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RESUMO

O género Pseudomonas abarca uma série de microrganismos que tém
como forte caracteristicas o oportunismo a infecgdo. A Pseudomona aeruginosa,
bactéria pertencente ao grupo ndo difere nesse sentido, € um microrganismo
patogénico com indices elevados de infeccdo, principalmente em ambientes
hospitalares, além de estarem associadas a um nivel elevado de morbidade e
mortalidade. A partir de todas essas preocupacdes, que tangem os fatores de
resisténcia da P. aeruginosa em relacéo aos tratamentos clinicos e a inibicao de
atividade do biofilme, pesquisadores buscam novas alternativas através de
Novos compostos ou associacdo elementos quimicos capazes de potencializar
produtos farmacéuticos com finalidade antibacteriana. Assim a presente
pesquisa tem como principal objetivo realizar a avalicdo da capacidade
antimicrobiana da molécula 6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona sobre
linhagem de Pseudomonas aeruginosa a partir de testes in vitro. Os protocolos
de execucdo foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia Ambiental
(LAMA), Departamento de Biotecnologia (DB), Centro de Biotecnologia (CBiotec)
da Universidade Federal da Paraiba. Para a realizacdo dos testes de bancada
utilizou-se de linhagens de P. aeuruginosa. A concentra¢cdo minima inibitéria CIM
teve como resultado 10-*’M, das micro diluicdes seriada partindo de 10-? a 10-
"M, sendo este Ultimo, a menor concentracdo nos pocos com atividade
bacteriostatica. Vale ressaltar ainda, que o experimento foi realizado em
triplicado (n=3) e andlise das placas apos 24 horas. O CBM corroborou com os
resultados demonstrados na CIM e desta forma conclui-se por meio do
desenvolvimento da presente pesquisa que a molécula sintetizada, o Dibenzo,
apresentou resultados antimicrobianos significativos e promissores, com
eficiéncia na atividade litica, atuando na parede celular do patégeno.

Palavras Chaves: Bioativos sintéticos, atividade bactericida, compostos
antipseudomonas.



ABSTRACT

The genus Pseudomonas encompasses a series of microorganisms
whose strong characteristic is their opportunism to infection. Pseudomona
aeruginosa, a bacterium belonging to this group, is a pathogenic microorganism
with high infection rates, especially in hospital settings, as well as being
associated with a high level of morbidity and mortality. Based on all these
concerns about P. aeruginosa resistance factors in relation to clinical treatments
and inhibition of biofilm activity, researchers are looking for new alternatives
through new compounds or the association of chemical elements capable of
enhancing pharmaceuticals for antibacterial purposes. The main objective of this
research is to evaluate the antimicrobial capacity of the molecule 6H,12H-
Dibenzo[b,f][1,5]dioxocin-6,12-dione on Pseudomonas aeruginosa strains by in
vitro assays. The protocols were developed at the Laboratory of Environmental
Microbiology (LAMA), Department of Biotechnology (DB), Biotechnology Center
(CBiotec), Federal University of Paraiba. P. aeuruginosa ATCC-25873 was used
for the bench tests. The minimum inhibitory concentration (MIC) was 10-17M,
from serial micro dilutions from 102 to 10’M, the latter being the lowest
concentration in the wells with bacteriostatic activity. It should also be noted that
the experiment was performed in triplicate (n=3) and the plates were analyzed at
24 hours. The MBC corroborated the results shown in the MIC so it is concluded
through the development of this research that the synthesized molecule,
Dibenzo, showed significant and promising antimicrobial results, with efficient
lytic activity, acting on the cell wall of the pathogen.

Keywords: Synthetic bioactives, bactericidal activity, antipseudomonal
compounds.
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1. INTRODUCAO

O género Pseudomonas abarca uma série de microrganismos que tém
como forte caracteristicas o oportunismo a infecgdo. A Pseudomona aeruginosa,
bactéria pertencente ao grupo ndo difere nesse sentido, € um microrganismo
patogénico com indices elevados de infeccdo, principalmente em ambientes
hospitalares, além de estarem associadas a um nivel elevado de morbidade e
mortalidade em grupos como os de individuos que apresentam complicacdes
meédicas respiratorias, por exemplo, doenca pulmonar obstrutiva crénica, ou
ainda, pneumonia em seu quadro de satde (MARTIN; MEJIAS; MCCLEAN,
2021).

As infeccBes associadas a este patdgeno podem ainda, se apresentar
como agudas ou cronicas, com isso a P. aeruginosa é classificada como um dos
principais agentes causadores de Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) compondo o grupo denominado ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp) (JUNIOR, et al. 2023). Essa
classificacéo é proveniente da versatilidade biolégica que esses microrganismos
apresentam, em decorréncia dos fatores de viruléncia a eles associados como a
producdo de biofilme, além de outros fatores determinantes de resisténcia a
antibioticos abrigados em seu genoma, favorecendo uma maior plasticidade
fenotipica quando submetido a estresse em mudltiplas condigcbes do ambiente,
incluindo a resposta imune do préprio hospedeiro (RIQUELME; et al. 2020).
Assim o grupamento ESKAPE é considerado como 0s mais resistentes a agao
de antibioticos, sendo essa, umas das maiores preocupacdes destacadas pela
comunidade cientifica.

A luz de Yan & Wu (2019) a formacéo de biofilme, um dos fatores de
viruléncia associado, desempenha um importante papel no quesito resisténcia a
medicamentos antibacterianos, todavia sua inducdo se da por meio de varios

processos dos quais pode-se destacar o quorum sensing (QS), diguanosina
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monofosfato bis-(3'-5)-ciclico (c-di-GMP) e pequenos RNAs (sRNAs) como
fatores relevantes associados a sintese e disperséao de biofilme.

