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Resumo

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), é responsavel
por grandes perdas na citricultura, ao passo que danifica folhas e frutos e ndo possui cura
eficaz. Sendo o Brasil um dos maiores exportadores de laranja do mundo, frutos danificados
sao impedidos de serem comercializados, causando inumeros prejuizos na agricultura. Ja a
bactéria Bacillus subtilis é considerada uma bactéria modelo em microbiologia, sendo que os
resultados obtidos em experimentos podem ser estimados para outras bactérias Gram-
positivas. Devido a grande resisténcia das bactérias frente aos antibidticos atualmente
disponiveis, novas substancias tém sido sintetizadas e seu potencial antimicrobiano avaliado.
A fim de aumentar a diversidade quimica e diversificar o mecanismo de acdo de substancias
com potencial antimicrobiano, cada vez mais se tem buscado extratos e 6leos essenciais como
matéria prima para a sintese de compostos “naturais” para esse fim, como € o caso das nove
substancias naturais que foram avaliadas neste trabalho. Apos diversas andlises realizadas via
método REMA foi possivel observar quais as substdncias que apresentaram agao
antimicrobiana para determinadas concentragdes, bem como definir a acdo bactericida ou
bacteriostatica para a concentragdo que apresentou 90% ou mais morte celular.
Adicionalmente se avaliou o alvo atingido pelos compostos testados nas duas bactérias
utilizadas, através de microscopia de contraste de fase e fluorescéncia, caracterizando-se o

mecanismo de acdo do composto.

Palavras-chave: antimicrobianos; microscopia; cancro citrico; curcumina.
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1 Introducao

Este trabalho foi realizado como uma etapa inicial a descoberta de novos fAirmacos e
complementa outros trabalhos sendo realizados globalmente no mesmo sentido nos ultimos
anos. Encontrar novos antimicrobianos ¢ uma das prioridades em varios setores, desde o setor
agricola até o farmacéutico, devido a resisténcia bacteriana desenvolvida pelo uso exacerbado,
muitas vezes, desnecessario e incorreto de defensivos e antimicrobianos ja consolidados.

Nesse sentido, duas bactérias foram escolhidas para este trabalho, uma Gram-negativa
e causadora do cancro citrico em espécies do género Citrus, a Xanthomonas citri subsp citri, €
outra bactéria, Gram-positiva, que ¢ considerada organismo modelo na microbiologia,
Bacillus subtilis.

A fim de diversificar a composi¢cdo quimica e alterar a cadeia de algumas estruturas
que ja tém agdo antimicrobiana conhecida, pesquisadores tém voltado a atengdo a Oleos e
extratos naturais. Portanto foram utilizadas as seguintes plantas e seus compostos naturais,
como alvo de avaliagdo de sua agdo antimicrobiana: Cinnamomum zeylanicum
(cinamaldeido), Curcuma longa (curcumina), extrato da familia Apiaceae (umbeliferona),
Passiflora coerulea (crisina), Maclura pomifera (morina), Coffea arabica (cafeina), vegetais
folhosos e frutas citricas (rutina), Piperis nigri (piperina) e magas e cebolas (quercetina).

O objetivo do trabalho consistiu em uma fase inicial de avaliagdo da agdo
antimicrobiana, onde se utilizou o método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) descrito
por Palomino et al. (2002). Apo6s avaliagdo da eficacia dos compostos, por meio de
estimativas de unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF) e porcentagem de células mortas,
foram realizados célculos para a obtencdo dos valores da concentracdo minima inibitoria
(MIC).

Contudo, para os compostos que apresentaram agao antimicrobiana, foi realizado um
ensaio de avaliagdo da minima concentracdo bactericida/bacteriostatica (MBC) — em
triplicatas - e, por fim, foram realizadas analises de microscopia de contraste de fase e de
fluorescéncia para mutantes, no caso Bacillus subtilis FtsZ-GFP e Xanthomonas citri subsp

citri GFP-ZapA para anélise do mecanismo de a¢do dos compostos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Maclura_pomifera

2 Revisao Bibliografica

2.1 A citricultura e o cancro citrico

A agricultura ¢ responsavel por movimentar R$ 251,2 bilhdes no Produto Interno
Bruto (PIB) brasileiro, e um produto importante nessa balanga comercial ¢ a laranja, sendo
que ela representa 21,7% do total nacional de frutas cultivadas, considerada uma das de maior
valor nacional (IBGE, 2014).

O Brasil ¢ um dos maiores exportadores de suco de laranja doce do mundo,
respondendo por 60% do total produzido no mundo (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2016). A citricultura ¢, portanto, uma importante atividade agricola que movimenta recursos
econdmicos € contribui para a geracao de empregos, agregacdo do valor regional e
interiorizagdo do desenvolvimento. Quase toda a producao ¢ exportada, principalmente para
os Estados Unidos e Europa (NEVES, 2010).

