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RESUMO

As infeccbes bacterianas, especialmente aquelas causadas por linhagens
multirresistentes, representam um desafio relevante a saude publica global, exigindo
o desenvolvimento continuo de novas estratégias terapéuticas e permanecendo
como um foco prioritario na investigagao cientifica. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito antibacteriano do p-cumarato de 4-clorobenzila, sua
toxicidade, bem como investigar seu modo de acdo. O composto foi testado para
avaliar sua atividade frente a linhagens bacterianas nas formas planctbnicas e em
biofilme, sua toxicidade por meio de abordagens in silico, in vitro sobre fibroblastos
gengivais humanos e in vivo em larvas de Galleria mellonella, o seu modo de acéo e
suas propriedades de inibicdo de bombas de efluxo e de modulacéo da atividade de
antibidticos. Por analise computacional foram estimadas as predigbes
farmacocinéticas e através de metodologias de docking molecular e simula¢des de
dinAmica molecular foram verificados os possiveis alvos de acado, além das
interagbes com mecanismos de efluxo. Apos triagem inicial contemplando 3
linhagens Gram-positivas e 5 linhagens Gram-negativas, a molécula apresentou
atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-positivas, incluindo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (CIM = 8 pg/mL; 27,77 uM) e
Enterococcus faecalis (CIM = 16 pg/mL; 55,54 uM), promovendo sua eliminagdo em
até 24 horas de contato. As avaliagdes toxicoldgicas foram promissoras nos modelos
preditivos, demonstrando, nos modelos experimentais, baixa citotoxicidade até 16
Mg/mL (55,54 uM) e baixa toxicidade sistémica em todas as concentracdes testadas.
As predi¢cdes farmacocinéticas indicaram um perfil propicio, incluindo adequacao a
administragdo oral. O composto reduziu o biofilme bacteriano em 71% na CIMx4 e
penetrou na matriz extracelular para alcangcar as células presentes no interior da
estrutura, comprometendo sua arquitetura. A molécula apresentou maior afinidade
de ligacdo e estabilidade do complexo com a enzima associada a membrana
fosfatidilglicerol fosfato sintase (-113.343 kJ.mol"), além de apresentar menores
flutuagbes nos residuos e melhor flexibilidade estrutural com a DNA ligase
dependente de NAD" (< 0.3 nm). Também foram observadas interagdes moleculares
com as proteinas de efluxo MepA e NorA e, experimentalmente, o composto inibiu
essas bombas (brometo de etidio — MepA: CIM de 32 para 0,62 ug/mL; NorA: CIM
de 64 para 0,50 ug/mL) promovendo a modulagcédo da atividade de antibioticos (CIM
do ciprofloxacino de 32 para 0,70 pg/mL e do norfloxacino de 128 para 8 ug/mL). O
composto induziu alteragbes morfolégicas tanto na superficie como no interior das
células, culminando em lise celular e reduziu a concentragao celular de DNA. Os
achados deste estudo contribuem para a identificagdo de um novo composto com
potencial para inibir bactérias Gram-positivas multirresistentes, incluindo efeitos
sobre o biofilme. Sugerem, também, que a molécula pode exercer um mecanismo de
acao duplo, interferindo tanto na sintese de fosfatidilglicerol como na replicacéo do
DNA, além de apresentar propriedades inibitérias e moduladoras sobre bombas de
efluxo. Ademais, 0 p-cumarato de 4-clorobenzila apresentou parametros
toxicologicos favoraveis, sustentando a hipotese de que este composto pode ser
considerado em propostas de pesquisa translacional como uma alternativa
farmacolégica oportuna para o combate a infecgbes causadas por bactérias Gram-
positivas multirresistentes.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Modelagem molecular. Alvo de
medicamento. Toxicidade. Resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT

Bacterial infections, particularly those caused by multidrug-resistant strains,
represent a major global public health challenge, demanding the continuous
development of novel therapeutic strategies and remaining a priority focus in
scientific research. Therefore, the present study aimed to evaluate the antibacterial
effect of 4-chlorobenzyl p-coumarate, its toxicity, as well as to investigate its mode of
action. The compound was tested for activity against bacterial strains in both
planktonic and biofilm forms, toxicity through in silico approaches, in vitro assay on
human gingival fibroblasts and in vivo assay in Galleria mellonella larvae, its
mechanism of action and properties related to efflux pump inhibition and modulation
of antibiotic activity. Pharmacokinetic predictions were estimated through
computational analyses, and potential molecular targets, as well as interactions with
efflux mechanisms, were verified by molecular docking and molecular dynamics
simulations. Following an initial screening against three Gram-positive and five
Gram-negative strains, the compound exhibited antibacterial activity against Gram-
positive bacteria, including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MIC = 8
pug/mL; 27.77 yM) and Enterococcus faecalis (MIC = 16 pg/mL; 55.54 uM), leading to
bacterial elimination within 24 h of exposure. Toxicological evaluations yielded
promising results, showing low cytotoxicity up to 16 pg/mL (55.54 pM) in
experimental models and low systemic toxicity at all tested concentrations.
Pharmacokinetic predictions suggested a favorable profile, including suitability for
oral administration. The compound reduced bacterial biofilm biomass by 71% at
4xMIC and penetrated the extracellular matrix to reach cells within the structure,
compromising its architecture. The molecule demonstrated higher binding affinity and
complex stability with the membrane-associated enzyme phosphatidylglycerol
phosphate synthase (-113.343 kJ-mol™), in addition to exhibiting lower residue
fluctuations and greater structural flexibility with NAD*-dependent DNA ligase (<0.3
nm). Molecular interactions were also observed with the efflux proteins MepA and
NorA, and experimentally, the compound inhibited these pumps (ethidium bromide —
MepA: MIC from 32 to 0.62 ug/mL; NorA: MIC from 64 to 0.50 ug/mL), enhancing
antibiotic activity (ciprofloxacin MIC from 32 to 0.70 pg/mL; norfloxacin MIC from 128
to 8 ug/mL). The compound induced morphological alterations on both the surface
and the interior of bacterial cells, culminating in cell lysis, and reduced intracellular
DNA content. Collectively, these findings support the identification of a novel
compound with potential to inhibit multidrug-resistant Gram-positive bacteria,
including biofilm-related effects. They also suggest that the molecule may exert a
dual mechanism of action by interfering with both phosphatidylglycerol synthesis and
DNA replication, while additionally displaying inhibitory and modulatory effects on
efflux pumps. Furthermore, 4-chlorobenzyl p-coumarate exhibited favorable
toxicological parameters, supporting its consideration in translational research as a
promising pharmacological alternative to combat infections caused by multidrug-
resistant Gram-positive bacteria.

Keywords: Antimicrobial activity. Molecular modeling. Drug target. Toxicity.
Antimicrobial resistance.
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1 INTRODUGAO

O avango no campo cientifico para a descoberta, estudo e desenvolvimento
de novas moléculas contribui para a proposicao de novos planejamentos
terapéuticos para doengas de dificil tratamento, alimentando a esperanga da
populacao que sofre com problemas de saude. Apesar de ja existir a disponibilidade
de medicamentos para as diferentes patologias, restricdes como baixa eficacia,
toxicidade e efeitos colaterais dificultam as terapias (Jackson, Czaplewski e
Piddock, 2018). As infecgdes bacterianas sempre foram consideradas um grande
problema mundial, sobretudo aos aspectos que tangem as resisténcias ao arsenal
terapéutico disponivel e, por esse motivo, estratégias em pesquisa e
desenvolvimento devem receber impulsionamento global em curto, médio e longo
prazos, devendo incluir farmacos ativos tanto contra  bactérias
multidrogarresistentes (MDR) como para bactérias comunitarias (Jackson,
Czaplewski e Piddock, 2018; Tacconelli et al., 2018).

Os Estados Unidos, através da Food and Drug Administration (FDA) e a
Unido Europeia, através da European Medicines Agency (EMA), assim como o
Brasil, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tém tornado
publicos varios guias documentais e incentivos a respeito do registro de substancias
antimicrobianas levantando o tema da necessidade de antimicrobianos que sejam
efetivamente ativos principalmente contra bactérias multirresistentes. As
recomendagdes para dosagens desses agentes devem ser baseadas nas relagdes
que entregam informacgdes entre a exposi¢cao ao agente e a sua resposta embasada
na eficacia, toxicidade e manifestacbes de possiveis mecanismos de resisténcia
como também em dados sobre atividade pré-clinica e pontos de corte diagndsticos,
assim como os descritos pela European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) e Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (Andrei, Droc e
Stefan, 2019; Corréa et al., 2022; Muller, Theuretzbacher e Mouton, 2015;
Murthannagari, Thumpati e Gnk, 2024).

Dentre as preocupagdes geradas por patdégenos bacterianos, as infec¢des
causadas por bactérias Gram-positivas, como os Staphylococcus, Streptococcus e

Enterococcus, representam um desafio clinico significativo tanto em ambientes
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hospitalares como nos comunitarios. Esses microrganismos possuem a habilidade
de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos disponiveis reduzindo
substancialmente as opg¢des de terapia medicamentosa. Essa resisténcia tem
contribuido para o aumento da morbidade e da mortalidade associadas a essas
infecgcdes, configurando um problema de saude publica com impacto crescente
(Ahmed e Baptiste, 2018; Gergova, Boyanov e Muhtarova, 2024; Michalik,
Podbielska-Kubera e Dmowska-Koroblewska, 2025).