SCOFFONE, et al. (2019) destaca que o sistema QS caracterizado em
Las e Rhl como reguladores da expressdo génica utilizando o acil-homoserina
lactona como auto indutores (Al) auxiliam no processo de motilidade do patdégeno
regulando positivamente a translocacéo rapida de uma populacéo bacteriana,
bem como o sistema PQS, que também faz uso de reguladores de expresséo,
sendo estes, o 2-alquil-4-quinolonas como mecanismos de controle e regulagéo
a aquisicao de ferro (Fe) por meio de sideroforos (piochelina, pioverdina) para
gue estas populacdes adquiram elementos capazes de manter a sua proliferacao
e regulacdo por meio da formacéo de biofilme, como também manutencéo a sua
mobilidade.

O movimento de translocacdo rapida corrobora para uma dispersdo
eficiente de células da coldnia bacteriana, dessa forma se faz uma etapa crucial
e Unica para que este fator de viruléncia se espalhe de modo &gil e eficaz
colonizando novas superficies, como também para a transicdo de células
dispersas do biofilme para a fase de crescimento planctonico (YAN, et al. 2019).

As Pseudomonas aeruginosas, Sao microrganismos patogénicos como ja
mencionado, de alta capacidade de resisténcia a antibiéticos inibindo atividades
metabdlicas do farmaco, muitas vezes substancialmente, a partir dos seus
mecanismos de defesa destacados. Pensando nisso, Bellotto, et al. (2022)
ressalta que ndo apenas os fatores de viruléncia sdo responsaveis pela
resisténcia ao tratamento com base em medicamentos antimicrobianos, que
outros fatores, estes em decorréncia do uso indevido ocasionado pelo proprio
individuo resultam nesta ineficacia medicamentosa.

Muitas vezes pela interrupgdo abrupta quando ha os primeiros sinais de
melhora, 0 ndo cumprimento do ciclo de tratamento medicamentoso ou até
mesmo rejeicao ao farmaco por parte do sistema biolégico do paciente, conferem
fatores que auxiliam na manutencdo, desenvolvimento e resisténcia do
patdgeno. Favorecendo o microrganismo, além de dificultar o tratamento clinico
e a erradicacdo do mesmo em detrimento do paciente.

A partir de todas essas preocupacfes relacionados aos fatores de

resisténcia da Pseudomonas aeruginosa sobre os tratamentos clinicos e a
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inibicdo de atividade do biofilme, pesquisadores buscam novas alternativas
através de novos compostos ou associacdo elementos quimicos capazes de
potencializar produtos farmacéuticos com finalidade antibacteriana para uso
clinico, bem como alternativas que visem a redugéo do impacto que esse perfil

bacteriano traz.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, altamente infeciosa,
como ja mencionado. Esse elevado indice de patogenicidade é decorrente dos
fatores de viruléncia ligado intrinsecamente ao seu sistema morfofisiol6gico,
regulado pelo quorum sensing (QS). O QS, por sua vez, € um mecanismo de
comunicacao que depende da producao e deteccao de moléculas sinalizadoras,
os Al's (SIMANEK, et al. 2023). Além disso, os fatores de viruléncia contribuem
de modo significativo com a sintese de enzimas especificas, capazes de
disseminar no organismo altos niveis de resisténcia, pois estéo interligadas ao
plasmideo que se desenvolve de forma independente ao DNA cromossomial,
bem como mecanismos extracelulares, tais como as bombas de efluxo e
proteinas transmembranares que permitem o transporte de substancias com alto
peso molecular para fora da célula (Martin., et al 2021).

Sendo contemplado ainda, pela alta seletividade de membrana, do qual
se apresenta com baixa permeabilidade, formada por um folheto externo que
contém lipopolissacarideos (LPS) estabilizados por cations divalentes carreados
positivamente, com capacidade ainda de receber anions negativos a fim de
promover a estabilidade eletroquimica do folheto de membrana, enquanto o
folheto interno € composto por fosfolipidios tipicos (Martin., et al 2021).
Transformando-se assim em um mecanismo de barreira protetiva impedindo a
entrada de moléculas no meio intracelular, dificultando com isso o acesso de
alguns farmacos a chegada, bem como a entrega de uma quantidade molecular

eficaz para acao antimicrobiana.
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O microrganismo destacado pelo presente estudo apresenta ainda trés
circuitos de QS, sistematizado de forma hierarquica, segundo Simanek, et al.
(2023) que correspondem a seguinte ordem: o sistema Las que regula a
expressdo do gene de viruléncia, constituido pela familia de proteinas LuxI
responsavel pela degradacéo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e Lasl,
que sintetiza a acil homoserina lactona (AHL) N- (3-oxododecanoil) -L-
homosserina lactona (30C 12 HSL) e o receptor LasR do tipo LuxR, também
familias de proteinas . Quando ligado ao 30C 12 HSL, o LasR dimeriza atuando
como fator transcricional ativo regulador do sistema Rhl (KOSTYLEV, et al.
2019).

J& o sistema Rhl, podendo ser considerado um ativador transcricional, é
composto por pares de auto indutores sintase/receptor Rhll/R. Rhll responséaveis
pela sintese do produto N-butanoil-L-homosserina lactona (C 4 HSL), que se liga
e ativa o receptor do fator de transcricdo RhIR. RhIR é responséavel pela
regulacao e expressdo de varios fatores de viruléncia assim como LasR, mas
também de genes envolvidos na biossintese de fenazina e na producao de
ramnolipideos, uma classe de glicolipidios produzidos por P. aeruginosa. O
terceiro sistema, comumente chamado de sistema quinolénico é regulado
positivamente pelo LasR, porém reprimido pelo RhIR. Este sistema codifica
enzimas responsaveis pela sintese da moléculas Al 2-heptil-3-hidroxi-4(1 H)-
guinolona (PQS), que se liga ao receptor PgsR resultando em uma alca de
feedback positivo, necessaria para atividades -cataliticas, desse modo o
microrganismo apresenta a via de sinalizacdo Rhll-RhIR-PgskE (KOSTYLEV, et
al., SIMANEK, et al. 2019; 2023).

