celular e os elementos citoesqueléticos bacterianos sdo essencialmente estruturas ancoradas
com a membrana citoplasmatica (ADAMS et al., 2009). A fixacdo da membrana também
desempenha um papel critico na segregacdo cromossdémica (MARSTON et al., 1998) e na
regulacao da divisdo celular pelo sistema Min (MARSTON et al., 1998; LUTKENHAUS, J.,
2007). FtsZ também tém mostrado ser essencial para a diviséo e viabilidade celular bacteriana
(RAI et al., 2008). FtsZ, € um homologo procarioético da tubulina eucariética que polimeriza
para formar um anel Z no meio da célula bacteriana, orquestrando a divisdo celular desta
(MARGOLIN, W., 2005). O anel Z s6 deve ser formado no centro celular entre os
cromossomos filhos recéem-formados e este processo € cuidadosamente regulado. Em
bactérias em forma de bastonete, o sistema Min evita a polimerizacdo de FtsZ préximo aos
polos celulares (LUTKENHAUS, J., 2007) e as proteinas MinC e MinD, em B. subtilis, se
acumulam nos devidos locais de divisao celular e polos celulares (MARSTON et al., 1998). A
proteina FtsA interage diretamente com FtsZ e estimula a montagem do anel Z (ADAMS et
al., 2009). No entanto, FtsA também tem associacdo com a membrana citoplasmatica e esta é
conduzida por uma hélice anfipatica de ligacdo a membrana em seus C-terminais (SZETO et
al., 2003; PICHOFF et al., 2002). As hélices anfipaticas podem se ligar as membranas,
enterrando seu lado apolar na bicamada lipidica. A ligacdo de lipideos € ainda estabilizada por
residuos carregados que interagem eletrostaticamente com 0s grupos da cabeca lipidica
carregada. Como consequéncia, isso permite uma ligacdo reversivel e regulada que é
influenciada tanto pela composicao lipidica quanto pelas propriedades fisicas da membrana
(JOHNSON et al., 1999; CORNELL et al.,, 2006). Segundo Strahl et al. (2010), dados
revelam que o potencial de membrana interfere na organizacdo espacial das proteinas do
citoesqueleto e na divisao celular, para ensaios com MinD. Acredita-se que para FtsA segue-
se 0 mesmo processo, estimulando a interacdo entre a hélice anfipatica C-terminal e a
bicamada lipidica. Como muitos antibiéticos visam a membrana celular, é possivel que eles
possam atuar dissipando o potencial de membrana (LOHNER, K., 2009). Possivelmente, os
compostos BC1 e T4 podem atuar dessa maneira, causando deslocalizacdo de proteinas de
importancia morfogenética, resultante da dissipacdo do potencial de membrana, visto que
tanto septo quanto membrana bacteriana sdo danificados com a presenca e contato desses
compostos. No entanto ndo foi detectada atividade GTPasica significativa vinculada a FtsZ

para BC1 (Figura 8A), ou seja, ndo ha indicativo de que BC1 atue em septo de diviséo
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celular, sendo este um alvo secundario que foi perturbado em decorréncia de alguma parada
causada pela atuacdo primaria que BC1 gerou. Para T4 ndo foi realizado o teste de atividade
GTPasica, 0 que seria extremamente importante para observar se T4 tem como sitio alvo a
membrana citoplasmatica e a divisao celular bacteriana, indicando ser um composto de acéo
multitarget, ou ainda se a atuagcdo em membrana, primariamente, afeta o processo de diviséo
celular, secundariamente.