A avaliacdo de novas substancias e analise da sua atividade antimicrobiana,
bem como a elucidacdo da forma de acédo e de como essa acio afeta e modifica as
células-alvo constituem uma fase crucial no desenvolvimento de novos
medicamentos. Para mais, a toxicidade de novas substancias constitui um desafio
para futuras aplicagdes clinicas (Cheng et al., 2016; Sazonova et al., 2022).

Diante desses desafios, compostos obtidos na natureza ou produzidos a
partir de sintese orgénica, com reconhecida atividade antimicrobiana tém se
mostrado alternativas promissoras. Os compostos bioativos naturais com polifendis
como ativo principal sdo reportados pelo potencial biolégico (Contardi et al., 2019).
Dentre estes, destacam-se os acidos hidroxicindmicos como os acidos ferulico
(FeA), cafeico (CaA) e p-cumarico (pCoA) que sdo encontrados na dieta humana,
estando presentes em vinhos, legumes, frutas e cana-de-agucar (Contardi et al.,
2019; Ferreira et al., 2019). O pCoA é um metabdlito fendlico secundario presente
de forma extensa na natureza e que por exibir promissoras propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, quimioprotetora, antidiabética,
antimicrobiana e neuro-hepato protetoras mostra-se uma relevante molécula de
pesquisa (Ferreira et al., 2019).

Uma colegao de derivados de p-cumaratos foi obtida por meio de processos
de semissintese a partir do pCoA e avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana.
Dentre os compostos analisados, o p-cumarato de 4-clorobenzila (pC4C) destacou-
se por apresentar resultados promissores frente a leveduras de Candida (Lopes,
2022). Ensaios subsequentes conduzidos por nosso grupo de pesquisa
demonstraram que essa molécula apresentou concentragdes inibitérias minimas
(CIM) variando entre 3,9 ug/mL (13,54 uM) e 62,5 pg/mL (217,01 pM) contra 16

diferentes linhagens de Candida, com evidéncias de acao dirigida a membrana
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plasmatica fungica (Melo et al., 2024). Esses achados sustentam a hipotese de que
a referida molécula, em baixas concentracdes, apresenta atividade antibacteriana,
atuando por meio de mecanismos que eliminem e/ou inibam a multiplicagdo de
diferentes espécies bacterianas clinicamente relevantes, incluindo as
multirresistentes aos antibidticos disponiveis para uso clinico.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antibacteriana e a toxicidade do pC4C, bem como investigar seu modo de agao por
meio de abordagens in silico, in vitro e in vivo.

Esta tese esta estruturada em uma sec¢ao teorica inicial, seguida por se¢des
que correspondem aos diferentes conjuntos experimentais. A secao intitulada
“‘Avaliagcao da atividade antibacteriana do pC4C” descreve os efeitos da
molécula frente aos microrganismos testados. Em “Ensaios de toxicidade” sao
apresentadas analises relacionadas a toxicidade do composto. A secdo “Analises
in silico” compreende predicdes de propriedades moleculares e possiveis locais de
interacao celular, contribuindo para a elucidagcdo dos mecanismos de agdo. Em
“Identificacdo do modo de agcdao do pC4C”, sdo investigados 0s processos
biolégicos mediados pela molécula. Por fim, a secdo “Modulagao a resisténcia
bacteriana” aborda o potencial do composto em atenuar mecanismos de

resisténcia microbiana.
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OBJETIVOS

21

Geral

Avaliar a atividade antibacteriana e a toxicidade do p-cumarato de 4-

clorobenzila, bem como investigar seu modo de acdo contra microrganismos

clinicamente relevantes.

2.2

a)

b)

9)
h)

i)
k)

Especificos

Determinar as concentragdes inibitéria minima, bactericida minima e subletal
maxima sobre 0s microrganismos testados;

Avaliar as cinéticas de crescimento e de sobrevivéncia dos microrganismos
tratados;

Verificar possivel agao associativa com antimicrobiano clinicamente utilizado;
Avaliar agdo do composto sobre biofilme formado e descrever as possiveis
alteragbes em sua estrutura;

Avaliar a toxicidade do composto por meio de ensaios in silico, in vitro e in
Vivo;

Realizar estudos moleculares in silico (Docking molecular, Dinamica
molecular, ADME);

Verificar possivel dano causado a membrana e/ou parede celular;

Descrever possiveis alteragdes morfoldgicas nas estruturas celulares dos
microrganismos apos o tratamento;

Avaliar a ocorréncia de lise celular induzida pelo composto;

Investigar possiveis interagdes do composto com o DNA bacteriano;

Analisar atividade inibitéria sobre bombas de efluxo;

Avaliar a capacidade do composto em modular a resisténcia microbiana.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Aspectos epidemiolédgicos das infecgoes bacterianas

Independente do nivel de desenvolvimento em que as nagdes se encontram,
€ observado um crescimento nas taxas de infeccdes com o surgimento de novos
mecanismos de resisténcia entre linhagens de microrganismos, estando, esses,
ligados ao comportamento individual, as politicas regulamentadoras, a atuagéo dos
profissionais de saude, as industrias de cuidados com a saude e ao manejo no setor
agropecuario (Canica et al., 2019; World Health Organization, 2020a). Em 2019,
infegcdes foram ranqueadas entre as dez maiores causas de morte no mundo, e.g.
as infeccbes do trato respiratério baixo, em quarto lugar, que conduziram 2,6
milhdes de mortes, e as infecgdes neonatais gerais e sepse, na quinta posicdo com
2 milhdées de mortes (World Health Organization, 2020b).

Conforme os Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (2019), s6
nos Estados Unidos, bactérias multidrogas resistentes (MDR) sdo responsaveis por
mais de 2,8 milhdes de doengas por ano, das quais mais de 35 mil registram
desfecho em mortalidade. Ademais, bactérias resistentes a antibacterianos séo
responsaveis por 700 mil ébitos a cada ano no mundo e podem causar, até o ano
de 2050, mais de 10 milhdes de mortes anualmente por doengas de origem
infecciosa, ocasionando um custo econémico global acumulado estimado em 100
trilndes de ddélares. As mortes estimadas para 2050 s&o previstas em maior numero
no eixo sul do mundo nas regides da América Latina, incluindo o Brasil, Caribe e sul
da Asia, regides em desenvolvimento (Figura 1) (Lancet, 2024). Apenas ao sistema
de saude americano, o custo extra anual seria de 20 bilhdes de ddlares (O’Neill,
2014, 2016). Ainda em 2021 foram estimadas, globalmente, 4,71 milhées de mortes
tendo relagdo com as resisténcias em infecgdes bacterianas, dentre as quais 1,14
milhdes foram atribuidas a resisténcia antimicrobiana (Lancet, 2024).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Escherichia coli representam
dois dos indicadores dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da resisténcia
aos antimicrobianos (RAM) pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU)

expressando niveis medianos globais de resisténcia de 35 e 42%, em 2020,
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respectivamente, e, ndo so as infeccdes hospitalares, mas as infeccdes bacterianas
comunitarias mostraram-se mais resistentes aos tratamentos medicamentosos.
Nesse mesmo ano, as infec¢gdes mais frequentemente relatadas foram as de
corrente sanguinea representando 17% das infecgdes bacteriologicamente
confirmadas e as do trato urinario com 82% desses numeros, sendo a E. coli o

patdgeno mais isolado (World Health Organization, 2022).

Figura 1. Acima: Mapa mundial das taxas de mortalidade por infecgbes bacterianas atribuidas a
resisténcia aos antimicrobianos em 2021. Abaixo: Mapa mundial das taxas de mortalidade por
infecgdes bacterianas atribuidas a resisténcia aos antimicrobianos previstas para 2050.
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Fonte: Lancet (2024) adaptado.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou, em (2024), a sua lista de
bactérias patogénicas prioritarias entre as quais encontram-se no grupo critico as
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (CRE) e a cefalosporinas de
terceira geracado, Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos e a
Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina. No grupo de alta prioridade
estdo a Salmonella typhi, Salmonella nao tifoidal e Shigella spp. resistentes a

fluoroquinolonas, Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE),
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Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, Neisseria gonorrhoeae
resistente a fluoroquinolonas e/ou a cefalosporinas de terceira geracédo e a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). No grupo de média
prioridade estdo os estreptococos do grupo A e Streptococcus pneumoniae
resistentes aos macrolideos, Haemophilus influenzae resistente a ampicilina e os
estreptococos do grupo B resistentes a penicilina. Estas estdo entre as ameacas
avaliadas pela Organizagdo. Mais da metade dos 6bitos causados por bactérias no
mundo, em 2019, tiveram como principais agentes cinco espécies principais: S.
aureus, E. coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa
(Lancet, 2022).

Entre 2004 e 2019 foram documentados, na China Continental, 28,8 milhdes
de casos de doengas infecciosas bacterianas com uma média anual de 134 casos
para cada 100.000 habitantes. Apesar dos numeros, houve um declinio de 1,87%
quando se compara os casos de 2004 com os de 2019. Entre as infeccbes
bacterianas, destacam-se a tuberculose com 72.60 e a sifilis com 25.74 por 100.000
como as maiores médias de incidéncias anuais. Coqueluche, causada por
Bordetella pertusis, teve um aumento significante de 53,99% por ano entre 2013 e
2019 (Zhu et al., 2023).

Foram registradas, em 2019, 5,2 milhées de mortes por doengas infecciosas
em criancas menores de 5 anos no mundo. A Africa subsariana liderou esse ranking
com 53% desses casos. Ressalta-se que Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae e Streptococcus pneumoniae sao trés das bactérias mais conhecidas que
provocam meningite em paises subdesenvolvidos (Yamba et al., 2021).