2.2 Fatores de Viruléncia

2.2.1 Formacéao de Biofilme

A formacédo de biofilme é um fator de viruléncia que permite as ceélulas
microbianas crescimento multicelular com caracteristicas adaptativas as
diferentes condi¢cfes impostas pelo ambiente. A sintese é mediada pelo aumento
do c-di-GMP ciclico, induzindo a producao de exopolissacarideos responsavel

pelo processo de adesédo a superficie, além disso essa molécula sinalizadora
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contribui ainda para a adaptacédo da superficie e progresséo do ciclo celular e
viruléncia (JENAL., et al 2017). Na etapa final do ciclo de vida do biofilme, as
células ja maturadas, se dispersam de modo individual retomando um estilo de

vida plancténico Rumbaugh & Sauer (2020).

Ainda de acordo com Rumbaugh & Sauer (2020) as bactérias apresentam
duas formas distintas de crescimento, sendo elas, o0 modo plancténico de vida
livre ou séssil. No modo plancténico os microrganismos formam col6nias ou
realizam um processo de transicdo vivendo associado a superficie. O que
caracteriza o modo séssil é o silenciamento do gene que expressa o fenétipo do
flagelo, a sintese de componentes importantes da matriz do biofilme, além da
inducdo de bombas de efluxo que tem como objetivo gerar mecanismos de
resisténcia a antibiéticos aumentando o nivel de viruléncia.

Segundo o estudo de CAI, et al. (2020) a formacé&o e o0 modo de dispersao
do biofilme de P. aeruginosa esté relacionado com os niveis de concentracdes
do GMP dimérico ciclico (c-di-GMP). No qual duas atividades enziméaticas
demonstram funcdes distintas, sendo elas responsaveis uma pela producao e
outra pela degradacdo do c-di-GMP. A atividade enzimatica exercida pelo
diguanilato ciclases (DGCs) sintetizam c-di-GMP a partir de duas moléculas de
trifosfato de guanosina (GTP), enquanto as fosfodiesterases (PDEs) hidrolisam
0 mensageiro secundario em pGpG. A transicdo entre os modos de vida da
P.aeruginosa é acompanhada pela producéo de exopolissacarideos e alteracdes

na motilidade.

2.2.2 Motilidade

Os principais tipos de motilidade em P. aeruginosa séo natacdo mediada
por flagelos monotriquios, quando trata-se de movimento executado por um
anico flagelo, ou peritriquias quando for multiflagelar Norte, et al. (2022). E
espasmos mediados por pili, este podendo também ser denominados de
fimbrias, que por sua vez, apresentam tipagens diferentes para 0Ss processos

metabadlicos do microrganismo. O pili nada mais € do que filamentos de cadeias
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proteicas que se projetam da célula, capazes de reconhecerem receptores
especificos de células eucaridticas em regido de superficie CAl, et al. (2020).

O deslocamento envolvendo grupos multicelulares, se da por
enxameacdo fazendo-se necessario para a bactéria. Esta dispersao
compreende no movimento coordenado das células bacterianas que se
movimentam através da rotacao dos flagelos por regifes citosolicas, englobando
a natacao por pili e surfactantes. A motilidade desses grandes grupos de células
ocorre rapidamente sobre a superficie, quando combinada com o crescimento
celular, leva a rapida expanséo externa da coldnia, favorecendo assim uma
colonizacdo e aumento do nivel de infeccdo no organismo hospedeiro,
dificultando o processo de tratamento clinico antibacteriano Wadhwa & Berg
(2021).

Contudo a motilidade por espasmos mediada por pili, de acordo com
Wadhwa & Berg (2021) sdo as mais difundidas entre as gram-negativas, a maior
parte apresenta multiplos pili que sofrem ciclos independentes de extenséo e
retracdo, esses filamentos podem apresentar projecdes em regides diferente, a
depender da forma do microrganismo, no caso da P. aeruginosa concentra-se
nos polos. Algumas de suas varias funcionalidade é mediar processos
relacionados a adesao do hospedeiro, viruléncia e detecgéo de superficie.

Como é possivel perceber ha uma grande diversidade em relagdo ao
modo de deslocamento e dispersédo dos microrganismos, sendo a motilidade um
fator de viruléncia que tem caracteristicas especificas, como por exemplo a
quantidade e posicionamento dos flagelos, além do padrdo de motilidade.
Tamanha variancia esta pautada na ocupacdo pelas bactérias a diferentes
nichos ecoldgicos, garantindo vantagens adaptativas para sobrevivéncia da
espécie no meio. Por isso se faz necessario estudos cada vez mais aprofundado
sobre a relacdo intrinseca de patégeno e hospedeiro, bem como a relevantes

diferenciacdes fisiologicas que estes apresentam como mecanismos de defesa.

16



2.3 Macrociclos

Os macrociclos séo considerados moléculas organicas, formadas por um
anel contendo pelo menos 12 atomos pesados, o que Ihes confere diversidade
funcional e complexidade estereoquimica em uma estrutura semirrigida, além
pré-organizada (Kihberg., et al 2023). Assim sdo considerados como grandes
potenciais para a sintese de drogas, uma vez que, seus atomos pesados
conferem estabilidade a molécula e sua complexidade estereoquimica favorece
a especificidade do composto, a partir da disposicdo espacial que pode ser
modificada estruturalmente. Com isso é possivel a inser¢cdo de elementos na
cadeia sem desencadear instabilidade ou prejuizo a sua conformacao estrutural.