Para A4, foi observada alta permeabilidade de membrana citoplasmatica no teste com o
kit Live/Dead, mas o espectro de FT-IR sugeriu pouca alteracdo na estrutura da membrane,
embora esse Ultimo teste seja qualitativo. Também ndo houve desestruturacdo de septo de
divisdo celular. Sendo asssim, esse resultado pode inferir que 0 mecanismo de acdo de A4,
provavelmente, esteja associado a membrana citoplasmatica bacteriana ou a algum outro
mecanismo de acdo que ndo tenha sido investigado e que a alteracdo na permeabilidade e
desestruturacdo da membrana citoplasmética bacteriana possa ser um alvo secundéario da
atuacdo do composto. Ja os compostos A19, MA1l, T9A e TI10A ndo apresentaram
permeabilidade de membrana significativa no ensaio com o kit Live/Dead, embora tenham
apresentado desestruturacdo de septo de divisdo celular nos primeiros 15 minutos,
estendendo-se até 30 minutos finais de andlise. Na Figura 7 foi possivel observar apenas
pontuacdes fluorescentes espalhadas pela célula bacteriana, evidenciando a desestruturacéo na
formac&o do septo de divisdo celular. E provavel que o mecanismo de agdo desses quatro
compostos esteja associado com a perturbacdo em divisdo celular, prejudicando a
polimerizacdo do anel Z. Para verificar se esses compostos atuam, especificamente, em FtsZ,
ou ainda em alguma outra proteina constituinte do arcabouco do septo divisional seria
necessario a realizacdo do ensaio de atividade GTPéasica a fim de comprovar a acdo desses
compostos associado a FtsZ ou ndo. No entanto o ensaio de atividade GTPasica foi realizado
apenas para T9A e BC1, como descrito anteriormente e, assim como o resultado obtido em
BC1, ndo foi detectada atividade GTPasica significativa vinculada a FtsZ para T9A (Figura
8B), ou seja, ndo ha indicativo de que T9A atue em septo de divisdo cellular. Sugere-se,
entdo, que a perturbacdo em divisdo celular causada por T9A é um alvo secundéario que foi
perturbado em decorréncia de alguma parada causada pela atuagdo primaria gerada por esse
composto. Para A19, MA1 e T10A néo foi realizado o teste de atividade GTPasica o que seria
extremamente importante pois seria possivel notar se esses compostos tém como sitio alvo a
divisdo celular bacteriana, especificamente em FtsZ ou se pode-se inferior que essa

perturbacdo esta associada a outra proteina participante da divisdo celular. Também pode-se
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sugerir, com a realizacdo deste teste, se algum outro mecanismo primério afetado por esses
compostos pode alterar o processo de diviséo celular, secundariamente.

Para os dois compostos A10 e All, que também apresentaram acdo antibacteriana contra
B. subtilis, ndo foi observada acdo de disrupcdo de septo de divisdo cellular e nem
permeabilidade de membrana citoplasmatica significativa. Seria de extrema importancia a
realizacdo do ensaio de sintese de macromoléculas bem como dosagem de ATP intracelular
para, possivelmete, desvendarmos o modo de acdo desses dois compostos. No entanto tal teste
ndo foi realizado para esses compostos até o presente momento. Sendo assim, seguiu-se para

o teste de sintese de macromoléculas apenas com os compostos BC1 e T9A.

2.6.Sintese de Macromoléculas

Para a avaliacdo da concentracdo de ATP intracelular em B. subtilis, ap6s 80 min de
tratamento com os compostos, ndo houve alteragdes comparadas aos controles. Considerando
que 100% indica que ndo houve quaisquer perturbacGes na via avaliada e 0% indica que
houve perturbacdo na via em detrimento da adi¢cdo de composto, nota-se, na Figura 9, que a
concentracdo de ATP em B. subtilis, apds 30 min de tratamento com BC1 e T9A aumentou
em comparacdo com a amostra controle negativa (Figura 9). Isto pode ser devido a processos
como a sintese de parede celular e RNA sendo inibida ou bloqueada, causando uma diferenca
entre produgdo e consumo. Este efeito foi observado anteriormente para os inibidores de
proteinas cloranfenicol e estreptomicina (OHWADA E SAGISAKA, 1987). Mesmo assim,
conforme nota-se nos resultados, fica evidente que os compostos BC1 e T9A ndo afetam

diretamente a sintese de ATP em B. subtilis, ou seja, ndo afetam a via metabdlica energética.
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Figura 9. Concentracdo de ATP (unidades relativas de luz) ap6s 30 minutos de tratamento de
células de B. subtilis com 1x e 2xIC de BC1 e T9A; 40 pg.mL™ de 7b-BF,. 100% foi
definido como a mediana da luminescéncia da amostra controle sem qualquer composto
adicionado, cada circulo representa uma réplica e barras indicam a mediana de cada condicéo