Devido a ter um microclima privilegiado para o cultivo e apresentar as maiores
inovacdes tecnologicas do setor no pais (NEVES, 2010), o estado de Sao Paulo domina o
setor de cultivo de Citrus. A Figura 1 ilustra a porcentagem de cada estado na Citricultura,

sendo Sao Paulo responsavel por mais de 70% do total nacional.



Figura 1. Producdo de laranja/estado no Brasil (safra 2014/2015)
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Fonte: DEPEC (2016).

Com ocorréncia em mais de trinta paises (GOTTWALD, 2000), o cancro citrico ¢
historicamente uma das doengas mais devastadoras. Ocorre em todas as espécies do género
Citrus, e, de acordo com Neves (2010), ¢ a mais antiga presente no pais. A doenga causa
queda prematura das folhas, bem como lesdes eruptivas castanho-amareladas, o que
desfavorece a venda e consumo dos frutos produzidos. Os maiores importadores do recurso
exigem uma série de restricoes ¢ medidas sanitarias que podem impedir a entrada do produto
caso ele se apresente infectado. Inclusive, Neves (2010) afirma que a Unido europeia impede
a compra de frutos que apresentem qualquer sinal de cancro citrico ou pinta preta, outra
doenca que atinge Citrus.

Ainda ndo ha uma cura eficaz contra o cancro citrico, embora sejam adotadas algumas
estratégias para controlar o avanco da doenga em areas ndo endémicas, sendo estas: aplicacdao
de rigoroso plano de erradicacdo das arvores infectadas (BELASQUE JR.; FERNANDES;
MASSARI, 2009) e pulverizacdo de formulagdes clpricas, como por exemplo, o composto
Difere (oxicloreto de cobre), j4 produzido e comercializado em grande escala. Para o estado
de Sao Paulo, no segundo semestre de 2014, 34.340 plantas precisaram ser erradicadas
(SECRETARIA DE CULTURA E ABASTECIMENTO, 2015).

O cobre ¢ reconhecido como fungicida protetor, deve ser pulverizado antes de a
doenga aparecer, pois apenas auxilia na redu¢do dos sintomas e ndo impede novas bactérias de
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infectarem. Em 2008 ele ganhou aten¢do quando a Environmental Protection Agency (EPA)
dos EUA registrou mais de 200 superficies de cobre como antimicrobianas. Seu mecanismo
de ac¢do ¢ por meio da morte por contato, apesar de ainda ndo estar completamente elucidado
(GRASS et al., 2010). Zambolin et al. (1995) sugere que o mecanismo de a¢do seja por meio
da penetragdo no interior dos organismos e a partir disso provocar reagdes quimicas nao
especificas entre grupamentos presentes nas proteinas, sulfidrilicos (SH), amino (NH?) e
hidroxilicos (OH), com 4acidos nucleicos e seus precursores em rotas metabolicas,
desestabilizando o metabolismo da bactéria, fungo ou virus.

Muitos estudos sugerem agdo antibacteriana do cobre: Faindez et al. (2004) encontrou
inibicdo do crescimento de Salmonella enterica e Campylobacter jejuni quando
permaneceram em contato com superficies de cobre. Outra pesquisa por Aguiar (2009)
demonstra acdo bactericida de nanoparticulas de cobre em Staphylococcus aureus (houve até
formacao de um halo de inibi¢ao) e Pseudomonas aeroginosa.

Apesar disso, ainda faltam estudos concretos que comprovem sua a¢ao antimicrobiana
contra Xac, além de ser toxico até em pequenas quantidades, com efeito cumulativo no solo,
frutas e 4gua. 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 causar

mutacoes e cancer.

2.2 Xanthomonas citri subsp citri

O cancro citrico ¢ causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp citri. E uma bactéria
com formato de bastdo e apresenta flagelo polar, além de ser Gram-negativa e aerdbia
obrigatoria (SENASICA, 2013).

Devido a adogao da medida preventiva com formulagdes cupricas, Behlau et al. (2011)
identificou e caracterizou a existéncia de genes em Xac com resisténcia ao cobre, tornando
ainda mais dificil a erradicagdo da bactéria e comprovando que ha necessidade da busca por

novos agentes antimicrobianos com eficécia contra Xac.

2.3 Bacillus subtilis

A bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis ndo ¢ patogénica, sendo sapréfita comum

do solo e da agua, e foi utilizada no projeto devido a sua relevancia como micro-organismo



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 téxicas. Bioensaios com B. subtilis sdo utilizados para analisar sua
resposta mediante ao experimento e estimar se a mesma resposta seria valida para outras

bactérias Gram-positivas.