Para esta pesquisa a molécula utlizada foi 6H,12H-
Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona observado na Figura 1. Essa substancia
tem como base o0 acido salicilico uma substancia, que de acordo com MISHRA.,
BAEK. (2021) € considerado um importante fitormdénio, capaz de regular
respostas de defesa contra patégenos impactando de modo direto ou indireto os

fatores de viruléncia a estes associados.

2.4 Sintese da Molécula 6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona

A sintese do composto 6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona foi
realizada e concedida pelo Laboratério de Sintese Organica da Universidade
Federal da Paraiba- Campus I, Jodo Pessoa-PB, coordenado pelo Professor. Dr.
Luis Cezar Rodrigues. A producdo se deu através da metodologia desenvolvida
por Ferreira, M (2022) onde fez-se uso de 700 mg (Miligrama) do composto acido
salicilico, sendo adicionados a dissolucao diclorometano (12 mL/mol), cloreto de
tionila (1,8 mol, 1,2 eq.) e duas gotas de Dimetilformamida. Agitando-as pelo
periodo de 24 horas em temperatura ambiente.

Em seguida a preparacao sofreu processo de evaporagao, tendo como
finalidade a remocédo do DCM e SOCI2 em excesso. Para a etapa seguinte, 0
trimetilamina (1,8 mmol, 1,2 eq.) foi dissolvido e logo apos a solucéao de cloreto
de &cido salicilico (1,0 eq., obtido da etapa a) foi adicionado gota a gota a reagéo
resfriada. Apds a adicédo final, a suspenséo foi refluxada durante a noite até que
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o material de partida fosse completamente consumido (monitorado por TLC). A
mistura foi extraida com acetato de etila, diclorometano e metanol, os dois
altimos formaram um precipitado, entdo as camadas organicas combinadas
foram lavadas com acido cloridrico diluido e solugdo de salmoura, secas sobre
sulfato de sodio anidro e concentradas em vacuo para obter um precipitado bege
soltuvel em DMSO.

Figura 1 — Estrutura quimica da molécula.

0 0

6H,12H-dibenzo[b,f][1,5]dioxocine-6,12-dione

Fonte: Ferreira, (2022).
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3 OBJETIVOS

3.2 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade antimicrobiana da molécula 6H,12H-
Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona sobre linhagem de Pseudomonas

aeruginosa.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM), bem como
concentracdo bactericida minima (CBM) dos compostos em relacdo as cepas

de Pseudomonas aeruginosa.

e  Verificar o nivel de toxicidade preliminar bactericida da molécula 6H,12H-
dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona.

e Avaliar a acdo do 6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona sobre a

parede celular da Pseudomonas aeruginosa através dos niveis de absorbancia.
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4 METODOLOGIA

4.2 Local da Pesquisa

A pesquisa e o0s protocolos de execucdo foram desenvolvidos no
Laboratorio de Farmacobiotecnologia (FARMABIO), Departamento de Biologia
Celular e Molecular, Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal
da Paraiba. As linhagens dos microorganismos, obedeceram a padrdo ATCC,
como também cepa selvagem de Pseudomonas aeuruginosa, pertencente a
biblioteca do Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMA), coordenado pelo
Prof. Ulrich Vasconcelos.

4.3 Desenho Grafico- Modelo Tridimensional

Para o desenho tridimensional das molécula 6H, 12H-
Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona foi utilizado o programa computacional

ChemsSketch. Modelagem molecular a partir da férmula quimica dos compostos.

4.4 Meio de crescimento e linhagens microbianas

Para a producéo do meio de cultura, fez-se uso de materiais nao seletivos
a fim de favorecer o crescimento do microrganismo, para a preparacao do meio
sélido foram utilizados agar Mueller-Hinton (MH) 11,4 g, &gua destilada 300ml, e
caldo Brain Heart Infusion (BHI) todos adicionados em um erlenmeyer e levados
ao micro-ondas para ser dissolvido por completo.

Posteriormente adicionados em placas de petris estéreis, apos alguns
minutos de descanso em temperatura ambiente prossegui-o com a técnica de
repicagem e em seguida as placas foram levadas a estufa em temperatura 35 +
°C para crescimento das células bacterianas, estas provenientes de P.
aeurginosas, linhagens TGC 04, ATCC-27853 e ATCC 9027 pertencentes a
colecdo de culturas do LAMA. Para a preparacdo do inéculo a cultura foi
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suspensa em solucao estéril de cloreto de sodio (NaCl) finalizando o processo

de homogeneizacdo com auxilio de um agitador.

4.6 Concentracgao inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da Concentragdo Minima Inibitoria (CIM) das moléculas
sobre as linhagens, foi realizado por meio da técnica de microdiluicio em
triplicata, utilizando-se de microplacas contendo 96 pocos com fundo em forma
de “U” (ALAMAR®). Inicialmente distribuidos 200 yuL de MH nos pocos das
placas. Em seguida, foi feita uma diluicdo seriada a uma raz&o de dez, de forma
que as concentracdes finais das substancias nos pocos apés a adi¢do do inéculo
foi de 102 até 101 M. Por fim, foi adicionado 20 pL do in6culo das linhagens
testadas, onde cada linha da placa refere-se a um grupamento ATCC especifico.
As placas assepticamente fechadas foram incubadas a 35 + °C pelo periodo 24h
a leitura do CIM foi realizada posteriormente FLAMM et al., (2017).

A CIM foi definida como a menor concentracdo dos produtos capaz de
produzir inibic&o visivel sobre o crescimento bacteriano nos poc¢os, quando em
comparacdo com seu controle. O resultado foi expresso pela média aritmética
das CIM’s obtidas nos trés ensaios menores que 101" M ARENDRUP et al.,

(2017).