testada
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A Figura 10 indica o que ocorreu quando as quatro vias analisadas foram avaliadas
frente aos compostos BC1 e T9A. Foi possivel observar, também, uma analise comparativa
de BC1 e T9A com os antibidticos comercialmente existentes, que apresentam diferentes
alvos de acdo nas bactérias (controles positivos). Vale ressaltar que para esse teste o valor de
100% indica que ndo houve quaisquer perturbacfes na via avaliada, sendo que o controle
negativo (-) assumiu valores igual ou 0 mais proximo possivel de 100%. J& para o caso de
ocorrer alteracdo na via avaliada o valor de incorporacdo relativa assume percentuais mais
proximos de 0%. O ensaio de sintese de macromoléculas apontou que algumas vias
metabdlicas de B. subtilis foram afetadas pelo composto BC1 nos 80 minutos monitorados,
tais como a via da sintese de RNA e a de parede celular (peptioglicano). Para a sintese de
RNA com atuacdo de BC1 nota-se que houve cerca de 20% de incorporacao, apenas, € para a
parede celular houve cerca de 40%, evidenciando a perturbacdo/bloqueio na sintese dessas
vias comparadas aos controles negativo (-) e positivo. Para as analises com T9A observou-se

alteracfes nas mesmas vias, porém de forma mais branda.



142

Figura 10. Efeitos em B. subtilis para as quatro principais vias de sintese macromolecular
aplicando BC1 e T9A, tanto em comparag¢do com controlos negativos (-) como antibioticos
com atividades especificas direcionadas para DNA, RNA, proteina e sintese de
peptidoglicano: Ciprofloxacina (Cip), Rifampicina (Rif), Tetraciclina (Tet) e Vancomicina
(Van); respectivamente. (A) tratamento em 60 minutos (B) tratamento em 80 minutos. Cada
circulo representa uma réplica experimental, barras indicam a incorporagdo relativa mediana

em cada condicdo testada
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Finalmente a Figura 11 apresenta apenas os resultados avaliados pelo REMA em curto
periodo, objetivando mostrar que as celulas bacterianas ndo estavam mortas, ou seja, havia
atividade respiratoria e o que estava ocorrendo nas vias de sintese de macromoléculas era,

realmente, devido a adi¢do de composto.



143

Figura 11. Resultados de REMA (controle 2 para B. subtilis é a mediana dos replicados que
geram overflow apds 60 minutos; o controle é a mediana incluindo os replicados que geram

overflow apo6s 40 minutos) note que100% ocorre em 60 minutos
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Finalmente é possivel afirmar que nove compostos apresentaram acao antimicrobiana
contra B. subtilis sendo que ha um indicativo de que BC1 atue na estrutura da membrana
citoplasmatica bem como no bloqueio das sinteses de RNA e parede celular. Em outras
palavras, ha indicios de que BCL1 tenha atuacdo multi target, ou ainda, segundo Micklefield
(2004) afirmou para a daptomicina, BC1 pode ligar-se a membrana bacteriana e causar uma
rapida despolimerizacdo no potencial de membrana, determinando a inibigdo da sintese de
proteinas, DNA e RNA, além do extravasamento de conteldo citoplasmatico e morte
bacteriana, assim como a daptomicina o faz. Ja o composto A4 aponta, aparentemente, agir na
estrutura da membrana citoplasmatica de B. subtilis, embora o espectro FT-IR ndo aponte
fortes alteracdes. No entanto sabe-se que a analise com FT-IR é qualitativa e a quantidade de
células pode ter afetado o resultado. Nao foi encontrado o modo de agdo para 0S compostos
A10 e All sendo a realizacdo do ensaio de sintese de macromoléculas bem como dosagem de
ATP intracelular um teste que poderia indicar a acdo de ambos. Em contrapartida os
compostos A19, MAL e T10A causaram disrupgdo no septo de divisdo celular e avaliar a
atividade GTPasica vinculada a FtsZ parece ser o melhor caminho para certificar o modo de
acao desses compostos.

O composto T4 mostrou agdo similar a BC1 quando, além de alterar a estrutura da
membrana citoplasmatica, também afetou a montagem do septo de divisdo celular. Sendo
assim, esses resultados podem sugerir que T4 seja um composto multi target, no entanto seria

necessaria a realizacdo do ensaio da atividade GTPasica vinculada a FtsZ e, possivelmente,

+Control 2
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ensaios de sintese de macromoléculas e ATP intracelular a fim de concluir se a agdo primaria
é em membrana, afetando proteinas que ancoram nela e também participam da construgdo do
septo de divisdo celular, como por exemplo FtsA, ou se 0 composto atua em varias outras
vias, sem apresentar especificidade.