2.4 Antibioticos e mecanismo de acio

A preocupagdo da descoberta de novos defensivos e antimicrobianos ndo € apenas no
ambito agricola, mas também se estende para os demais setores que buscam assepsias, como
por exemplo, industrias farmacéuticas, cosméticas, area clinica-hospitalar, dentre outras.
Desde a descoberta da penicilina nos anos de 1930 houve poucas inovagdes no setor, ao passo
que as bactérias se adaptaram e se tornaram mais resistentes aos antibioticos existentes e,
consequentemente, doengas que antes eram controladas estdo cada vez mais dificeis de serem
tratadas e tém aumentado a estatistica de mortes. A partir de 1998, somente dois antibioticos
aprovados pelo FDA tinham um mecanismo de agdo diferente dos demais (MILLS, 2006).

A Figura 2 ilustra os principais antibioticos existentes € seu mecanismo de agdo de

acordo com as estruturas-alvo de uma célula bacteriana.



Flgura 2. Pr1nc1pals antibioticos e estrutura—alvo de seu mecanismo de ag:ao
d de celula
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Fonte: Madigan et al. (2010).

Um dos mecanismos mais utilizados pelos antibidticos existentes no mercado ¢ o da
inibicdo da sintese proteica bacteriana. Tetraciclinas, estreptomicina, canamicina, entre
outros, estdo compreendidos nessa classe, onde interagem com a por¢ao 30S do ribossomo e
interrompem a tradu¢do. Também pode ocorrer interacdo com a por¢ao 50S do ribossomo,
como no caso do cloranfenicol e eritromicina. (MADIGAN et al., 2010).

Outra classe importante de antibioticos sdo os chamados antibioticos f-lactamicos,
isso inclui as penicilinas e cefalosporinas. Possuem esse nome devido a um componente
estrutural caracteristico, o anel - lactdmico, e sdo inibidores da sintese de parede celular por
meio da sua ligagdo com enzimas transpeptidases, impedindo a transpeptidacdo de ocorrer
(MADIGAN et al., 2010).

Estreptovaricinas e rifampina, por exemplo, possuem outro mecanismo, inibem a
sintese de RNA ligando-se a subunidade B da RNA polimerase, impedindo-a de agir
(MADIGAN et al., 2010). Como se pode perceber, ¢ extremamente necessaria a descoberta de
substancias antimicrobianas que atuem em alvos e estruturas celulares diferentes dos

antibioticos ja consolidados, pois a ideia € atingir a bactéria em estruturas que ela ainda ndo
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adquiriu resisténcia. Além disso, ¢ indicado que as estruturas alvo dos compostos com agao
antimicrobiana sejam, evolutivamente, conservadas na maioria dos micro-organismos, tanto
Gram-positivos como Gram-negativos.

Um antibi6tico pode ser considerado bactericida quando causa a morte da bactéria, ou
bacteriostatico, quando promove a inibigdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003). Pela
definicao de Gallo et al. (1995), também podemos entender que “um antibidtico ¢ definido
como bacteriostatico quando a inibi¢do da sua atividade ¢é reversivel; e definido como

bactericida quando a inibicdo € irreversivel em concentragdes ligeiramente maiores que a

MIC.”

2.5 Compostos naturais

A fim de diversificar a composi¢do quimica de antibioticos, tem-se voltado muita
atencdo para a sintese de novos compostos a partir de extratos ou oleos essenciais de plantas,
podendo modificar alguns grupamentos R da cadeia de compostos naturais que ja
apresentaram alguma eficicia frente aos micro-organismos, buscando acentuar sua agao,
podendo ainda unir duas estruturas via hibridacdo molecular para aumentar o potencial
antimicrobiano ou finalmente estudar a atuagdo dos compostos em sinergismo.

Sendo assim, no presente trabalho, foram utilizados os compostos: cinamaldeido,
curcumina, umbeliferona, crisina, morina, cafeina, rutina, piperina e quercetina.

O cinamaldeido (3-fenil-2-propenal), isolado da planta Cinnamomum zeylanicum, tem
mostrado potencial antimicrobiano contra bactérias, leveduras e mofo filamentoso devido a
sua acao de inibi¢ao da ATPase, inibicdo da biosintese de parede celular e alteragcdes na forma
e integridade da membrana. (SHREAZ et al., 2016).

A crisina (5,7-diidroxiflavona), isolada de Passiflora coerulea, mostrou grande
potencial anti-viral nos trabalhos de Wang et al. (2014) e Song et al. (2015) desenvolvidos
com enterovirus. Foi demonstrado que ela age suprimindo a protease viral 3C.

A curcumina ((1E,6E)-1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona) ¢
um dos compostos mais promissores e com mais estudos encontrados. E extraida do rizoma
de Curcuma longa e sua atividade antimicrobiana foi atestada com Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae por Gunes et al. (2013), sugerindo acdo bacteriostatica. Rai et al.

(2008) também realizaram estudos da agdo da curcumina em B. subtilis, confirmando sua agao
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antimicrobiana e demonstrando seu mecanismo de a¢do na formagao do anel Z que participa
da divisdo celular bacteriana. Outro estudo de Moghadamtousi et al. (2014) atesta
propriedades antimicrobianas da curcumina com Helicobacter pylori ¢ até¢ acdo antifingica
contra Paracoccidioides brasiliensis.