No Brasil, em 2016, foi verificada, entre as bactérias Gram-positivas,
resisténcia a oxacilina em 74,9% das amostras de Staphylococcus coagulase
negativa e 57,4% das amostras de S. aureus e a vancomicina em 28,8% dos
Enterococcus spp. Para as bacilos Gram-negativos nao fermentadores (BGNNFs)
observou-se, em 2015, resisténcia aos carbapenémicos em 77,4% dos
Acinetobacter spp. e 39,1% de Pseudomonas aeruginosa e entre os membros da
ordem Enterobacterales reportou-se resisténcia aos carbapenémicos e as
cefalosporinas de terceira e quarta geragdes em 9,7% para E. coli, 43,3% para K.

pneumoniae e 21,6% para Enterobacter spp. (Brasil, 2017).
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As estimativas econbmicas médias e totais calculadas por paciente com
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) no Brasil demonstraram que o
custo diario por paciente portador de IRAS supera em 55% os custos de um
paciente sem IRAS (Brasil, 2021).

S. aureus € um microrganismo comensal que coloniza de forma persistente
pele e mucosas de aproximadamente 30% da populacdo mundial, habitando, de
maneira transitdria, outros 60% da populagéo (Craft et al., 2019). E sugerido que
MRSA atinge, anualmente, mais de 150 mil pacientes da Unido Europeia causando
um prejuizo para o sistema de saude de 380 milhdes de euros com custos
hospitalares extras, sendo o custo excedente médio entre 5.700 e 10.000 euros por
paciente acometido por MRSA (Garoy et al., 2019). Estimou-se, também, que em
2012, S. aureus casou bacteremias em uma taxa de incidéncia de 20 a 50
casos/100 mil/ano, levando a obito entre 10 e 30% dos pacientes acometidos.
Ademais, em 2018, nos Estados Unidos, MRSA causou cerca de 20 mil mortes,
sendo a taxa mais alta entre microrganismos resistentes (Cheung, Bae e Otto,
2021). Essa linhagem ¢é altamente prevalente em hospitais apresentando altas taxas
de incidéncia (> 50%) nas Américas do Norte e do Sul, Asia e Malta; taxas
intermediarias (entre 25 e 50%) na Australia, China, Africa e diferentes paises
europeus como Portugal (49%), Itadlia (37%), Grécia (40%) e Roménia (34%); e
baixa incidéncia em outros paises europeus como a holanda e a escandinavia (Craft
et al., 2019).

Dentre as bactérias Gram-positivas, Enterococcus spp. representam a
principal etiologia nas infec¢gdes do trato urinario. Esses microrganismos também
sdo responsaveis, globalmente, por cerca de 10% das bacteremias instaladas
(Archambaud et al., 2024). Além das infeccbes hospitalares, aos enterococos s&o
atribuidos 5 a 20% dos casos de endocardite comunitaria (Fiore, Tyne e Gilmore,
2019). E. faecalis é o principal agente causador das infecgbes enterocécicas, sendo
relacionado a aproximadamente 80 a 90% dos casos de infecgdes hospitalares
ligadas a enterococos. Por outro lado, entre os enterococcos, E. faecium tem sido
relatado como mais susceptivel a alteragdes que culminam em resisténcia
microbiana (Goh et al.,, 2017). Dos pacientes avaliados, 80% dos isolados de E.

faecalis em Roma, na ltalia; 57 % em Pamplona, na Espanha; 100 % dos isolados
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de hemoculturas no Reino Unido; 93 % nos Estados Unidos; 59 % na Polénia e 100
% dos isolados de infe¢gdes urinarias em Okayama, no Japao formavam biofilme
(Mohamed e Huang, 2007).

3.2  S. aureus e E. faecalis, fatores de viruléncia e vias de transducao

As superficies do corpo do ser humano sao naturalmente habitadas por
inUmeras espécies de microrganismos que convivem de forma equilibrada, a
microbiota normal. Diversos desses microrganismos sédo bactérias que podem agir
de forma oportunista a um declinio defensivo qualiquantitativo tornando-se
patogénicas (Kolaf, 2022). As infecgdes bacterianas sdo causadas pelo crescimento
bacteriano, invasao de tecidos e/ou pela liberagao de toxinas no local em que esse
microrganismo se encontra podendo afetar qualquer parte do corpo do ser humano
(Popoff, 2020; Soni, Sinha e Pandey, 2024).

Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis sao bactérias Gram-positivas
oportunistas e apresentam importancia devido as suas altas taxas de incidéncia em
infeccbes humanas e por terem desenvolvido, ao longo dos anos, diferentes tipos
de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. S. aureus sdo comumente
encontradas na pele e mucosas, enquanto que E. faecalis colonizam o trato
gastrointestinal de seres humanos (Ahmed e Baptiste, 2018; Craft et al., 2019).

A despeito de existirem numerosas possibilidades na relacdo entre agentes
etiologicos e tipos de infecgdes importantes no ambito clinico, destacam-se, entre
as bactérias Gram-positivas, S. aureus, identificada pela primeira vez em 1884, uma
das bactérias mais disseminadas, causadora desde infecgdes de pele nao
complicadas como os abcessos, furinculos e celulites até infecgdes invasivas mais
complexas como as pleuropulmonares, endocardites, infec¢cdes ligadas a
instrumentos médico-hospitalares, sendo o agente mais prevalente e destrutivo em
osteomielites (Leme, Bispo e Salles, 2021; Masters et al., 2022; Qadri et al., 2023) e
E. faecalis, uma das mais notaveis espécies do género enterococos. Os
enterococos, até 1984, eram classificados como estreptococos do grupo D, sendo
reclassificados apds estudos relatarem a distancia genética entre os
microrganismos. Resistente a varios tratamentos antimicrobianos, E. faecalis pode

causar endocardite, bacteremia, infecgdes do trato urinario associadas as sondas
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hospitalares, sobrevivendo a um amplo range de condigdes de temperatura, pH e
variagbes osmoéticas (Ahmed e Baptiste, 2018; Fiore, Tyne e Gilmore, 2019; Qadri et
al., 2023).

A habilidade das bactérias em aderir, invadir, colonizar e adaptar-se a um
organismo hospedeiro define sua viruléncia. Os fatores relacionados a essa
facilitagdo s&o denominados fatores de viruléncia. Esses fatores podem ser
estruturas, sistemas ou moléculas produzidas pelo microrganismo e sao associados
a superficie celular, auxiliando na adesao a célula hospedeira e evasao do sistema
de defesa local, ou ao citosol, ajudando nas mudangas fisiolégicas e metabdlicas,
além de produtos secretados, como toxinas, enzimas e exopolissacarideos (Leitéo,
2020; Sharma et al., 2017).

A adesao bacteriana aos tecidos € um processo importante no mecanismo de
viruléncia, visto que € o primeiro passo para a internalizagdo celular e para a
formacdo de biofiimes. S. aureus expressam proteinas de superficie como a
proteina A, a proteina de ligacdo ao fibrinogénio e a proteina de ligagdo a
fibronectina (FnBP) que, entre outras, facilitam a adesao aos tecidos. A FnBP-Fn-
a5B1 integrina é a principal via de adesao de S. aureus. A interagdo entre essas
proteinas desencadeia a cascata de sinalizagdo FAK (cinases de adeséo focal), Src,
PI3K (fosfoinositol-3-cinase), Akt/PKB (proteina cinase B) mobilizando o
citoesqueleto de actina para que ocorra a endocitose (Josse, Laurent e Diot, 2017).

E. faecalis possui proteinas de superficie como a LpxTG, Asal e
glicopolimeros como o acido teicoico (WTA), o acido lipoteicoico (LTA) e o antigeno
polissacarideco enterococico (EPA) que dirigem a interagcdo inicial as células
epiteliais, incluindo as intestinais, renais, da bexiga, assim como células endoteliais,
fibroblastos e hepatécitos. Ancorado no LTA, o glicopeptideo diglucosil-diacilglicerol
(DgIlcDAG) parece se ligar as células do hospedeiro por meio da interagdo com a
heparina e o sulfato de heparina. Ademais, a alanizagao do LTA aumenta a adeséao
bacteriana para alguns tipos celulares. Para o processo de internalizacdo, E.
faecalis utiliza diferentes mecanismos como a macropinocitose e através do
receptor fosfolipidico PAFr que parece mediar a translocagdo do microrganismo

para o interior da célula intestinal. Em todos os casos, E. faecalis necessita da
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polimerizagdo da actina para a efetivacdo do processo de internalizagao
(Archambaud et al., 2024; Goh et al., 2017).

A aderéncia das bactérias para a formagdo do biofime €, também,
influenciada pelo fornecimento de cargas as suas superficies externas pelas
propriedades do WTA que € encontrado nas paredes celulares das bactérias Gram-
positivas (Ruhal e Kataria, 2021).

Em um ambiente desfavoravel, apés a aderéncia celular em um sistema
biético ou abidtico, ha o estimulo para a formacdo de uma matriz extracelular
polimérica (MEP) composta de polissacarideos extracelulares, DNA exdogeno,
proteinas e lipidios que envolve as bactérias protengendo-as contra fagocitose,
substancias antibacterianas, desinfetantes, componentes do sistema imunoldgico e
inflamatoério. A MEP também permite a nutricdo das células dentro do biofilme
possibilitando a captura de elementos cruciais para as células como o carbono,
nitrogénio e fésforo (Oliveira, Borges e Simdes, 2018; Zhao, Sun e Liu, 2023).