Finalmente, o composto T9A mostrou atuar em disrupcdo de septo de divisdo celular,
porém o ensaio de atividade GTPasica associado a FtsZ foi realizado e ndo foi resgitrada
alteracdo significativa. Sendo assim, os testes de sintese de macromoléculas indicaram uma
leve alteracdo/bloqueio na sintese de RNA e parede celular, sugerindo ser um composto multi
target, também. Uma vez que ha parada de transcricdo todas as outras vias sao afetadas e
bloqueadas, explicando o porqué da perturbacdo da via de divisdo celular ter sido observada

para o composto T9A.

3. CONCLUSAO
Conclui-se que a sintese e modificacao realizada nas chalconas foi eficaz com relacao
a atividade antibacteriana e nove compostos foram ativos contra Bacillus subtilis. H&
indicativos de que alguns compostos tenham agdo multi target, tais como BC1, T4 e T9A,
ja para outros sugere-se que novos estudos sejam realizados para certificacdo de seu modo
de acdo. Porém o0s nove compostos demonstraram ser promissores para possiveis

investimentos e novas etapas de estudos vinculados a acéo farmacoldgica.
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CAPITULO IV
COMPOSTOS SINTETICOS PROMISSORES CONTRA MICRORGANISMOS DE
INTERESSE CLINICO

1. MATERIAL E METODOS

1.1.Linhagens celulares e condigdes de crescimento

Para a avaliacdo da acdo antimicrobiana dos compostos o grupo usufruiu de um amplo
painel de microrganismos, tanto Gram - positivos como Gram - negativos, fornecidos pela
Fiocruz (Fundagdo Oswaldo Cruz — Brasil/RJ) e certificados pela ATCC. Os microrganismos
utilizados para as anélises foram Enterococcus faecalis ATCC29212, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Escherichia coli ATCC25922, Salmonella enterica patovar Typhimurium
ATCC13311 e Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. As linhagens foram cultivadas da
seguinte maneira: S. enterica sorovar typhimurium e P. aeruginosa em meio nutriente; E. coli
e S. aureus em meio TSB (Tryptic Soy Broth) e E. faecalis em meio BHI (Brain Heart
Infusion). A temperatura de crescimento foi de 37° C.

Os antibiéticos utilizados como controles positivos foram: 8 pg.mL™ de ampicillina para E.

coli e S. typhimurium, 4 pg.mL™ de gentamicina para P. aeruginosa, 2 pg.mL™ e 4 pg.mL™

de vancomicina para S. aureus e E. faecalis, respectivamente (EUCAST/BrCAST, 2017).
1.2.Screening de Compostos

Os compostos da série hidroxichalconas e metoxichalconas foram submetidos a Screening
inicial que consistiu da mesma metodologia descrita e referenciada na pagina 46, item 2.3
(Capitulo I).

1.3.Avaliacéo da inibicdo de crescimento bacteriano pelo método Resazurin Microtiter

Assay Plate (REMA)

A avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano foi realizada utilizando-se 0 método
Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) descrito por Palomino et al. (2002) e Martin et al.
(2003) com algumas modifica¢Ges padrao sugeridas pelos protocolos Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, antes NCCLS) e BrCAST/EuCAST, para microrganismos de
interesse clinico. O processo de execu¢do do REMA foi 0 mesmo citado na pagina 47, item
2.4 (Capitulo I).

1.4.Avaliacdo da Minima Concentracédo Bactericida (MBC)

A metodologia de execucdo do MBC esta referenciada na pagina 47, intem 2.5 (Capitulo

). A temperatura de incubacéo foi a 37° C, durante 24 horas.
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1.5.Avaliacao da integridade da membrana citoplasmética
Apenas 0 ensaio de avaliacdo da integridade de membrana bacteriana foi realizado para 0s
compostos bioativos contra os patdgenos afetados. O ensaio foi realizado de acordo com o

mesmo processo e referéncias ja citados na pagina 48, item 2.6.1 (Capitulo I).