4.7 Concentracao bactericida minima (CBM)

Posteriormente a analise do CIM, seguiu-se com a técnica de
Concentracdo Minima Bactericida (CBM), ao qual as placas foram retiradas da
estufa mantendo-as em temperatura ambiente. O corante Resazurina (7-
hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one), diluido em &gua destilada para
obter concentragédo a 1%, foi depositado sob as triplicatas com auxilio de uma
pipeta Pasteur, sendo assim possivel, a verificagdo do crescimento bacteriano
ou inibicdo nos pogos. Comparando-o com o protocolo CIM ja executado e

analisado anteriormente, mensurando assim a efetividade das moléculas em
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inibir o crescimento dos microrganismos testados SUSHIMITHA, et al (2023);
APUD: REPP, et al (2007).

4.8 Investigacdo do mecanismo de acao através do D-sorbitol

Para esta analise foi preparado inicialmente as suspensdes bacterianas,
a partir da linhagem padrdo ATCC-27853, em solucédo salina (NaCl a 9%) de
acordo com o nivel um de turbidez padréo da escala Mcfarland. Em seguida deu-
se a diluicho do D-sorbitol na concentragdo de 10 mL (1,45736 g/mol),
previamente adicionados ao caldo nutriente (225 L) e agitado manualmente
para dissolucao completa.

Para a inoculacdo da linhagem, realizada também em triplicata, as
quantidades depositadas na placa de 96 pocos foram, 90 pL de D-sorbitol diluido
em caldo nutriente, 10 puL de suspenséao bacteriana e 10 pL da molécula diluida

em agua destilada nas concentragdes seriadas em 104,10 e 1017 M. Por fim

foram separados trés poc¢os nas placas para o controle de esterilidade, contendo
90 pL de D-Sorbitol diluido em caldo nutriente, bem como trés pocos para
controle de viabilidade contendo 90 uL de D-Sorbitol diluido em caldo nutriente
e 10 pL de suspenséao bacteriana FARIAS, B (2023).

ApOs a preparacdo da placa, esta seguiu para a estufa permanecendo por
24 horas na estufa em temperatura de 35 + °C, passado esse periodo foi
realizada a leitura de densidade Optica no comprimento de onda de 630 nm. Este
comprimento de onda foi estabelecido, a partir dos critérios de absorcéo de luz
da parede celular do microrganismo, uma vez que P.aeruginosa apresenta em
sua parede uma camada protetiva de resisténcia, de tal modo que, quanto maior
do a incidéncia de luz (630 nm), maior sera a absorcéo, facilitando a analise de
dados obtidos pelo espectrofotbmetro do mecanismo de acdo através do D-
sorbitol.

Os dados foram plotados como média + erro padrdo da média, onde os

valores de p foram considerados significantes quando menores que 0,05.
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4.9 Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica realizou-se a descricdo dos dados no programa
computacional Excel 2023. Neste programa foram tabulados os valores obtidos
a partir da CIM, reconhecendo o menor volume da molécula no poco, este que
foi dirigido em um n amostral de trés. A partir disso foi calculado a média de
resultados positivos em relacdo a atividade antimicrobiana de cada poco,
levando em consideracdo que a micro diluicdo é decorrente da unidade em
molar.

Seguido do “teste t” para averiguacgao do nivel de confianca que esses dados
exprimem, ao qual o P < 0,05. Estabelecendo assim nivel de significAncia

trazendo confiabilidade aos dados testados Neto, P (2006).

5 RESULTADOS

5.1 Formulag¢do do Macrociclo

Para esta pesquisa como ja mencionado, foi utilizado a molécula 6H,12H-
dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona dando prosseguimento aos testes
antimicrobiano. Essa substancia tem como base o acido salicilico um
componente, que de acordo com MISHRA., BAEK. (2021) é considerado um
importante fitorménio, capaz de regular respostas de defesa contra patégenos.
Além disso o acido é também um B-hidroxicarboxilico e esta caracteristica lhe
confere propriedades antimicrobianas.

Dessa forma a sintese da molécula (Figura 2) com seus atomos pesados
favorecem estabilidade a molécula e entrega de maiores resultados em relacéo
as suas propriedades, bem como sua capacidade estereoquimica capaz de
trazer especificidade ao composto, a partir da disposi¢céo espacial que pode ser
modificada estruturalmente. Com isso é possivel a inser¢cdo de elementos na
cadeia sem acarretar instabilidade ou prejuizo a sua conformacgéao estrutural e
aos componentes originarios.

O arranjo deste composto permite por exemplo que a capacidade

antimicrobiana do &cido salicilico atue em conjunto com o SOCI2 muito utilizados
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na sintese de outros farmacos, sem alterar a composicédo quimica de ambos e
ainda sim, atuarem com o mesmo objetivo. Vale salientar que de acordo com
HANNACH. et al (2019) o acido salicilico desenvolve um importante papel na
regulacao génica de fatores de viruléncia causando super-expressao de genes
dependentes do fator sigma B. Isto €, repressdo de genes reguladores, por
conseguinte Ihe é expresso em locus a toxina a (hla) dependente do acido, bem
como a expressao genbmica das adesinas ligadas a parede celular, levando a
atenuacao da proliferacdo bacteriana e aumentando a producéo de exoenzima
e proteinas. Desse modo é possivel compreender os fatores associados ao

macrociclo que desencadeiam acdes inibitérias de atividade celular bacteriana.

Figura 2 - 6H,12H-Dibenzol[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona

Fonte: Autora, (2024).