Uma das substancias primarias sintetizadas por S. aureus para a formagao
inicial da MEP é a N-acetil-B-(1-6)-glucosamina que é uma adesina intercelular
polissacaridica (Craft et al., 2019). Entre os fatores implicados ao processo de
formacgao de biofilme de E. faecalis estdo os genes fsr, gelE, epa e atn. O gene epa
(antigeno  polissacaridico  enterocdécico), por exemplo, codifica uma
glicosiltransferase que compde a sintese de polissacarideos envolvidos na
producéo do biofilme (Mohamed e Huang, 2007).

Em comunidades bacterianas, como nos biofilmes, o sistema quorum sensing
regula o comportamento bacteriano através da sintese de pequenas moléculas
autoindutoras (Als), que processam a comunicagao célula a célula baseada na
densidade populacional. Esse sistema de deteccdo € codificado pelo locus
regulador do gene acessorio que controla a cascata para a produgao de fatores de
viruléncia e resisténcia quando a concentragdo das Als atinge um patamar
especifico emitindo um sinal para ligacao a receptores bacterianos (Moreno-Gamez,
Hochberg e Doorn, van, 2023; Oliveira, Borges e Simdes, 2018; Wu e Luo, 2021).
As Als usadas na comunicagao entre bactérias Gram-negativas sdo moléculas da
classe das Acil-homoserinas lactonas que adentram na célula por difusdo e se ligam

ao fator de transcricdo para alterar a expressao genética, enquanto que entre Gram-
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positivas, sdo os peptideos autoindutores que se ligam a um receptor na superficie
celular ativando uma proteina cinase que fosforila um fator de transcrigéo ligado a
regulacao da transcri¢ao génica (Wu e Luo, 2021).

Um dos maiores fatores de viruléncia e patogenicidade das bactérias é a
sintese de toxinas. Toxinas formadoras de poros, como a a-hemolisina, usam, em
células epiteliais, a proteina ADAM10 nas membranas celulares como substrato
para anconragem e formagdo do dano na membrana da célula. Isso acarreta a
saida de ions potassio (K") e trifosfato de adenosina (ATP) como também o influxo
de ions Ca?* que ativa a proteina cinase C (PKC) e o fator nuclear kappa B (NF-kB)
para a producao das interleucinas IL-18, IL-6 e IL-8 estimulando a inflamacgao. As
toxinas esfoliativas, como a toxina A, causam descolamento da epiderme ao
penetrar na pele usando espacos criados pela diapedese de neutrdfilos e por clivar
as jungdes dos queratindcitos. Os superantigenos, como a toxina do choque toxico
(TSST-1) e as enterotoxinas, atuam modulando o sistema imune ao se ligarem ao
complexo de histocompatibilidade classe Il (MHCII) e ao receptor V de células T que
conduz a estimulagdo simultanea de varias outras células T, desencadeando uma
resposta inflamatodria sistémica intensa pela produgdo das citocinas pro-
inflamatdrias IL-2, interferon-a (IFN-a) e o fator de necrose tumoral (TNF) (Oliveira,
Borges e Simdes, 2018; Popoff, 2020).

A producdo de enzimas degradativas como hialuronidase, lipase e DNase
promovem a disseminacdo da bactéria pelos tecidos. A nuclease, por exemplo,
pode digerir armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) e a partir do produto
dessa digestdo ha a formacdo de deoxiadenosina pela enzima AdsA que
desencadeia a cascata da caspase-3 mediando a morte celular. Varias citolisinas
produzidas por S. aureus, incluindo leucocidinas, lisam diretamente os leucécitos
(Archambaud et al., 2024). A gelatinase E (GelE) e a citolisina produzidas por E.
faecalis podem mediar a permeabilidade epitelial intestinal agindo nas juncdes
celulares de E-caderina ou lisando as células do hospedeiro para alcancar a
corrente sanguinea e, uma vez fagocitada por leucdcitos, produzem catalase para
escapar do ataque oxidativo (Fiore, Tyne, van e Gilmore, 2019; Goh et al., 2017). S.
aureus formam um complexo chamado estafilotrombina a partir das atividades da

coagulase e da proteina de ligacdo ao Fator de von Willebrand que se unem a
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protrombina. A estafilotrombina cliva o fibrinogénio para formar agregados
bacterianos contendo fibrina para escapar da ingestéao por fagécitos (Cheung, Bae e
Otto, 2021).

No inicio de uma infeccdo por bactérias Gram-positivas, o sistema
complemento sinaliza a opsonizagdo através da ligagdo de C3b a superficie
bacteriana e a quimioatracdo através de Cba. S. aureus secretam varias
substancias, como a substancia inibidora do complemento estafilocécico (SCIN),
que impedem a opsonizagao e a ativacdo do complemento inibindo as convertases
C3. No mesmo sentido, E. faecalis cliva C3 através da metaloprotease GelE
reduzindo a fagocitose. S. aureus também inibe a adesdo de neutrdfilos ao
endotélio vascular impedindo a diapedese para os tecidos infectados através da
proteina 5 semelhante a superantigeno estafilococico (SSL5) e SelX, que se ligam
ao ligante-1 da glicoproteina P-selectina (PSGL-1) na superficie do leucdcito. Os
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs) ativam os receptores Toll-
like que desencadeia a formacdo de mediadores inflamatérios para atuar no
combate a infecgdo. A lipase produzida por S. aureus degrada lipoproteinas
reduzindo a atividade pro-inflamatoria dos PAMPs (Cheung, Bae e Otto, 2021,
Fiore, Tyne, van e Gilmore, 2019).

Para estabelecer a infeccédo, S. aureus sintetiza substancias extracelulares,
como o exopolissacarideo poli-N-acetil glucosamina (PNAG) que inibe a fagocitose.
Dentre os mecanismos bactericidas neutrofilicos estdo a liberagdo granular da
mieloperoxidase (MPO), que produz as espécies reativas de oxigénio (EROs) mais
potentes, e dos peptideos antimicrobianos (AMPs). Esses mecanismos s&o inibidos
pela proteina inibidora de peroxidase estafilococica (SPIN) e por proteases
secretadas por S. aureus, respectivamente. O pigmento amarelo estafiloxantina
também contribui na eliminagdo de radicais originados da atividade das EROs
enquanto a superoxido dismutase (SOD), catalase (CatA) e a alquil hidroperéxido
redutase C (AhpC) convertem moléculas prejudiciais em moléculas indécuas a
bactéria. A atividade da lisozima é reduzida pela alteragdo do peptidoglicano
catalisada pela enzima OatA que acetila partes do acido muramico (Cheung, Bae e
Otto, 2021).
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ApOs ser internalizada pelas células, E. faecalis sofre o ataque endossomal
mediados pelas proteinas Rab5, Rab7 e LAMP1 com posterior fusao lisossomal
onde hidrolases e proteases eliminariam a infecgdo. Para sobreviver, E. faecalis
resiste a agao da lisozima e evita a fusdo lisossomal, possivelmente por afetar os
niveis de Rab5 e Rab7, conseguindo se replicar tanto dentro do compartimento
intracelular como no citosol. As vias envolvidas na saida da célula hospedeira para
uma possivel reinfecgdo ainda sdo desconhecidos. Além disso, E. faecalis pode
impedir a ativacdo de NF-kB e modular a resposta do hospedeiro a infeccéo

facilitando sua sobrevivéncia (Archambaud et al., 2024).

3.3 Mecanismos moleculares dos antimicrobianos frente a alvos de parede,

membrana e DNA bacterianos

Antimicrobianos de diferentes classes atuam por distintos modos de acao
sobre as células bacterianas afetando diversos processos de modo a causar a
inibicdo do seu crescimento (bacteriostaticos) ou de maneira a deflagrar sua morte
(bactericidas). Baseados no seu modo de acdo, na sua estrutura quimica e nos
seus alvos, os antimicrobianos distinguem-se em classes como, por exemplo, os [3-
lactdmicos e os glicopeptideos que agem inibindo a sintese da parede celular; os
macrolideos, tetraciclinas, lincosaminas, estreptograminas, oxazolidinonas e os
aminoglicosideos que atuam modificando a sintese proteica; as sulfonamidas que
inibem a sintese do acido félico; as quinolonas e rifamicinas que agem inibindo a
sintese de acidos nucleicos; a polimixina e a daptomicina que exercem sua acao
perturbando a integridade da membrana celular bacteriana e ndo se encaixam
perfeitamente em alguma das classes, e, ainda, a platensimicina que age sobre a
biossintese dos acidos graxos (Baran, Kwiatkowska e Potocki, 2023; Peterson e
Kaur, 2018).

A parede celular bacteriana é uma estrutura fundamental que fornece suporte
mecanico, forma e protecdo osmoética as células procaridticas. Composta
principalmente por peptidoglicano, essa parede € crucial para a sobrevivéncia
bacteriana, especialmente em ambientes com variagdo osmoética significativa. Como

os eucariotos ndo possuem peptidoglicano, essa diferenga estrutural representa
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uma excelente oportunidade terapéutica seletiva, permitindo que antibibticos
ataquem as bactérias sem afetar as células humanas (Zhou et al., 2022).

Diferencas estruturais entre as paredes celulares de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas enderegcam alvos peculiares distintos. Além disso, dentre as
bactérias Gram-positivas, a porgcdo peptidica das camadas de peptidoglicano
também apresenta diferencas de composicéo entre géneros, espécies e linhagens
indicando a necessidade do desenvolvimento de antibacterianos possuidores de
mecanismos de agao com alvos mais especificos. A biossintese da parede celular é
um processo complexo que envolve muitas proteinas. Cada proteina envolvida nas
etapas de sintese € um potencial alvo para os antibacterianos. Diversos antibioticos
amplamente utilizados, como [-lactdmicos, glicopeptideos e lipoglicopeptideos
atuam interferindo em etapas-chave da sintese do peptidoglicano (Figura 2)
(Zhydzetski et al., 2024).