Extraida de Piperis nigri, a piperina (1-[5-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-0x0-2,4-
pentadienil]piperidina) mostrou a¢do potenciadora do antibidtico Ciprofloxacino quando
utilizado em sinergismo contra Staphylococcus aureus (Khan et al, 2006). Também
apresentou importante atividade inibitoria de angiogénese em algumas células de cancer
(DOUCETTE et al., 2012).

Isolada da planta Coffea arabica, a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), além de ser
considerada um alcaloide estimulante, apresentou acdo de inativagdo da formagdo de
miofibroblastos em células de cancer de mama na pesquisa desenvolvida por Al-Ansari et al.
(2014).

A umbeliferona (7-hidroxicumarina) pode ser encontrada em extratos de plantas da
familia Apiaceae, e apresentou eficacia na redugdo de Enterococcus faecalis e formacao de
biofilme em cateteres urinarios, de acordo com pesquisa por Cai et al. (2016).

Presente, em grandes concentracdes, em magas, cebolas e outras plantas, a quercetina
(3,5,7,3°,4’-Pentahidroxiflavonona) ¢ um flavonoide natural com atestada eficacia de inibigao
de 96% do crescimento bacteriano em Streptococcus mutans (PATRA et al., 2014). Outra
pesquisa por Siriwong et al. (2016) atesta que a quercetina tem efeito sinérgico com o
antibiotico Ampicilina, ampliando seu efeito contra Staphylococcus epidermis resistentes a
antibioticos da classe de penicilinas.

Uma das formas glicosiladas da quercetina ¢ a rutina (quercetin-3-O-rutinoside), ou
vitamina P, também encontrada em vegetais folhosos. Um estudo por Amin et al. (2015)
atestou atividade antibiotica tanto da quercetina sozinha quanto da junc¢do de rutina e morina
contra Staphylococcus aureus.

A morina (2°,3,4°,5,7-Pentahidroxiflavonona), ou flavononol, pode ser isolada de
Maclura pomifera, Maclura tinctoria, folhas de Psidium guajava, entre outros. Dixon et al.
(2015) atesta eficacia da morina em suprimir potenciais moléculas reparadoras de DNA com
papel em muitas doengas humanas. Também foi considerado o mais potente flavonoide

inibidor da &cido graxo sintase (TTAN, 20006).

2.6 Proteinas Fts
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Em bactérias com formato de bastonete, como B. subtillis, a divisdo celular ocorre
com a formagdo de um septo de divisdo (WEISS, 2004), organizado por meio das chamadas
proteinas Fts (filamentous temperature sensitive). A organizagdo da parte citoplasmatica na
divisdo celular é composta por cinco componentes: proteinas FtsZ, FtsA, ZapA e os dominios
ZipA e FtsK. Vicente et al. (2006) descrevem que a proteina de divisio mais abundante nas
células ¢ a proteina FtsZ, um homodlogo estrutural da tubulina em eucariotos (OLIVA et al.,
2004), e sua localizacao ¢ considerada o primeiro evento conhecido na formacao do anel de
divisao.

Margolin (2010) afirma que a proteina FtsZ est4 presente na maioria dos procariotos
reconhecidos at¢é o momento e foi descoberto que bactérias em formato de bastonete
suprimidas de moléculas FtsZ falham na divisdo celular e produzem longas células
filamentosas sem septo (BEAL E LUTKENHAUS, 1991; DAI E LUTKENHAUS, 1991).
Isso ocorre porque a sintese lateral continua, fazendo com que a célula se alongue, enquanto
previne o septo e a divisao de ocorrerem (PINHO E ERRINGTON, 2003).

As moléculas de FtsZ sdao um alvo a ser explorado para novos antibidticos (RUIZ-
AVILLA et al., 2013), j& que sua perturbagdo inibe o crescimento bacteriano, além de ser um
alvo ainda nao explorado por demais antibioticos. Pinho e Errington (2003) demonstraram
que células de Staphylococcus aureus suprimidas de FtsZ aumentam de tamanho e sofrem

lise.

13



3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi analisar o possivel efeito antimicrobiano de nove
compostos naturais (curcumina, cinamaldeido, cafeina, rutina, umbeliferona, morina, crisina,
piperina e quercetina) frente a bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri e a
bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis pelo método Resazurin Microtiter Assay Plate

(REMA).