A partir da figura acima é possivel identificar que as conformacdes
estruturais dos anéis se assemelham, oriundas da base do acido salicilico. Em
azul observa-se os anéis de benzeno composto por suas cadeias de Carbono
(C) e Hidrogénio (H); em vermelho tém-se as ligagdes com o Oxigénio (O), por
fim as unidades em branco sdo os quirais de dupla ligacdo de carbono. A
estereoquimica do elemento representado acima, assim como suas unidades

quirais permitem que haja edicdo nas unidades formadoras do composto
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sintetizado, mantendo o 6H,12H-dibenzolb,f][1,5]dioxocina-6,12-diona a
capacidade de conservar suas propriedades organicas, mas a facilitacdo de
manipulacdo deste para melhoramento ou novas sinteses mantendo a sua base

estrutural.

5.2 Determinacgéo da Concentragdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentragéo
Bactericida Minima (CBM)

A concentragdo minima inibitéria das moléculas se deu através da micro
diluicdo seriada partindo de 102 a 10% M, sendo este Ultimo, a menor
concentracdo micro diluida nos pocos que apresentou atividade bacteriostatica,
ou seja, a acao da substancia cessou o crescimento celular bacteriano, como
demonstrado nos dados da Tabela 1. Vale ressaltar ainda, que o experimento foi
realizado em triplicata (n=3) como pode ser observado na Figura 3. A analise
das placas apdés 24 horas foi observacional, através do padrdo de turbidez
presentes nos pocos. Os niveis de turbidez analisados nos pocos 1-8, de ambas
as triplicatas indicaram atividade bacteriostatica da molécula, constatando assim
inibicdo de crescimento das células bacterianas nos pocos indicados na figura
abaixo pela molécula e6H,12H-dibenzolb,f][1,5]dioxocina-6,12-diona.

Considera-se efeito inibitorio de crescimento, ou atividade bacteriostatica,
guando no poco contendo a substancia, juntamente com células microbianas e
meio de crescimento estiver translicido ou pouco turvo, sendo confirmado a
acao da substancia pelo CBM, realizado posteriormente a analise observacional
do CIM Farias (2023). A partir dessa compreensao é possivel afirmar a poténcia

antimicrobiana do composto sintetizado.
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Figura 3- Andlise da CIM apés 24 h

P. aeruginosa

Legenda: NUimeros de 1-8 direcdo da leitura dos pocos. FAL, FA2, FAS: diluicbes seriadas do
6H,12H-dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona de 102 a 10° M, assim como em FB1, FB2 3 FB
de 1020 a 1017 M.

Fonte: Autora, (2024).

Assim, para que fosse possivel atestar a viabilidade microbiana o corante
resazurina diluido até a concentracdo de 1% foi inserido nos po¢os, como pode
ser observado na Figura 4, apos o periodo de 60 minutos 0S pocos se
mantiveram corados em azul, cor caracteristica do corante. Corroborando, a
partir deste dado, com os resultados da CIM que exprimem alto potencial
antimicrobiano da substancia inibindo o crescimento da cepa estudada.

E necessario destacar que este método de analise da viabilidade celular,
indica que ndo ha atividade metabdlica ativa nos pocos, uma vez que, se
houvesse atividade metabdlica os pocos se encontrariam em tonalidade rosa,
cor caracteristica da reducdo de resazurina em resofurina pela atividade

metabolica celular microbiana

Figura 4 — Concentracdo bactericida minima apés 60 min na presenca de rezasurina
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Legenda: NUmeros de 1-8 direcdo da leitura dos pogos. FALl, FA2, FA3: diluicdes seriadas do
6H,12H-dibenzol[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona de 102 a 10-° M, assim como em FB1, FB2 3 FB
de 1020 a 1017 M.

Fonte: Autora, (2024).

Tabela 1 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM) do
6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona frente a linhagens de P. aureginosa

[6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-

P.aureginosa 6,12-diona] M CE cv cs
CIM CBM CBM/CIM
1
17 17 .
ATCC 27853 10 10 (Bactericida) + +
1
17 17 .
ATCC 9027 10 10 (Bactericida) + +
TGC 04 107 107 ! ] N .

(Bactericida)
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Legenda: CE = controle de esterilidade; CV = controle de viabilidade; CS = controle solvente;
(-) = auséncia de crescimento; ( +) = presenca de crescimento. CBM/CIM: valores maiores 4
(bacteriostatico), valores menores ou iguais a 4 (bactericida).

5.3 Andlise De Significancia Do Potencial Microbiano Da Molécula

Para a construcdo analitica desses dados, foram coletados os dados
obtidos, a partir da CIM corroborado pelos resultados expressos no CBM. E
assim obteve-se a média de valores das concentracdes dos pocos das placas
gue tiveram resultados considerados significativos. Como descrito na Tabela 1,
todos os pocos apresentaram atividade bactericida, tendo em vista que 0s
valores calculados de CBM sobre CIM foram <4 como descritos na pesquisa de
Siddiqui, et al. & Flamm, et al (2013; 2017). Logo, a média de todas as
concentragdes 102a 101" M, foram extraidas para entéo ser verificado o nivel
de significancia, devendo este apresentar P < 0,05 e assim testar as hipoteses
relacionadas abaixo (MAGALHAES & LIMA; 2002).

Hi= O microrganismo apresenta susceptibilidade & molécula.

He= O microrganismo n&o apresenta susceptibilidade & molécula.

Figura 5- Nivel de significancia em relagdo ao efeito da molécula sobre a linhagem estudada

He P =0,05 H1
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Fonte: Autora, (2024).