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

O surgimento, e/ou recrudescimento, de doengas vinculadas a toxicidade de inimeros
antibidticos fez aumentar a busca e desenvolvimento de estudos a fim de que novas
substancias com potencial acdo antimicrobiana sejam descobertas. A maior fonte de
substancias bioativas e de inumeras aplicacBes bioldgicas, promissoras para futuros farmacos,
estd nos compostos naturais, principalmente os que sdo de origem vegetal e/ou microbiana e
de espécies vegetais (NGO et al., 2013). Por outro lado, sabe-se que a resisténcia bacteriana e,
tipicamente, um processo ecolégico e evolutivo, cuja bactéria responde diante do uso
frequente do composto bem como diante de sua presenga, comum, no ambiente (LEVY,
1991). No entanto, a utilizacdo incorreta de farmacos, além da dosagem frequente, tem feito
aumentar a resisténcia de maneira desenfreada e rapida. Sendo assim, a pesquisa por novas
classes de agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento desses micro-
organismos resistentes e de infec¢fes oportunistas fatais (PENNA et al., 2001).

Desta forma, a pesquisa atinge uma contribuicdo em nivel mundial, uma vez que visa,
além de um novo composto com acdao antimicrobiana, também com toxicidade reduzida,
efeitos colaterais em menores taxas e maior especificidade frente ao microrganismo
patogénico (MENG et al., 2000; HO et al., 2001; MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al.,
2006; LIMA et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2007; SAUDE-GUIMARAES E FARIA,
2007). Vale ressaltar que muitos prototipos acabam sendo descartados durante as avaliacOes,
uma vez que apresentam problemas relacionados a farmacocinética e tornam-se inadequados
para desenvolvimento de futuros farmacos.

Este trabalho encontrou dois compostos com potencial agdo antimicrobiana contra S.
aureus que podem, futuramente, serem desenvolvidos e tornar-se farmacos com nova atuagéo,

inovando as classes de farmacos e oferecendo alternativas para o setor farmacéutico.
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2.1.Avaliacdo da inibicdo de crescimento bacteriano pelo método Resazurin Microtiter
Assay Plate (REMA)
As analises de Screening inicial selecionaram dois compostos da classe de
hidroxichalconas e metoxichalconas com potencial acdo contra S. aureus, sendo eles BC1 e
Al1l. A estrutura molecular dos dois compostos selecionados esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Chalconas e Metoxichalconas selecionadas via Screening

Hidroxichalconas e Metoxichalconas com ac¢éo contra Bacillus subtilis

Cddigo do Composto Estrutura molecular

BC1 o H3| O

(0]

All O
HO

| OH
N

A bactéria Gram - positiva S. aureus foi a mais sensivel aos compostos. Com exce¢édo
de P. aeruginosa que atingiu niveis equiparados de inibicdo, embora ndo tenham sido
significativos como nas Gram-positivas, as bactérias Gram-negativas apresentaram
baixissimos niveis de sensibilidade aos compostos testados, conforme mostra os valores de
Scrrening para 100 pg.mL™? de composto utilizado (Tabela 2). A membrana externa é o
principal fator responsavel pela menor sensibilidade das bactérias Gram-negativas aos
antimicrobianos quando comparadas as bactérias Gram-positivas, ja que essas Ultimas
possuem uma parede celular mais permeavel. Esta membrana externa representa uma barreira
a passagem de pequenas moléculas hidrofilicas, reduzindo a permeabilidade e,
consequentemente, aumentando a resisténcia a antibacterianos (LAMBERT, P., 2002).

Nestas analises somente BC1 e A1l apresentaram inibi¢do de aproximadamente 90%
tendo como dose méaxima 100 pg.mL™, para S. aureus. Note que adotamos a concentracéo de
100 pg.mL™* como a méxima promissora para que um composto seja selecionado para estudos
subsequentes.