Os B-lactamicos se dividem em penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos exibindo, em comum, a presenca de um anel B-lactdmico em sua
estrutura quimica, essencial para sua atividade bactericida. Atuam inibindo as
transpeptidases (PBPs — proteinas de ligagao a penicilina), impedindo a formagéo
de ligagdes cruzadas entre cadeias de peptidoglicano, o que enfraquece a parede
celular. Esses antibacterianos se ligam covalentemente as PBPs por acilagédo de um
residuo de serina com o nucleo B-lactadmico reativo formando um complexo estavel
acil-enzima que inibe a transpeptidacdo pelas PBPs. Ademais, € importante
ressaltar que alguns farmacos dessa classe alvejam outras enzimas como as L,D-
transpeptidases, essenciais em alguns organismos como as micobactérias (Mora-
Ochomogo e Lohans, 2021).

As penicilinas incluem agentes de amplo uso como a penicilina G (ativa
principalmente contra Gram-positivos), amoxicilina e ampicilina (aminopenicilinas
com espectro ampliado), e penicilinas resistentes as penicilinases, como oxacilina e
cloxacilina. Dentre os novos representantes, destaca-se a temocilina, uma penicilina
semissintética resistente a [(-lactamases de espectro estendido (ESBLs). As
cefalosporinas sao classificadas em geragdes com diferentes espectros de atividade
como a cefalexina e a cefazolina (1% geragdo), a cefuroxima (2% geracgéo), a

ceftriaxona e a ceftazidima (32 geragao), a cefepima (42 geragéo), e a ceftarolina e o



35

ceftobiprole (5% geracéo), estes ultimos com atividade contra MRSA. Entre as
inovacbes, destacam-se ceftolozane associado ao tazobactam e ceftazidima
associada ao avibactam, que oferecem atividade contra patégenos Gram-negativos
multirresistentes (Konaklieva, 2014; Martin-Loeches, Bruno e DeRyke, 2024;
Zhydzetski et al., 2024).

Os carbapenémicos representam a classe de B-lactamicos com o mais amplo
espectro, incluindo Gram-positivos, Gram-negativos e anaerdbios. Exemplos
classicos incluem imipenem, meropenem e ertapenem. Mais recentemente, novos
carbapenémicos como meropenem/vaborbactam e imipenem/relebactam tém sido
introduzidos na pratica clinica. Ja os monobactamicos, representados pelo
aztreonam, possuem atividade restrita a bacilos Gram-negativos aerébios e tém a
vantagem de nao apresentar reatividade cruzada significativa com outras
subclasses de [(-lactdmicos em pacientes alérgicos. Como inovagao terapéutica, a
combinagdo experimental de aztreonam com avibactam tem se mostrado
promissora no combate a bactérias produtoras de metalo-B-lactamases (MBLs) e
outras B-lactamases simultaneamente (Konaklieva, 2014; Mora-Ochomogo e
Lohans, 2021).

Os glicopeptideos como vancomicina e a teicoplanina e os lipoglicopeptideos
como a dalbavancina, oritavancina e telavancina possuem uma estrutura quimica
heptapeptidica ciclica sendo diferidos pelos grupos glicosil dos glicopeptideos e
pelas caudas lipofilicas dos lipoglicopeptideos, as quais conferem uma interagao
adicional com a membrana citoplasmatica bacteriana. Essa ancoragem lipidica
potencializa a afinidade com o alvo e pode promover desorganizacédo da membrana,
resultando em maior poténcia antimicrobiana. Esses antibacterianos possuem o
nucleo glicopeptidico que se liga diretamente com alta afinidade aos precursores D-
Ala-D-Ala terminal do lipideo II das unidades de peptidoglicano bloqueando a
polimerizagao e a reticulagdo provenientes da transglicosilagao e transpeptidagao.
Como resultado, a parede celular torna-se estruturalmente instavel, levando a lise
osmotica da célula bacteriana (Schaenzer e Wright, 2020; Zeng et al., 2016).

Recentemente descobertos, os glicopeptideos corbomicina e a complestatina
sdo compostos naturais que possuem um mecanismo de agao diferente dos demais

farmacos da classe, embora ainda relacionado ao peptidoglicano. Diferentemente
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dos glicopeptideos classicos que atuam diretamente na biossintese do
peptidoglicano, a corbomicina e a complestatina impedem o acesso das autolisinas
ao seu substrato, bloqueando processos essenciais para o crescimento e divisao
celular. As autolisinas s&o hidrolases necessarias para a remodelagdo da parede
celular durante o crescimento bacteriano. Essas enzimas hidrolisam ligagdes
especificas nos polimeros da parede celular, permitindo processos como divisdo
celular, elongagdo e separagdo das células-filhas sendo uma atividade
rigorosamente regulada, uma vez que sua desregulacdo pode levar a lise celular
(Zhydzetski et al., 2024).

Figura 2. Biossintese e desconstrugdo do peptidoglicano.
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Outrossim, além da divisdo celular, a parede celular participa de processos
de sinalizagdo e evasao imune, tornando-se um alvo terapéutico versatil. A selecéo
da parede como alvo também reduz a probabilidade de resisténcia cruzada com
farmacos que atuam em vias metabdlicas internas. Diante do aumento de linhagens

resistentes, ha um esforgo continuo para desenvolver novos agentes que atinjam
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etapas alternativas da biossintese da parede celular ou que potencializem a acéo de
antibidticos classicos, reforcando a parede bacteriana como um dos alvos mais
estratégicos e bem-sucedidos na histéria da terapia antibacteriana (Zhou et al.,
2022).

A membrana plasmatica bacteriana € um componente essencial da célula
procariotica, atuando como uma barreira seletiva que regula o transporte de ions,
nutrientes e metabdlitos entre 0 meio extracelular e o citoplasma. Além de sua
funcao estrutural, ela participa ativamente em processos bioenergéticos, como a
geragcado de ATP por meio da cadeia transportadora de elétrons e manutencéo do
gradiente de prétons. Devido a essa multiplicidade de fungdes vitais e a sua
composicgao distinta em relacdo as membranas de células eucarioticas, a membrana
plasmatica constitui um alvo estratégico para agentes antibacterianos (Epand et al.,
2016).

Antibiéticos que interferem na integridade ou funcionalidade da membrana
plasmatica podem induzir efeitos bactericidas rapidos e irreversiveis. Compostos
como a daptomicina e as polimixinas atuam diretamente sobre a bicamada lipidica,
promovendo despolarizacdo da membrana, aumento da permeabilidade e
consequente perda de conteudo citoplasmatico, levando a morte celular. Esses
antibioticos exploram componentes especificos da membrana bacteriana, como o
fosfatidilglicerol e o lipopolissacarideo (LPS), ausentes ou raros em membranas
humanas, o que confere maior grau de seletividade terapéutica (Epand et al., 2016;
Taylor e Palmer, 2016).

A daptomicina € um lipopeptideo ciclico que atua especificamente em
bactérias Gram-positivas. Seu mecanismo molecular envolve a ligagao ao calcio
(Ca?") sofrendo uma ativagdo conformacional dependente deste ion, o que facilita
sua interagdo com a membrana bacteriana, rica em fosfatidilglicerol. Uma vez
ativada, a molécula se insere na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica
onde ocorre a oligomerizagao pelo agrupamento das moléculas de daptomicina e
formacédo de complexos porosos ou canais. Esses poros permitem a saida de ions
essenciais, como K" (despolarizagdo da membrana), levando a perda do potencial

de membrana e inibicdo da sintese de macromoléculas (DNA, RNA e proteinas)
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(Figura 3). O colapso bioenergético causado pela despolarizagdo resulta em morte

celular sem lise da membrana (Gray e Wenzel, 2020; Grein et al., 2020).
Figura 3. Mecanismo de agao da daptomicina.
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O WTA ¢é um polissacarideo aniénico presente na parede celular de bactérias
Gram-positivas contribui para a carga negativa da superficie celular, favorecendo a
atracdo eletrostatica da daptomicina, que € carregada positivamente quando
complexada com ions Ca?'. Embora a daptomicina ndo se ligue diretamente ao
acido teicoico como alvo funcional, a presenca deste acido favorece a aproximacgao
da daptomicina a membrana plasmatica aumentando a afinidade do antibiético pela
superficie celular, especialmente em bactérias com paredes ricas em
fosfatidilglicerol (Taylor e Palmer, 2016).

Além disso, a membrana plasmatica abriga diversas proteinas de transporte
e sistemas enzimaticos envolvidos na sintese de parede celular, divisdo celular e
resisténcia antimicrobiana. A inibicdo dessas funcdes, seja diretamente ou por
mecanismos sinérgicos com outros farmacos, pode comprometer a homeostase
bacteriana e aumentar a eficacia do tratamento. A crescente resisténcia a
antibidticos tradicionais tem motivado o desenvolvimento de novos compostos que
visam componentes da membrana ou mecanismos relacionados a sua dinémica,
consolidando a membrana plasmatica como um alvo central e versatil na terapia
antibacteriana moderna (Epand et al., 2016).

Os acidos nucleicos (DNA e RNA) sado importantes alvos na terapia
antibacteriana devido ao seu papel central nos processos vitais da célula

bacteriana. O DNA contém a informagédo genética necessaria para a replicagao e
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para a sintese de proteinas, enquanto o RNA atua como intermediario na expressao
génica. Inibir a replicacdo do DNA ou a transcricdo do RNA pode, portanto,
comprometer a viabilidade celular, interrompendo a multiplicagdo bacteriana.
Antibacterianos como as fluoroquinolonas exemplificam essa abordagem, pois
inibem enzimas essenciais como a DNA girase e a topoisomerase |V, que sao
cruciais para o desenrolamento e replicagdo do DNA (Bush et al., 2020; Collins e
Osheroff, 2024).