Com os valores alcancados pela média dos resultados da micro diluigéo,
esta equivalente a M°=1, menos 0 percentual possivel de desvio padrao desta
meédia, obteve-se um nivel de significancia de 0,01 inferior a P amostral de
significancia equivalente a 0,05. A partir disto € possivel assumir que o 6H,12H-
Dibenzol[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona apresentou nas testagens in vitro um nivel
elevado de potencial antimicrobiano, tendo em vista as concentracdes que foram
testada em triplicata frente a linhagens de P.aeruginosa ATCC e selvagem.

De tal modo que, de acordo com as hipGteses testadas Hl= O
microrganismo apresenta susceptibilidade a molécula e HO= O microrganismo
nao apresenta susceptibilidade a molécula, aceita-se 0s seguintes termos para
as hipoteses testadas. Com valor de confianca estabelecido como demonstrado
no grafico acima, aceita-se H1, tendo em vista seu percentual significativo e
rejeita-se HO como hipéteses testadas e tabuladas a partir dos valores obtidos
dos testes de bancada, ao qual molécula exprimiu efeito inibitorio da atividade

celular microbiana de P.aeruginosa.

5.4 Investigacdo do mecanismo de acdo da molécula 6H,12H-
dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona frente a P. aureginosa na presenca
do D-sorbitol

Para o teste do D-sorbitol foi escolhida a linhagem padrdo ATCC. Na
tabela 2 estéo registrados os valores originais do padréo de densidade Optica do
6H,12H-dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona na presenca na presenca do D-
sorbitol. Como podemos observar na tabela 2, os valores da média + erro padrao
da média da densidade 6ptica na auséncia (controle) e na presenca (104, 10 e
1017 M) do macrociclo ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre

si. Diante desses resultados podemos sugerir que 0 mecanismo de acédo da

29



substancia se da pela parede celular do microorganismo. Nao podemos
descartar outras vias envolvidas que ainda nao foram testadas.

Por se tratar de uma molécula inédita, esse € o primeiro estudo que
demonstra tal mecanismo, ndo havendo nenhuma pesquisa sobre o efeito do
macrociclo sobre a parede celular do género Pseudomonas.

Entretanto Cobian, et al (2022) relata que A parede celular bacteriana é
um polimero filamentoso de glicano reticulados com dissacarideo de acido (3-
(1—4)-N - acetilglucosamina (NAG)-N - acetilmuramico (NAM) repetido, quando
associado a sacarideos o polimero da parede celular envolve a membrana
citoplasmatica e fornece integridade estrutural a bactéria. Varias enzimas atuam
na biossintese, renovacdo e homeostase geral da parede celular. Sé&o
justamente estas enzimas que as substancias biologicamente ativas apresentam
mecanismo de acdo, promovendo desregulacdo no meio desencadeando lise
celular. Na da Tabela 2-3 destaca-se os valores inferidos da atividade promovida
pela molécula quando em contato com a ATCC 27853, bem como na presenca
e auséncia de sorbitol. Sendo analisados os valores de absorbancia, como
também o desvio padrdo da molécula testada.

A partir dos dados descritos abaixo, verifica-se que a CIM do composto
testado aumentou significativamente com a adicdo do sorbitol para a cepa
testada. No qual os valores inferidos da absorbancia resultaram em menor valor
1,068 e maior valor 1, 167 do controle (auséncia de sorbitol), quando
comparados com a menor concentracdo da molécula 6H,12H-
dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona a 101" na presenca do sorbitol infere-se
1,197 e 0,892 como maior e menor valore respectivamente. Ademais as
concentragbes de 10 e 108 demonstraram resultados semelhantes ao CIM na
presenca de sorbitol, com mecanismo de acao ascendente, em relacdo ao

controle.

Tabela 2 — Valores de absorbancia do 6H,12H-Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-
diona sobre linhagem de P. aureginosa ATCC 27853 na auséncia (controle) e na
presenca da substancia

[dibenzo] M Absorbancia (nm)
controle 1,068 1,159 1,167
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10+ 1,147 1,210 1,135

108 1,173 1,121 1,199
10Y 1,197 1,182 0,892
Tabela 3 — Valores da média = erro padrdo da média do 6H,12H-

Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona sobre linhagem de P. aureginosa ATCC
27853 na auséncia (controle) e na presenca da substancia

[dibenzo] M Absorbancia (nm)
controle 1,131 + 0,078
104 1,164 + 0,067
108 1,164 + 0,067
107 1,145 + 0,057

Legenda: Valores de p > 0,05 (controle vs, concentragdes)

Para tanto a média do desvio padrdo Tabela 3 corrobora para
consideracdo de um aumento pronunciado da CIM na presenca do sorbitol,
sugerindo desta forma atividade litica sobre a parede celular da linhagem ATCC
27853 testada. Pode-se destacar ainda que a atividade do macrociclo induz a
lise celular promovendo assim atividade bactericida, partindo da premissa que

este componente altere o ciclo enzimatico do patégeno.

6 DISCUSSAO

A partir dos dados coletados nos testes de bancada, in vitro, analise e
processamento destes, é possivel assumir que o composto sintetizado 6H,12H-
Dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona apresenta como uma de suas
propriedades a atividade antimicrobiana, que por sua vez, destacou niveis
significativos de eficiéncia no controle de crescimento celular bacteriano, neste
caso um efeito positivo sobre as linhagens estudada de P. aeruginosa.

Resultado de extrema importancia, levando em consideragdo o fator de
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resisténcia que este microrganismo apresenta em relacdo as moléculas que
tenham finalidade antimicrobiana.

O patdgeno estudado € uma gram-negativa de baixa susceptibilidade a
antimicrobianos, pois possuem fatores de viruléncia que se adequam a
disponibilidade do ambiente de modo agil. Seus fatores gendmicos induzem
mecanismo de respostas eficiente a todo mecanismo nao reconhecido pelo
patdgeno, seja ele um mecanismo de defesa do hospedeiro, seja ele de
intrusdo de um composto medicamentoso. Por isso a importancia de
reconhecer essas caracteristicas de defesa e trabalhar substancia que possam
vir a romper esses mecanismos de barreira impostos pelo patégeno em
guestao.