3.2 Objetivos especificos

e Determinagdo das Minimas concentragdes inibitérias (MIC's);
e Determinagdo das Minimas concentragdes bacteriostatica/bactericida (MBC) para

compostos que apresentaram agao;
e Microscopia em contraste de fase para verificar tamanho e formato celular;

e Microscopia de fluorescéncia para analise de mecanismo de agao.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Linhagens celulares e condicdes de crescimento

As linhagens bacterianas de Xanthomonas citri subsp citri € B. subtilis que foram
utilizadas no presente trabalho encontram-se disponiveis em nosso laboratorio e sdo
denominadas Xac WT e Bacillus subtilis 168. As cé¢lulas foram cultivadas a 29 °C em meio

NYG (N), para Xac e Luria Bertani (LB), para B. subtilis, solido e liquido sob rotacdo de 200

rpm. O antibi6tico utilizado como controle para os ensaios foi a canamicina (20 pg.mL™).

4.2 Compostos naturais

Para facilitar a designacdo de cada composto no método de REMA, eles foram

codificados de 116 a 123 conforme mostra o Quadro 1.

Quadro 1. Cédigo e identificagao dos compostos avaliados

CODIGO | COMPOSTO
C Cinamaldeido
116 Cafeina
117 Rutina
118 Curcumina
119 Umbeliferona
120 Morina
121 Crisina
122 Piperina
123 Quercetina

Fonte: Eladorado pela autora (2016).
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4.3 Avaliacao da inibicao de crescimento bacteriano pelo método Resazurin Microtiter

Assay Plate (REMA)

A avaliagdo da inibi¢do de crescimento bacteriano foi realizada utilizando-se o método
Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) descrito por Palomino et al. (2002) com algumas
modificagdes (SILVA et al., 2013). As bactérias em teste foram resgatadas/reativadas do
freezer -80 °C em meio solido LB (B. subtilis) e/ou N (Xac) a 29 °C. Apds crescimento, foram
inoculadas em 20 mL dos respectivos meios liquidos (4 a 5 coldnias isoladas) e cultivadas por
18 horas (overnight) a 29 °C.

Culturas em placas “multiwell” de 96 pocos: para o Rema o in6culo foi realizado de
forma a obter 10° células/poco em volume final de 100 pL. Posterior a isso foram adicionados
100 pL de cada substancia que foi testada, obtendo a concentragao maior inicial de 100
ng.mL™, seguindo a microdiluicdo. As solucdes estoque das substancias foram diluidas em
100% de DMSO, obtendo concentragao final de 10 mg.mL'l. As concentragoes utilizadas nos
ensaios foram obtidas a partir da diluigdo dos estoques onde considerou-se que a maior
concentragdo utilizada apresentasse no maximo 1% de DMSO (concentra¢do nao prejudicial
para a viabilidade celular, averiguada em testes preliminares). Os controles negativo, positivo
e de veiculo foram constituidos por 100 uL de meio de cultura, canamicina 20 pg.mL™ e
solucdo de DMSO 1%, respectivamente. Em seguida, a placa multiwell de 96 pocos foi
submetida a incubagao a 29 °C, por 8 horas.

Ap6s esse periodo foi adicionada uma solugdo de resazurina na concentragao de 100
pg.mL™" em 4gua destilada estéril, que reagiu por 2 horas. O teste que se baseia na redugdo da
resazurina por meio da desidrogenase microbiana mostra que a resazurina atua como um
aceptor de elétrons e, dessa forma, muda de cor na presenca da enzima desidrogenase ativa,
que ¢ proveniente da cultura de bactérias em crescimento. Essa reagao de redugao s6 ocorre se
houver um sistema de transporte de elétrons microbiano, através da enzima desidrogenase
microbiana, ou seja, pode-se utilizar tal reagdo para quantificar atividades metabolicas de
respira¢do e crescimento de uma cultura bacteriana pura. Se o micro-organismo esta morto, a
desidrogenase microbiana ndo estara ativa, logo a reducdo de resazurina ndo ocorrerd e a
placa de REMA permanece azul, no espectro visivel. Enquanto que, quando o microrganismo
estd vivo e mantendo suas reacdes metabolicas, ha presenca da enzima desidrogenase e
ocorrerd a reducdo da resazurina em resofurina, assumindo a cor rosa, numa placa de REMA.

Portanto, a resazurina possui potencial redox com mudanga colorimétrica e um indicador de
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fluorescéncia em resposta ao metabolismo dos micro-organismos. Esta mudanca de cor ¢
detectada em scanner de fluorescéncia SYNERGY microplate reader H1 (Biotek), utilizando-
se filtros de excitagdo e emissdo nos comprimentos de ondas de 530 e 590 nm,
respectivamente.

O potencial inibitério de cada tratamento foi expresso pela porcentagem de morte

celular, calculada em relagdo ao controle negativo segundo a férmula:

, UAF' do controle negativo — UAF do teste
Células

Mortas (%) = * 100
UAF do controle negativo

(UAF: Unidades arbitrarias de fluorescéncia, obtida por meio do scanner de fluorescéncia).
4.4 Avaliacao da Minima Concentracao Bactericida/Bacteriostatica (MBC)

O teste de MBC consistiu em ‘“carimbar” as placas (trés testes independentes) de
REMA, numa placa de Petri de 15 cm de didmetro, de forma a serem colocadas numa
incubadora B.O.D na temperatura de crescimento da bactéria, ja descrita acima, por 2 dias.
Foi observado se houve ou ndo crescimento microbiano para cada pogo da placa de REMA

demarcada na placa de Petri.