H& uma lista que contém os nomes de 12 familias bacterianas que representam grande
ameaca para a saude humana, segundo registros da Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
Todas as bactérias desta lista sdo Gram-negativas e sugere-se que 0 maior motivo seja pela

sua alta resisténcia associada a presenca de membrana externa (WILLYARD, 2017).
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A membrana externa é uma estrutura que age como uma barreira seletiva e de
permeabilidade. Além disso, nessa estrutura existem diversos aparatos além de bombas de
efluxo que sdo responsaveis por reduzir a concentracdo de antibiotico no interior da célula
bacteriana, tornando-se um ambiente atoxico, novamente (BLAIR et al., 2014; L1 et al., 2015;
ARZANLOU et al., 2017; MAIS et al., 2017). Acredita-se que o que garante resisténcia para
as bactérias Gram-negativas, geralmente, sdo complexos macromoleculares formados pela
triade: membrana dupla e periplasma. O exemplo mais frequente € o sistema de efluxo
AcrAB-TolC de E. coli que é constituido por uma proteina da membrana interna (AcrB),
associada com uma de membrana externa (TolC) e uma proteina periplasmética (AcrA)
(POOLE, 2011; LI et al., 2015; DAVIN-REGLI et al., 2016; ALIBERT et al., 2017,
CHITSAZ E BROWN, 2017; TIPTON et al., 2017). AcrB é da divisdo de nodulacdo por
resisténcia (RND) e tem funcéo de reconhecer e se ligar a droga (TAKATSUKA et al., 2010;
OHENE-AGYEI et al., 2014).

Tabela2. Screening de hidroxihalconas/metoxichalconas contra microrganismos pat6genos

para 100 pg.mL™ de composto

SERIE E. faecalis S. aureus S. typhimurium E. coli P. aeruginosa
Chalconas

Al 26,41 40,26 8,25 0 55,44
A3 15,64 56,97 22,73 5,32 40,09
A4 19,57 37,80 10,85 0,47 62,16
A5 11,58 52,93 5,66 2,57 44,36
A6 26,47 0,95 7,04 0,43 47,57
A7 41,31 38,59 19,54 0 38,49
A8 26,03 10,87 14,99 0 55,05
A9 6,97 25,36 14,05 4,27 18,18
Al10 0 71,73 1,97 0 57,11
All 0 89,62 21,35 3,40 63,06
Al2 19,59 25,75 11,39 2,62 36,57
Al4 29,15 5,61 14,21 0 58,66
Al15 32,61 33,06 12,45 5,91 56,74
Al7 34,52 14,64 9,84 10,08 52,13
Al8 41,43 41,33 17,58 0,31 24,89
A19 5,32 64,55 26,38 0 45,79
APO 18,24 16,26 14,59 3,48 50,91

BC1 0 91,55 19,58 10 53,06
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BC2 1,84 44,97 22,21 15,22 32,48
BC3 15,42 41,49 18,55 10,02 16,18
BC4 41,68 0 28,58 17,19 15,28
BC6 27,47 0 40,48 8,46 9,53
BC7 0 42,82 14,44 0 42,37
BC8 21,26 8,24 19,34 0 61,09
BC9 3,87 5,54 17,47 0 34,63
BC10 0 5,20 13,50 0 60,48
BC11 11,88 0 16,74 5,08 62,57
BC12 9,47 64,15 3,94 1,99 49,06
BC13 16,87 45,01 5,27 0 56,64
BC14 22,59 58,03 0,09 0 57,02
BC15 13,55 58,64 13,45 5,45 44,68
BC16 23,64 42,48 14,59 13,99 34,12
BC17 20,69 0 17,71 4,58 62,52
BC18 18,01 59,04 17,33 0 50,57
BC19 19,67 49,14 18,85 4,67 64,82
BC20 39,38 7,05 11,93 0 18,47
*Ampicilina - - 95,77+£0,34 91,60 +1,17 -
*Gentamicina - - - - 95,87 £ 0,40

*Vancomicina 93,47+0,15 91,27 +0,53 - - -

*Para o controle positivo foram utilizados os antibiéticos padrédo, Segundo BrCAST na MIC (item 1.1)

Dentre 0os compostos que apresentaram acdo contra S. aureus, todos tiveram agdo
bacteriostatica até a maior concentracdo testada no ensaio MBC (100 pug.mL™), conforme

mostra a Figura 1.
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Figura 1. Ensaio MBC para S. aureus com 0s compostos bioativos em diversas
concentragfes. CP: controle positivo; CV:controle do veiculo — DMSO 1%; CN: controle

negativo

100 pg.mL!
50 pg.mL!

25 pg.mL!

12,5 pg.mL!
6.25 pg.mL?!
3,13 pg.mL?
1,56 pg.mL!