DNA girase atua introduzindo superenrolamentos negativos no DNA para
aliviar as tensdes formadas a frente da forquilha de replicagdo durante a duplicagao
do genoma. Sem essa atividade, o DNA se tornaria excessivamente tensionado e
impediria o avango da maquinaria replicativa. Essa enzima € composta por duas
subunidades principais: GyrA e GyrB. GyrA realiza o corte do DNA, reconhecendo
onde ha superenrolamento, ligando-se a dois dominios da enzima, sendo o
segmento G (gate segment) que € o trecho de DNA que sera cortado e o segmento
T (transport segment) que é o trecho de DNA que sera transportado por dentro da
quebra do segmento G, enquanto GyrB fornece a energia necessaria por meio da
hidrélise de ATP (Figura 4), embora o momento exato e o papel do ATP ainda n&o
tenham sido determinados (Collins e Osheroff, 2024; Spencer e Panda, 2023).

Topoisomerase |V, por outro lado, tem como fungdo principal a
desencadeacao de moléculas de DNA replicadas, ou seja, desfaz entrelacamentos
separando cromossomos bacterianos interligados apos a replicagdo. Embora
também consiga aliviar superenrolamentos, essa ndo € sua fungdo primaria. Assim
como a girase, ela possui duas subunidades principais, ParC e ParE, que
desempenham fungdes analogas as de GyrA (clivagem de ambas as fitas do
segmento G usando residuos de tirosina e passagem do segmento T através da
quebra) e GyrB (fornecimento de energia através da hidrolise do ATP abrindo-se um
"canal" através do segmento G quebrado) (Kathiravan et al., 2013; Spencer e
Panda, 2023).

As fluoroquinolonas atuam estabilizando os complexos enzima-DNA apos o
corte, que seria temporario, impedindo a religacdo das fitas e levando a
fragmentagcdo do genoma bacteriano que € um dano permanente e letal para a
célula (Bush et al., 2020).



40

Figura 4. Superenrolamento do DNA pela DNA girase e agéo as quinolonas.
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O material genético bacteriano oferece alvos especificos e seletivos, uma vez
que ha diferencas estruturais e funcionais importantes entre as enzimas bacterianas
e as de células eucaridticas como € o caso da DNA girase que nao estao presentes
em humanos e da topoisomerase IV que difere da topoisomerase eucariética. Essa
seletividade reduz os efeitos colaterais sobre células humanas e aumenta a eficacia
do tratamento, tornando os acidos nucleicos componentes estratégicos no
desenvolvimento de agentes antibacterianos. Adicionalmente, a resisténcia
bacteriana tem impulsionado a busca por novos alvos terapéuticos dentro da
maquinaria genética das bactérias como na interferéncia direta da expresséo génica
bacteriana ou na busca de novas enzimas-alvo (Bush et al., 2020; Kathiravan et al.,
2013).

A DNA ligase € uma outra enzima fundamental no metabolismo do DNA,
tanto em bactérias como em organismos eucariéticos. Seu papel principal é selar
quebras na fita de DNA. Ao formar uma ligagao fosfodiéster entre o grupo 5'-fosfato
de uma extremidade de DNA e o grupo 3'-hidroxila da extremidade adjacente,
promove uma ligagdo covalente entre fragmentos de DNA durante processos como
replicacéo, reparo e recombinagdo. Embora a fungdo geral da DNA ligase em
bactérias e eucariotos seja a mesma, existem diferencas estruturais e de uso de
cofator energético entre elas, o que traz seletividade como alvo farmacolégico (Eijk
etal., 2017).
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Do ponto de vista terapéutico, embora ela ainda ndo seja um alvo primario de
antibioticos em uso clinico, a DNA ligase é um alvo potencial para o
desenvolvimento de antibacterianos, especialmente inibidores seletivos das
variantes bacterianas, uma vez que a inibicdo dessa enzima pode comprometer o
reparo e a manutengdo do genoma bacteriano, levando a morte celular, sendo,
portanto, essencial para a sobrevivéncia celular e um alvo potencial em estratégias

terapéuticas inovadoras (Eijk et al., 2017).

3.4 Resisténcia antibacteriana em S. aureus e E. faecalis

Fundamentados nos modos de agir dos farmacos antibacterianos, varios
diferentes mecanismos decorrentes de mutagdes, recombinagbes genéticas por
conjugacao, transducao, transformagao ou vesidugido podem estar associados ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. Modificagdes
podem alterar ou extinguir a molécula-alvo, atividades das bombas de efluxo podem
ser aumentadas, enzimas inativadoras podem ser produzidas pelo microrganismo,
permeabilidade da membrana plasmatica pode ser modificada, biofilmes podem ser
formados. Esses e outros aspectos desencadeiam baixos niveis de eficacia ou a
ineficacia total do farmaco na sua agéo contra esses microrganismos gerando o
fendmeno da RAM (Baran, Kwiatkowska e Potocki, 2023; Cheng et al., 2016; Ruhal
e Kataria, 2021).

E natural que microrganismos que produzam substancias com ac&o
antimicrobiana tenham mecanismos proprios de defesa contra sua propria
substancia produzida o que torna a possibilidade de repasse e rearranjos genéticos
entre populagbes produtoras e nao produtoras mais facilitada determinando
possiveis coevolugdes, incluindo bactérias do ambiente e patdgenos clinicos
(Peterson e Kaur, 2018). Transposons, plasmideos, sequéncias de inser¢ado e
bacteriéfagos intensificam a aquisigao de fatores de patogenicidade, resultando em
maior capacidade de adaptagdo a novos nichos, promovendo doengas bacterianas
(Caniga et al., 2019; Peterson e Kaur, 2018).

Embora existam multiplos compostos que atuem sobre as bactérias, ha,
ainda, grande dificuldade no tratamento de algumas cepas. Além disso, 0 numero

crescente de microrganismos MDR tem uma relagédo negativa com o numero de
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antimicrobianos efetivos, o que gera grande preocupagao de um hipotético retorno a
chamada “Era pré-antibiética”. Por outro lado, nos ultimos anos, outros planos
focados na pesquisa e desenvolvimento estdo sendo tragados para que novos
agentes cheguem, de fato, ao uso clinico, incluindo um sistema de entrega dos
antibacterianos por nanoparticulas (Baran, Kwiatkowska e Potocki, 2023; Terreni,
Taccani e Pregnolato, 2021; World Health Organization, 2020c).

Moléculas como a evaraciclina, um derivado sintético da tetraciclina;
delafloxacina, uma fluorquinolona; o cefiderocol, que é uma cefalosporina; a
plazomicina, um novo aminoglicosideo; lefamulina, um farmaco semissintético para
pneumonias e combinacdes de B-lactamicos com inibidores da B-lactamase, como o
meropenem com vaborbactam e o imipenem com relebactam sdo exemplos de
novos agentes recentemente aprovados para uso em distintas infeccbes
bacterianas. Ha, ainda, a recente aprovacado de moléculas ja conhecidas e utilizadas
para novas abordagens infeccionais como é o caso da rifamicina que agora pode
ser usada para diarreias causadas por E. coli ndo invasivas. Apesar dessas
conquistas, a necessidade do desenvolvimento de novos agentes antibacterianos é
continua e, visto a evolugao perene dos mecanismos de resisténcia, segue sendo
urgente (Andrei, Droc e Stefan, 2019; Terreni, Taccani e Pregnolato, 2021).

Conforme o ultimo relatério Global antimicrobial resistance and use
surveillance system (GLASS) da OMS (2022), os antibacterianos foram a classe de
antimicrobianos mais consumidas por humanos e, de acordo com os paises que
declararam suas informagdes, apesar do consumo extensivo desses medicamentos,
60% desses, em 2020, foram do grupo considerado eficazes em um extenso
numero de infeccbes comuns tendo um risco relativamente baixo de criar
resisténcia.

Nao obstante, o uso amplo e, por vezes, exacerbado de antibacterianos para
prevencao de doencas no manejo de animais na pecuaria e para a promogao do
crescimento de vegetais na agricultura reverbera no quesito seguranga alimentar
com consequente impacto na saude humana, visto que gera ambientes propicios ao
compartilhamento de genes de resisténcia entre cepas e tornam os animais e

vegetais de consumo veiculos para disseminagao dessas variantes ao ser humano
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(Canica et al., 2019). S. aureus é uma das bactérias mais comuns a serem
veiculadas por alimentos (Hu et al., 2019).

O grupo ESKAPE, composto por Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
e Enterobacter spp., representa o0s principais patdogenos multirresistentes
responsaveis por infecgdes hospitalares graves e de dificil tratamento. Sua
importancia clinica decorre da elevada capacidade de adquirir e disseminar genes
de resisténcia, da adaptacado eficiente a ambientes hostis e da associagdo com
elevadas taxas de morbidade, mortalidade e custos em saude. Esses
microrganismos figuram como modelos emblematicos da crise atual da resisténcia
antimicrobiana, visto que frequentemente escapam da acgdo dos antibidticos
convencionais, comprometendo a eficacia terapéutica (Miller e Arias, 2024).