4.5 Microscopia em contraste de fase

A microscopia em contraste de fase para bactérias foi utilizada para a observagao de
alteragdes grosseiras na forma dos bastonetes, filamenta¢do, aumento do tamanho celular e
indicios de parada de divisdo celular (SILVA, et al., 2013). As linhagens foram cultivadas a 29
°C num overnight e observadas na densidade otica adequada (D.O soonm) para bactéria, bem
como as devidas dilui¢des similares as realizadas no REMA, para obtencao de 10° células, uma
vez que € necessario reproduzir o mesmo ensaio do REMA para ndo alterar a dose-resposta do
composto em fungdo do numero de células presentes. Apos estes ajustes, uma aliquota da
suspensdo foi imobilizada em laminas contendo agarose 1 %, em PBS 1 X ou salina 0,9%, e
foram observadas.

Preparacio das laminas: cerca de 1 mL da solucdo de agarose foi depositada em

laminas de microscopia Optica e sobre estas colocou-se outra lamina para que o gel de agarose
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formasse um filme fino e de altura homogénea. As laminas foram secas na bancada, a
temperatura ambiente, por aproximadamente 40 minutos e abertas somente no momento do uso,
quando 5-10 pL da suspensdo de células foram depositadas no centro destas e cobertos com
laminula. As células foram visualizadas utilizando-se o microscopio optico BX-61 (Olympus)

tanto em DIC 40 quanto em contraste de fase (PH 100).

4.6 Microscopia de fluorescéncia

Foi utilizada a microscopia de fluorescéncia para a observacdo de indicios de
desestruturacdo do anel Z mediante observagdo da localizacdo de GFP-ZapA em Xanthomonas
citri e FtsZ- GFP em Bacillus subtilis, dentre outras alteracdes relacionadas a formagao do septo
divisional (SILVA et al., 2013). As linhagens foram cultivadas e imobilizadas em laminas com

agarose da mesma forma que foi procedido para a microscopia de contraste de fase.
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5 Resultados e discussao

5.1 Xanthomeonas citri subsp citri

Os testes de REMA feitos com Xac ndo apontaram eficécia significativa de nenhum
dos possiveis compostos antimicrobianos testados. Calculos feitos por meio das unidades
arbitrarias de fluorescéncia (UAF) permitiram calcular a porcentagem de células mortas,
conforme apresenta a Tabela 1, para cada concentragdo testada, partindo de 100 pg.mL™ e

seguindo a microdiluigao.

Tabela 1. Porcentagem de células mortas (Xac) em funciao das concentracdes

testadas de cada composto

Concentracao
do composto Porcentagem (%) de células mortas
(ug mL™) 116 117 118 119 120 121 122 123 C
100 0 17,83% 0 0 0 0 46,28% 1,812% 0
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6,25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,125 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,5625 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,78125 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

5.2 Bacillus subtilis

Como ja demonstrado em um projeto de inicia¢do cientifica desenvolvido em 2015 no
mesmo departamento, a bactéria B. subtilis apresentou morte significativa (acima de 90% de
células mortas) com apenas um composto dos nove testados: a curcumina.

Os célculos de porcentagem de células mortas foram feitos para B. subtilis, os quais

estdo apresentados na Tabela 2 comprovando apenas a eficacia da curcumina.
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Tabela 2. Porcentagem de células mortas (B. subtilis) em funcio das

concentracoes testadas de cada composto

Concentraciao

do composto

Porcentagem (%) de células mortas

(ng mL™") 116 117 118 119 120 121 122 123 C
100 8,00%  6,66% 97,85% 12,18% 7,89%  26,36% 0 68,43%  75,48%
50 2,22%  542% 96,92% 0,79%  6,07%  17,59% 0 39,09% 22,93%
25 0,20%  4,73%  92,77% 0 574%  71,37T% 0 1,99%  2,11%
12,5 0 4,21%  35,05% 0 0 9,46% 0 0 1,55%
6,25 0 1,85% 0 0 0 8,47% 0 0 0
3,125 0 0 0 0 0 7,06% 0 0 0
1,5625 0 0 0 0 0 6,55% 0 0 0
0,78125 0 0 0 0 0 1,81% 0 0 0

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Ao observar a Figura 3 ¢ possivel comparar a a¢do do controle positivo (CP),

Canamicina, com a curcumina em concentracdes gradativas da microdilui¢do, registrando a

porcentagem de células mortas para cada concentracao testada.
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Figura 3. Porcentagem de células mortas de Bacillus subtilis observadas no REMA
para curcumina.