0,78 pg.mL!

A MIC dos compostos selecionados p6de ser obtida ap6s anélises de REMA e
elaboracdo de relagOes dose-resposta, gerando regressdes polinomiais e as equacdes dessas
regressdes possibilitaram o célculo das MICs, apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Determinacdo das MICs dos compostos bioativos contra S. aureus

Composto  MICs S. aureus  MICso S. aureus  MICg S. aureus MICgy S. aureus

(ug.mL™) (uM) (ug.mL™) (uM)
BCO1 38,66 152,20 99,97* 303,58*
All 11,05 41,08 46,10 171,38

*Para BC1 foi determinada MICgy, uma vez que o percentual de inibi¢do bacteriana foi maior que 90%

2.2. Avaliacéo da integridade da membrana citoplasmética
As hidroxichalconas e metoxichalconas foram avaliadas quanto a sua capacidade de
alterar a integridade da membrana citoplasmatica de S. aureus, devido a possivel formacao de
poros. Na Figura 2, observa-se células bacterianas ndo tratadas (controle negativo) que
possuem membrana intacta e consequente impermeabilidade ao iodeto de propidio (IP).
Quando as células de S. aureus sdo tratadas com 5 pug.mL™ de nisina (Figura 2) observa-se
coloracédo avermelhada nas células, devido a sua capacidade de promover poros na membrana

citoplasmatica, tornando-se permeavel ao IP (KROL et al., 2015). Nota-se que em 30 minutos
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a maior parte das células de S. aureus, no ensaio com BC1, apresentaram alteracdo de
permeabilidade de membrana citoplasmatica enquanto que para All pouco mais da metade
das células bacterianas adquiriram coloracdo avermelhada, consequentemente, apresentaram
alteracdo na permeabilidade e estrutura membranar (Figura 2). Esse resultado indica que o
modo de agdo de BC1 pode estar atrelado ao mecanismo alvo de perturbacdo da estrutura de
membrana citoplasmatica. No entanto, ficou comprovado que BC1 parece apresentar acdo
multi target contra as bactérias afetadas, conforme ja foi discutido no Capitulo Ill. Os testes
de sintese de macromoléculas, utilizando radiomarcadores, ndo foram realizados para 0s
microrganismos patogénicos. Também nédo foram realizados ensaios para avaliar perturbacdo
na divisdo celular bactariana de S. aureus, uma vez que nosso grupo de pesquisa ndo possui
mutante com septo marcado com a finalidade desta avaliacdo. No entanto é possivel estimar
seu modo de acdo observando os mesmos resultados obtidos com B. subtilis, bactéria Gram-
positiva modelo de ensaios bioldgicos.

Figura 2. Avaliacdo de permeabilidade de membrana para S. aureus com células sem
tratamento (controle negativo - CN); tratadas com DMSO 1% (controle do veiculo); tratadas
com nisina - 5pg.mL™ (controle positivo - CP) e tratadas com os compostos BC1 e All na

MICgo — 30 min. Ampliacéo: 100 x. Barra 5u

Ph DAPI - FITC/Texas Red Overlay

4.
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Ph DAPI - FITC/Texas Red Overlay

CP —nisina o
(5 ug.mL™) = W

vh

BC1

30 min

All

30 min

A Figura 3 aponta que houve 99% de perturbacdo na permeabilizacdo da membrana

bacteriana de S. aureus quando colocada 30 minutos em contato com BC1, na MICgp.
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Figura 3. Porcentagem de células bacterianas com membrana danificada apds tratamento com
hidroxichalconas e metoxichalconas na MICgy durante 30 minutos. Células nédo tratadas:

controle negativo; Nisina: Controle positivo

100 - 99,65 99,33
80 -

7
o

40 -

Cells with permeabilized membrane (%)