Além de sua relevancia epidemioldgica global, os ESKAPE séo reconhecidos
como alvos prioritarios para pesquisa e desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. A emergéncia de clones de alto risco e a rapida disseminagao de
determinantes de resisténcia, como carbapenemases e mecanismos de tolerancia a
multiplas classes de antibidticos, reforgam a necessidade urgente de alternativas ao
arsenal tradicional. Nesse contexto, o estudo do grupo ESKAPE ndo apenas ilustra
os desafios enfrentados no controle das infecgdes bacterianas resistentes, mas
também orienta a formulacdo de politicas de vigilancia, o uso racional de
antimicrobianos e o investimento em terapias inovadoras capazes de conter a
ameaca crescente da resisténcia bacteriana (Miller e Arias, 2024).

Por estarem associadas as colonizagdes hospitalares de ardua erradicacgao,
a variante resistente a meticilina de S. aureus, MRSA, e a variante resistente a
vancomicina dos Enterococcus sp., VRE, permanecem incluidas em nivel de alta
prioridade na lista da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos (World Health Organization, 2024). A elevada capacidade de
persisténcia no ambiente hospitalar e a ampla disseminagao por contato direto ou
superficies contaminadas tornam sua erradicacdo um desafio substancial para o
controle de infecgdes. Além disso, a limitacdo de opcdes terapéuticas eficazes

frente a essas cepas multirresistentes agrava o prognostico dos pacientes e
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contribui para o aumento da morbidade, mortalidade e custos hospitalares
(Tacconelli et al., 2018; Terreni, Taccani e Pregnolato, 2021).

S. aureus possui a capacidade de se adaptar as condicbes adversas e
desenvolver resisténcia multipla quando exposta a diferentes antibacterianos. Na
década de 1940, S. aureus apresentou sua primeira resisténcia. As infeccoes
causadas por esse microrganismo ndo estavam sendo mais debeladas quando
tratadas com penicilina. As linhagens de S. aureus resistentes a penicilina (PRSA)
produziam uma enzima lactamase que hidrolisava o anel B-lactamico da penicilina.
A penicilinase surgiu como resultado de uma mutag&o no gene blaZ que pode estar
localizado no cromossomo ou em um plasmideo. Em 1959, iniciou-se o uso da
meticilina na intencdo de se conseguir tratar infeccbes causadas por PRSA, visto
que sua estrutura quimica, por possuir uma fracdo arila maior perto do anel B-
lactdmico, diminui a agao da penicilinase. Porém, ja em 1961 surgiram relatos de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA). Diferente da resisténcia a penicilina, na
resisténcia a meticilina ndo ha hidrélise do anel B-lactamico inativando o composto.
Nos MRSA ha uma modificacdo do alvo do medicamento que gera a incapacidade
dos B-lactamicos combaterem as infecgdes (Craft et al., 2019; Michalik, Podbielska-
Kubera e Dmowska-Koroblewska, 2025).

O mecanismo de resisténcia dos MRSA esta ligado a modificagdes nas PBPs
que sao codificadas pelo gene mecA. Essa modificagcdo gera a presenca da PBP2a
que faz com que a meticilina e os compostos penicilinase-resistentes tenham baixa
afinidade pelo local de ligagdo na parede celular da bactéria deixando, assim, de
serem efetivos (Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022).

Os MRSA apresentam uma resisténcia instrinseca aos B-lactdmicos, mas
também podem apresentar resisténcia a outras classes de antibacterianos como
aos macrolideos, aminoglicosideos, as tetraciclinas, fluoroquinolonas, entre outros
(Figura 5). Em S. aureus, por exemplo, o mecanismo de resisténcia aos
macrolideos, lincosaminas e estreptograminas mais comum é a modificagdo do alvo
do antibidtico através da enzima adenilil-N-metiltransferase, codificada pelo gene
erm. A resisténcia as fluorquinolonas € causada pela mutagdo nos genes gyrA e
gyrB, parC e are que expressam a sintese das subunidades das enzimas

topoisomerases |l (girase) e VI, alvos das fluoroquinolonas, culminando na redugao
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da sensibilidade aos farmacos. O mecanismo mais comum na resisténcia aos
aminoglicosideos é a sintese de transferases que modificam a estrutura do farmaco,
sendo a mais importante a acetilfosfotransferase de dois dominios
AAC(6")-le/APH(2")-la, codificada pelo gene aacA-aphD (Brdova, Ruml e Viktorova,
2024; Michalik, Podbielska-Kubera e Dmowska-Koroblewska, 2025; Mlynarczyk-
Bonikowska et al., 2022).

Todo o contexto levou a um maior uso do glicopeptideo vancomicina como
farmaco de escolha para infecgbes por MRSA que ainda permanecia susceptivel a
esse farmaco. Contudo, o uso massivo da vancomicina conduziu a evolugéo de S.
aureus através da aquisi¢cado do cluster de genes vanA que alteram a estrutura da
parede celular bacteriana reduzindo a afinidade da vancomicina. Ao final da década
de 1990 surgiu o fendtipo de S. aureus intermediario a vancomicina (VISA)
culminando, em 2002, em linhagens de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA)
(Craft et al., 2019; Michalik, Podbielska-Kubera e Dmowska-Koroblewska, 2025).

As bombas de efluxo sdo proteinas transmembrana, classificadas conforme
suas especificidades nas familias ABC (ATP Binding Cassette), MFS (Major
Facilitator Superfamily), MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), SMR
(Small Multidrug Resistance), RND (Resistance Nodulation and Cell Division) e
PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux), presentes em células
eucariotas e/ou procariotas que desempenham a fungdo de expelir substancias
toxicas a célula. Em bactérias, funcionam como um mecanismo de defesa
contribuindo para a resisténcia a multiplos antibidticos. Varias bombas de efluxo
relacionadas a resisténcia a medicamentos em S. aureus foram caracterizadas tais
quais as TetK, MsrA, NorA, NorB, NorC, MdeA, SepA, MepA, SdrM, LmrS, QacA/B,
gacC, QacG, QacH, QacJ e Smr. MsrA é uma bomba de efluxo para marcolideos
como a eritromicina; MepA e NorA conferem resisténcia a fluoroquinolonas
hidrofilicas como o ciprofloxacino e norfloxacino; TetK causa a extrusdo de
tetraciclinas; LmrS concede resisténcia a linezolida e o cloranfenicol (Sinha,
Aggarwal e Singh, 2024; Sousa, de et al., 2024).

Atualmente, a terapia clinica antibacteriana contra infec¢gdes por MRSA conta
com novos antimicrobianos como as cefalosporinas de quinta geragao (ceftarolina e

ceftobiprole), com as oxazolidinonas, com os lipoglicopeptideos de amplo espectro
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(dalbavancina, oritavancina e telavancina) e antibioticos glicopeptideo-cefalosporina
(Michalik, Podbielska-Kubera e Dmowska-Koroblewska, 2025). No entanto, como o
histérico nos mostra, ha uma grande possibilidade de evolugdo genética com
surgimento de linhagens resistentes aos novos antibacterianos apontando para a

real necessidade do desenvolvimento continuo de compostos antimicrobianos.

Figura 5. Mecanismos moleculares de resisténcia em Staphylococcus aureus.
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Os enterococos apresentam resisténcia intrinseca a cefalosporinas,
aminoglicosideos, lincosamidas e estreptograminas. A transferéncia e aquisicao de
elementos genéticos moveis esta associada a infegdes resistentes e contribui para a
adquisicdo de mecanismos de resisténcias adicionais. Além disso, muitos [-
lactdmicos ndo matam os enterococos comprometendo ainda mais a terapia. A
tolerancia inerente a acdo dos B-lactdmicos esta relacionada a existéncia de um
gene cromossémico especifico dos enterococos, o pbp5, que codifica uma PBP de
classe B com baixa afinidade de ligagdo a ampicilina e as cefalosporinas. Ademais,
foram identificados enterococos que expressaram uma B-lactamase, porém foram
raros os casos identificados. A terapia combinada entre aminoglicosideos e -
lactdmicos resultou em sinergia se tornando o tratamento padrdo para infecgdes
enterocoécias no final dos anos 1970. Porém, em meados da década de 1980, na

Europa e Estados Unidos, a resisténcia aos aminoglicosideos, em especial a
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vancomicina, foi reportada em enterococos. Essa resisténcia foi atribuida a
aquisicdo de um fator de resisténcia transmitido por plasmideo e levantou um
alarme, pois seria a eliminagdo de um tratamento de ultima linha. Os VRE agora
estdo mundialmente difundidos com até 80% dos isolados de E. faecium resistentes
em alguns hospitais (Fiore, Tyne e Gilmore, 2019; Miller, Munita e Arias, 2014).

O mecanismo de resisténcia central do VRE é codificado pelo operon van e
esta conectado a alteragbes na via de sintese do peptidoglicano em que ha a
substituicdo de D-Alanina-D-Alanina por D-Alanina-D-Lactato ou por D-Alanina-D-
Serina (Figura 6). Essas alteragbes reduzem a afinidade de ligacdo do
antibacteriano pela parede celular em 1000 e 7 vezes, respectivamente (Ahmed e
Baptiste, 2018).