Curcumina
100 1 _ = <

§ 80 -
g 60 - =
3
S 40 +
8
< 20 -

O T T T T T T T - T T 1

CcP 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625 0,78125
Concentragdo (pug/mL)

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Contudo, foi estimada a regressdo exponencial do teste, como mostra a Figura 4, ao
calcular a média aritmética dos REMAS realizados em dias independentes e a partir dai, foi
possivel determinar as MIC’s 50 e 90 para o composto testado através da equacdo da

regressao gerada.

Figura 4. Regressao exponencial e obtencao da equagdo da regressao

Curcumina

100 y = 0,0007%*-0,13599x% + 7,20899x -15,87281
a0 R=0,949
80
70
60
50
40
30
20
10
0 : p—
100 50 25 12,5 6,25 3,125

Concentracdo (pg/mL)

% células mortas

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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Finalmente, foi possivel calcular as MIC’s para a curcumina, as quais estao

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Obtenciao das MIC’s para a curcumina

MIC 90 24,83 pg . mL "
MIC 70 16,75 ug . mL |
MIC 50 11,47 pg . mL"

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
5.3 Avaliacao da Minima Concentragao Bactericida/Bacteriostatica (MBC)

A curcumina apresentou a¢do bacteriostdtica de acordo com a definicio de Walsh
(2003), ja que age inibindo a divisdo celular e reproducgdo da bactéria. De acordo com o teste

de MBC obtivemos que a curcumina mantém sua atividade bacteriostatica em concentragdes

de até 400 pg.mL™, conforme mostra o teste realizado e registrado pela Figura 5.

Figura 5. MBC para B. subtilis (concentracio de 400, 200, 100 e 50 pg. mL™' de
curcumina)

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

22



5.4 Microscopia com contraste de fase e de fluorescéncia

A partir dos resultados obtidos com curcumina e B. subtilis, foram feitas analises por
meio de microscopia de fase e de fluorescéncia para observacdo do mecanismo de acdo da
curcumina na bactéria. As Figuras 6 ¢ 7 apresentam fotos registradas de B. subtilis apenas em

meio de cultura LB, caracterizado como Controle Negativo.

Figura 6. B. subtilis antes do tratamento de curcumina (CN), no aumento de 100x

3 um

Figura 6. A — CF de B. subtilis FtsZ-GFP sem tratatmento com curcumina; Figura 6. B — microscopia
de fluorescéncia (filtro GFP) de B. subtilis FtsZ-GFP sem tratamento com curcumina; Figura 6. C —
overlay da microscopia de fase e fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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Figura 7. B. subtilis antes do tratamento de curcumina (CN), no aumento de 100x

Figura 7. D — CF de B. subtilis FtsZ-GFP sem tratamento com curcumina; Figura 7. E — microscopia
de fluorescéncia (filtro GFP) de B. subtilis FtsZ-GFP sem tratamento com curcumina; Figura 7. F —
overlay da microscopia de fase fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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J& as Figuras 8 e 9 apresentam microscopias realizadas apos o contato da curcumina
com B. subtilis, durante 30 minutos. Foi possivel observar inicio de disrup¢do do septo

divisional, que anteriormente ao tratamento com curcumina, apresentava-se intacto e bem

definido.

Figura 8. B. subtilis ap6s 30 minutos de tratamento com curcumina, no aumento de
100x

% 5 um

Figura 8. G — CF de B. subtilis FtsZ-GFP apo6s 30 minutos de tratamento com curcumina; Figura 8. H
— microscopia de fluorescéncia de B. subtilis mutante apos 30 minutos de tratamento com curcumina;
Figura 8. I — overlay da microscopia de fase e fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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Figura 9. B. subtilis ap6s 30 minutos de tratamento com curcumina, no aumento de
100x

Figura 9. J — CF de B. subtilis mutante apds 30 minutos de tratamento com curcumina; Figura 9. K —
microscopia de fluorescéncia de B. subtilis mutante ap6és 30 minutos de tratamento com curcumina;
Figura 9. L — overlay da microscopia de fase e fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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Apo6s 60 minutos de contato entre curcumina e B. subtilis, as Figuras 10 e 11
registraram um grande avango na disrupcao do septo divisional, sendo este observado apenas

como pontos fluorescentes mais fortes espalhados por todo bastonete.

Figura 10. B. subtilis apds 60 minutos de tratamento com curcumina, no aumento de
100x

Figura 10. M — CF de B. subtilis mutante apos 60 minutos de tratamento com curcumina; Figura 10. N
— microscopia de fluorescéncia de B. subtilis mutante apos 60 minutos de tratamento com curcumina;
Figura 10. O — overlay da microscopia de fase e fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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Figura 11. B. subtilis apds 60 minutos de tratamento com curcumina, no aumento de
100x

Figura 11. P — CF de B. subtilis mutante apds 60 minutos de tratamento com curcumina; Figura 11. Q
— microscopia de fluorescéncia de B. subtilis mutante apos 60 minutos de tratamento com curcumina;
Figura 11. R — overlay da microscopia de fase e de fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).
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5.5 Discussao

“Em células bacilares, a formagdo do divisomo ¢ iniciada pela ligagdo das moléculas
de FtsZ, originando um anel precisamente ao redor do centro da célula.” (MADIGAN et al.,
2010). O que se pode ver nitidamente nas Figuras 6 e 7, imagens B ¢ E, € o anel formado por
moléculas de FtsZ, e que ird4, posteriormente, tornar-se o plano de divisao celular. No controle
negativo ele permanece intacto e bem definido, portanto a bactéria tem possibilidade de
reproducao.