0,83
0 T T T T 1
Untreated Nisin BC1 All

Como foi discutido no Capitulo I, o composto BC1 foi testado contra a bactéria
Gram-positiva modelo, Bacillus subtilis. Embora ndo tenha sido possivel a realizagdo dos
diversos testes de modo de acdo para S. aureus, estima-se que os dados obtidos para B.
subtilis possam ser similares aos de S. aureus, com relacdo a este composto, ja que trata-se de
ambas Gram-positivas. Os dados do ensaio de integridade de membrana citoplasmatica
apontaram que BC1 atuou de maneira eficaz na perturbacdo da desestruturacdo da membrana
de S. aureus, assim como foi visto no Capitulo Ill para B. subtilis. Embora ndo tenha sido
realizado o teste de sintese de macromoléculas para S. aureus, esse resultado obtido sugere
que BCL1 deve agir da mesma forma nesta bactéria. Conclui-se que BC1 é um composto de
acdo multi target e que afeta diferentes espécies de bactérias Gram-positivas. Apesar de BC1
ter sido eficaz contra Xac (Capitulo 1) nota-se que para patégenos clinicos Gram-negativos,
sua acdo nédo foi bem sucedida. I1sso pode ser devido a esses microrganismos apresentarem
inimeros genes de resisténcia bem como diversos mecanismos de destruigéo de sitios ativos
de compostos, além de aparatos de bombas de efluxo que devem ser mais complexos e
eficazes do que os existentes em Xac.

Para All notou-se baixa taxa de permeabilidade nos ensaios de integridade de
membrana e nenhum outro teste pdde ser realizado. Sugere-se que testes futuros relacionados

ao modo de acdo sejam realizados para designar o alvo deste composto frente a S. aureus.
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Contudo, fica evidente a importancia da membrana externa para garantir a maior
resisténcia das bactérias Gram-negativas, o que também explica porque os compostos testados

contra esses microrganismos nao apresentaram resultado significativo.

3. CONCLUSAO

Dois compostos da classe das chalconas foram ativos contra a bacteria S. aureus. Porém o
mecanismo de acdo de um deles ndo foi completamente elucidado, necessitando de futuras
analises para certificacdo e complemento desses resultados. Mesmo assim, as analises
evidenciam que as chaconas BC1l e All sdo promissoras para futuros ensaios e

desenvolvimento de novos farmacos.
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CONCLUSAO GERAL

Contudo, fica evidente que a modificacdo e derivacdo de chalconas ¢ eficaz, uma vez que
diversas moléculas modificadas adquiriram maior potencial antimicrobiano do que a estrutura
precursora. Seis compostos foram ativos contra o fitopatdgeno Xanthomonas citri subsp. citri,
demonstrando também reducéo e eliminacdo de sintomas de cancro citrico nos testes em planta.
Nove compostos foram bioativos contra B. subtilis, bactéria Gram-positiva modelo de ensaios
bioldgicos. Os ensaios de mecanismo de acdo puderam indicar que alguns compostos podem ter
acao multi target enquanto outros podem ter maior especificidade, agindo apenas em divisao
celular bacteriana ou apenas em desestruturagdo da membrana citoplasmatica. Duas das
chalconas modificadas também foram eficazes contra o patégeno S. aureus e, possivelmente,
podem ser promissoras para desenvolvimento de novos farmacos. Este trabalho abriu
possibilidades de futuras analises e novas etapas de ensaios bioldgicos para que 0S compostos

avaliados possam ter aplicabilidade tanto na area agricola como na area famarcéutica.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Acredita-se que, além da realizacdo de ensaios bioldgicos mencionados no trabalho,
que possam completar e comprovar o verdadeiro modo de acdo de alguns compostos
avaliados, as novas etapas que podem ser feitas objetivando a aplicabilidade dos compostos
mostrados neste trabalho, assumem a explora¢do no ambito da toxicidade dessas moléculas.
Uma vez que sabe-se que o cobre é altamente toxico, carcinogénico e mutagénico, o interesse
é explorar a toxicidade das moléculas que foram bioativas tanto em termos de citotoxicidade e
genotoxicidade para células eucarioticas, mas também avaliando a fitotoxicidade em sementes
e zootoxicidade com animais essenciais no campo, tais como alguns polinizadores. Espera-se
gue esses testes possam mostrar menor toxicidade dos compostos avaliados comparados ao
cobre, uma vez que sdo derivados de metabdlitos secundarios de plantas. Isso incentivaria
ainda mais, a consolidacdo, uso e aplicacdo desses compostos substituindo o uso de cupricos.
Além disso, se a citotoxicidade dos compostos for baixa, pode-se partir para outras etapas

associadas na consolidacéo de uma nova substancia com aplicacdo farmacoldgica.
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