Dessa forma esta pesquisa, assim como outros estudos sdo necessarios
para sanar a problematica de super-resisténcia das bactérias de acrénimo
ESKAPE, pois a medida que sédo expostas a drogas, suas células desenvolvem
novos mecanismo de barreira ganhando resisténcia, possibilitando a estes
microrganismos maior viabilidade no meio. Com isso indispensavel o
melhoramento de drogas ja disponiveis para o uso clinico, bem como novas
sinteses que tenham eficiéncia e objetividade ao alcancar o alvo no organismo
hospedeiro, declinando a atividade bacteriana.

Corroborando com estes aspectos a pesquisa de HANNACH. et al (2019),
também objetivada por compreender a eficiéncia do acido salicilico, a base da
substancia sintetizada para este estudo, destaca que o acido modula a
expressdo génica de diversos fatores de viruléncia do patégeno Gram-negativo
como a-toxina, adesinas e sintese de biofilme. Seus resultados demonstraram
que a toxina a codificada pelo gene hla, apresenta alteracdo, tornando-se
depende da composi¢cdo molecular do &cido para expresséo de adesinas ligadas
a parede do microrganismo havendo atenuacéo de proliferacdo bacteriana em
decorréncia deste mecanismo de controle.

HANNACH. et al (2019), destaca ainda que embora a toxina a esteja
associada a acao litica e a indugcédo da agregacao plaquetéria, esta atenuagao
estd sumariamente interligada a liberagcdo de proteinas antimicrobianas
plaquetéarias. Por consequéncia ha uma diminuicdo na viruléncia, a partir da

inducdo da liberacdo de proteina plaquetaria, decorrente da modulacdo

32



gendmica expressa pela hla controlada pelos compostos presente no acido.
Destaca-se ainda que a adesina pertencente ao grupo de proteinas € expressa
principalmente durante os estagios iniciais da infec¢do Mestres et al (2022). Logo
0 controle de sua expresséo favorece a nao perpetuagéo do quadro infecciosos
diminuindo a aderéncia dessas células patogénicas a parede celular do
hospedeiro.

O dibenzo por sua vez destaca-se por apresentar mecanismo de acao na
parede celular do microrganismo, o mecanismo de acdo com efeito litico,
promovendo a lise total ou parcial da parede celular do patégeno cessando sua
proliferacdo. De acordo com Kawai et al (2023) um antimicrobiano com
metabolismo central do carbono, apresenta atividade litica promovendo a perda
da integridade da parede celular atenuando os fatores de viruléncia deixando-a
mais susceptivel a ataques, no caso do macrociclo sua atividade cessou o
crescimento celular.

A estereoquimica dos compostos antimicrobianos de modo geral, pode
ainda, contribuir para a morte celular desses microrganismos através de danos
oxidativos, por meio das cadeias de carbono. As mudancas metabdlicas
acontecem por via de oxidacao de carbono e requerem o recrutamento de ATP,
proporcionando um ambiente redox celular desregulado, dessa forma garante a
letalidade dos antibioticos ativos na parede celular. Os resultados da pesquisa
de Kawai et al (2023) destacam que a desregulacdo do metabolismo pela
oxidacdo desencadeia consequéncias toxicas das vias metabdlicas a jusante
gue contribuem diretamente para a morte celular bacteriana.

A promocgdo de um ambiente toxico por meio dos danos oxidativos
resultantes das cadeias de carbono, reduzem na baixa captacdo de ferro pelos
sideroforos, estes que por sua vez, sdo metabdlitos quelantes deste elemento,
ademais eles sintetizados e secretados pelo patdgeno para solubiliza-lo e dessa
forma regular através desta solubilizacdo o seu metabolismo.

Entretanto quando ha escassez desses metabolitos necessarios
manutenc¢ao e sobrevivéncia celular no meio é desencadeado uma perturbacao
metabolimica que restringe a biodisponibilidade de ferro resulta em lise osmotica
devido a formacéo de lesdes na parede celular (CAVALCANTE., et al 2022).

Segundo Kawai et al (2023) as reacOes descritas acima apresentam como
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consequéncias diretas das perturbacdes metabdlicas a inibicdo da parede
celular a morte celular bacteriana, bem como conexdes criticas entre a
homeostase do ferro e aspectos especificos da atividade de morte.

A partir destas analises, compreendemos o efeito litico que o dibenzo
desencadeou em sua atividade antimicrobiana na parede celular da
P.aeruginosa, obtendo-se desta forma resultados positivos e promissores para
dar-se-a continuidade ao estudo de seu efeito, tendo como foco a producao de
uma substancia eficaz ao combate de uma bactéria com alto nivel de resisténcia,
bem como desenvolver a especificidade da mesma identificando os principais

pontos fortes de suas propriedades ao ataque contra o patdgeno.

7 CONCLUSAO

Desse modo, conclui-se por meio do desenvolvimento da presente
pesquisa que o molécula 6H,12H-dibenzo[b,f][1,5]dioxocina-6,12-diona,
apresentou resultados antimicrobianos significativos e promissores, com
eficiéncia na atividade litica, atuando na parede celular do patégeno ao qual foi
submetido, a ATCC 27853. Sendo assim passivo a continuidade de estudos
mais detalhados e novos testes de especificidade para a construgdo de uma
droga capaz de auxiliar no combate a super resisténcia da bactéria
Pseudomonas aeruginosa atenuando seu desenvolvimento metabolémico,
como também auxiliar nos tratamentos clinicos decorrentes de infec¢des por
parte deste patdégeno.
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