Ja nas laminas tratadas com curcumina, observou-se, que com o passar do tempo, o
septo apresentou-se cada vez mais disperso por toda célula ou ainda formando varias
pontuagdes verdes fluorescentes dentro do bastonete. Muitas vezes o septo até desaparece.
Nas imagens H e K das Figuras 8 e 9 nota-se dificuldade em observar o septo de modo que ele
aparece com certa disrup¢ao e em formas pontuais. Ja nas imagens N e Q das Figuras 10 e 11,
0 septo estd completamente disperso pelo bastonete em pontuagdes de coloracao verde mais
brilhante, onde se infere que ndo houve polimerizagdo do anel Z e recrutamento correto de
todas as proteinas para formagao do divisomo, impossibilitando que a bactéria realize divisdo
celular e, consequentemente, inibindo seu crescimento populacional.

Portanto, fica evidente que a curcumina possui a¢ao antimicrobiana bacteriostatica,
assim como os antibidticos ja conhecidos e comercializados azitromicina, macrolideos,
tetraciclinas. Além disso, fica evidente que o mecanismo de agcdo da curcumina ¢ através da
desestabiliza¢ao das moléculas de FtsZ que formam o anel do divisomo.

Rai et al. (2008) ja haviam demonstrado a acdo da curcumina como uma molécula
inibidora da atividade de GTPase e da montagem e agrupamento dos protofilamentos de FtsZ,
mas seu trabalho foi muito vago para determinar concentragdes inibitorias, pois se baseia
apenas na leitura da densidade 6tica no decorrer do tempo e em fun¢do do aumento gradual da
concentragdo de curcumina em contato com a bactéria. O artigo ainda infere que a
determinagdo da MIC era feito por plaqueamento dos inimeros testes com as mais variadas
concentragdes de curcumina, e que a MIC (minima concentragdo inibitéria) era determinada
onde o plaqueamento ndo apresentava crescimento bacteriano. Sabe-se que este ndo € o
conceito correto de determinagdo de MIC, uma vez que a MIC ¢ a concentragdo de composto
necessaria para atingir um percentual de morte determinado. Em outras palavras, a MIC 90 ¢ a

concentragdo necessaria para que haja 90% de morte celular bacteriana. O conceito de morte
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bacteriana ou ndo ¢ chamado de MBC onde se determina se o composto € bactericida ou
bacteriostatico, ainda levando em conta a concentragdo de composto testado.

Além disso, as pesquisas de Rai et al. (2008) ainda sugerem que a curcumina nao
tenha acdo sobre a membrana da célula, embora ja seja confirmado por outras pesquisas.
Reddy et al. (2015) encontraram que a curcumina inibe duas enzimas cruciais para a sintese
da parede celular, GImS e GImU. Além de se ter encontrado indugdo da proteina LiaH, uma
proteina marcadora especifica para quando a membrana da célula esté sob estresse (WENZEL
et al., 2012).

Tyagi et al. (2015) testaram o efeito da curcumina em membrana de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, e observaram que as bactérias tratadas com curcumina
apresentaram membranas mais permeaveis, permitindo maior entrada e saida de componentes,
o que pode ser utilizado para aumentar a eficacia de absorcao de alguns antibidticos. Apesar
dessas afirmativas, o teste para membrana nao foi realizado a fim de se confirmar se ha

perturbacdo ou ndo da membrana plasmatica.
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6 Conclusao

Podemos concluir que, apesar de nenhum dos nove compostos terem acao
antimicrobiana contra Xac, compostos naturais sdo uma fonte promissora nas pesquisas de
antibidticos. A eficdcia da curcumina contra a bactéria Gram-positiva B. subtilis demonstra
que eles podem ser mais eficazes até que antibioticos ja utilizados, apresentando maior
mortalidade e baixa concentragdo minima inibitéria (MIC), de 24,83 pg.mL™, além de um
mecanismo de a¢do antibiotica ainda ndo explorado, ou seja, isento de resisténcia bacteriana.

Esses resultados podem indicar que a curcumina ¢ um antibiotico eficaz contra
bactérias Gram-positivas em geral, e desperta interesse em estudar detalhadamente a sua
estrutura para verificar alteragdes de grupos radicais e abrir a possibilidade de criagao de

analogos para otimizar sua eficacia antimicrobiana.
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