A daptomicina demonstrou eficacia contra VRE, porém, ao longo dos
tratamentos foram observados o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco,
limitando seu uso. Foi verificado que amostras resistentes apresentaram mutacdes
em varios genes que afetam a composicédo e carga da membrana celular, incluindo
a cls (cardiolipina sintase), a gdpD (glicerofosforil-diéster-fosfodiesterase) e liaF
(componente de resposta de deteccdo de estresse). A linezolida, o primeiro
composto oxazolidinona aprovado pelo FDA, teve sua introdu¢do no uso clinico
caracterizada pelo rapido surgimento de VRE (em 2001 nos Estados Unidos e em
2002 no Reino Unido) que também desenvolveram resisténcia a linezolida (LRE).
Essas linhagens apresentaram uma mutagdo G2576U na subunidade do RNA
ribossdémico 23S como também no gene optrA descoberto recentemente. Na
Tailandia, um isolado resistente a linezolida demonstrou ter adquirido a
metiltransferase cfr de forma plasmidial, levando a metilagédo da posicao A2503 no
rRNA 23S causando alta resisténcia a linezolida. Uma outra opgao ao tratamento de
VRE é a glicilciclina tigeciclina. Apesar do sucesso no seu uso para tratar infec¢des
por VRE, emergiram-se linhagens de E. faecium e E. faecalis resistentes ao
composto. Foram encontradas mutagdes em bombas de efluxo associadas a
resisténcia a tigeciclina, além de mutagbes na subunidade rpsJ da proteina

ribossémica (Figura 6) (Ahmed e Baptiste, 2018; Fiore, Tyne e Gilmore, 2019).
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Figura 6. Mecanismos moleculares de resisténcia em Enterococcus faecalis.
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Linhagens emergentes de enterococos multirresistentes levantam um sério
nivel de preocupacgdo, visto que vém ampliando seu perfil de resisténcia e
desenvolvendo resisténcia a antibidticos de todas as classes que foram introduzidas
na pratica até agora, deixando opgodes limitadas de tratamento (Goh et al., 2017).

A RAM continua sendo umas das 10 maiores preocupagcdes mundiais, pois
mesmo a medicina moderna depende de antimicrobianos efetivos. Persiste em ser
um problema de saude publica global revelando-se, também, como uma

adversidade socioeconémica (World Health Organization, 2022).

3.5 Produtos naturais e semissintéticos

Os produtos naturais englobam uma grande variedade de entidades quimicas
com amplo espectro de atividades bioldgicas. Apesar das plantas ocuparem uma
tradicional e larga posi¢ao dentre os produtos naturais, ndo sdo as unicas fontes
dessa classe para a extracdo de compostos bioativos. Minerais, animais marinhos,
venenos e microrganismos como bactérias e fungos destacam-se como origens de
farmacos de alto sucesso terapéutico (Beutler, 2019; Katz e Baltz, 2016).

A descoberta da penicilina, um metabdlito de fungos do género Penicillium,
em 1928, por Alexander Fleming; o isolamento da gramicidina do sobrenadante da

cultura de Bacillus brevis por René Dubos e a exploragdo de peptideos
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antimicrobianos produzidos por actinobactérias do solo por Selman Waksman
constituiram o inicio de uma era de pesquisas sendo cruciais para o
prosseguimento de descobertas e selegdo de novos agentes microbianos
considerada como a “Era de ouro dos antibiéticos” (Katz e Baltz, 2016; Thomford et
al., 2018; Wright, 2017).

Trés quartos dos antibacterianos disponiveis sdo provenientes de produtos
naturais, os quais dominam o catalogo antibiético existente. Desses, a maior parte
provém de produtos do metabolismo secundario microbiano. A linha sucessoria
historica desses agentes expde a importancia da natureza como origem material.
No entanto, no decorrer da historia, derivados semissintéticos também guarneceram
os arsenais a partir de produtos naturais ja constituidos (Jackson, Czaplewski e
Piddock, 2018; Wright, 2017).

Dentro da complexidade de substancias que os produtos naturais
apresentam, a tecnologia cientifica vem ajudando no discernimento, isolamento e
purificacdo das moléculas que exibem perfis potenciais de acéo terapéutica para
que possam ser, se desenvolvidas, utilizadas na clinica médica na solugao de
doencas. Grande parte de exitosos medicamentos foi produzida e/ou sintetizada a
partir de compostos provenientes de produtos naturais. Ademais, produtos naturais
sdo um dos principais contribuintes para a descoberta de tratamentos eficazes na
resolucdo dos desafios globais de saude para alcancar as metas de
desenvolvimento na area (Beutler, 2019; Thomford et al., 2018).

A diversidade de grupos funcionais, as variagbes de posicionamentos dos
substituintes e a quiralidade constituem caracteristicas estruturais que conferem aos
compostos naturais um papel central como fontes valiosas de conhecimento
quimico e farmacologico. O avango das ferramentas modernas de descoberta de
farmacos permitem que os usos tradicionais de moléculas naturais sejam
ressignificados no contexto da quimica medicinal contemporanea, possibilitando a
pesquisa e investigacdo de novas vias de transdugdo e mecanismos de acgao
associados (Ribaudo, 2023).

Nao obstante a importancia e o sucesso dos produtos naturais como fonte de
substancias antibacterianas, o desenvolvimento de medicamentos alicercado em

tais produtos, por vezes, ndo consegue fornecer um retorno sustentavel, seja ao
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meio ambiente, seja ao financiador (Jackson, Czaplewski e Piddock, 2018).
Apontando para a resolutividade desse entrave, surge a busca por produzir
diferentes substancias com a sintese de compostos para triagens de bioatividade e,
posteriormente, urge a “Era gendmica” que, pautada na biossintese de produtos
naturais permite a fusdo, combinacédo e substituicdo de genes de biossintese de
substancias naturais para formar novos produtos hibridos. As falhas dessas
tentativas na descoberta de novos compostos e novos alvos antibacterianos,
impulsionaram o interesse para o retorno de pesquisas voltadas aos produtos
naturais (Jackson, Czaplewski e Piddock, 2018; Katz e Baltz, 2016).

Entretanto, melhoramentos quimico-estruturais por semissintese como no
caso da azitromicina, minociclina, amoxicilina e plazomicina, mostraram-se
valorosos, ultrapassando, inclusive o numero de antibacterianos sintéticos de uso
clinico (Wright, 2017). A combinac&o de fragmentos derivados de produtos naturais
a outros produtos naturais podem conduzir moléculas a alvos terapéuticos que, a
partir de uma biossintese natural, seriam inacessiveis, fornecendo a possibilidade
de explorar um espaco quimico com relevancia a uma agao biologica (Karageorgis
etal., 2021).

3.6 Acido p-cumarico (pCoA) e p-cumarato de 4-clorobenzila (pC4C)

O acido cumarico, um dos derivados hidroxilados do acido cinamico, é
encontrado na natureza sob trés formas isoméricas: acido o-cumarico, m-cumarico
e p-cumarico, sendo este ultimo o isbmero mais abundante. Esses compostos
pertencem a classe dos compostos fendlicos, um grupo relevante de metabdlitos
secundarios amplamente distribuidos em plantas superiores (Ferreira et al., 2019).

O pCoA, com féormula molecular CsHsO3, também conhecido como acido 4-
hidroxicinamico, € um acido fendlico com varias finalidades comerciais importantes
dentro das industrias farmacéutica, nutracéutica, de materiais e quimica, visto que
esse metabdlito € um precursor para a sintese de numerosos derivados. pCoA tem
massa molecular 164,16 g/mol e ponto de fusdo de 211,5 °C. Se apresenta como
um po cristalino verde-amarelado com baixa solubilidade em &agua e boa
solubilidade em solventes organicos como o etanol e o dimetilsuféxido (Ferreira et
al., 2019; Li et al., 2018).
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Em experimentos in vivo, o pCoA exibiu rapida absorc¢do intestinal (tmax, 10
min; Cmax, 165.7 £ 31.0 mmol/L) sendo eliminado com ti, de 15,9 minutos (Konishi,
Hitomi e Yoshioka, 2004). Um outro estudo demostrou que a absor¢ao do pCoA néao
€ exclusiva intestinal, mas que todos os outros o6rgéos digestivos participam desse
processo farmacocinético. Esse mesmo estudo mostrou que o composto é removido
do plasma com excregao renal, sendo recolhido na urina (Garrait et al., 2006). O
conjunto de suas propriedades farmacocinéticas, aliadas a baixa toxicidade levaram
o pCoA a ser amplamente utilizado em diversos meios industriais, incluindo o de
alimentos e o farmacéutico (Ferreira et al., 2019).

Entre varios outros atributos, o pCoA apresenta caracteristicas
antimicrobianas atribuidas, principalmente, a sua habilidade em romper a
membrana celular bacteriana e de interagir com o DNA, interferindo em fungdes
celulares essenciais e exercendo atividade bactericida. Esses efeitos ja foram
observados contra bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, e Gram-
negativas, como Escherichia coli e Proteus mirabilis. (Lou et al., 2012; Zulkarnain et
al., 2020).

Devido as suas pequenas concentragdes encontradas nos vegetais, a
extragdo do pCoA é custosa e ineficiente e sua sintese quimica produz substancias
toxicas e condicbes nado propensas, nao sendo favoravel nem sustentavel ao
ambiente. Todavia, tendo o desenvolvimento biossintético como aparato
tecnologico, a elaboracdo de fenilpropanoides microbianos representa uma 6tima
abordagem para produgdo de novos compostos medicamentosos. O pCoA é um
produto natural bioativo que pode ser formado partindo da desaminagdo nao
oxidativa da /tirosina catalisada por tirosina amoénia liase ou partindo da
desaminagao da /-fenilalanina por fenilalanina aménia liase seguida da hidroxilagao
catalisada por cinamato-4-hidroxilse, sendo uma substancia relevante para a
producdo de uma variedade de componentes proveitosos, como flavonoides,
polifendis, cumarinas, estilbenos, lignanas e polimeros materiais (Cui et al., 2020). E
€ a partir desse composto que o pC4C ¢ sintetizado.

O p-cumarato de 4-clorobenzila (pC4C), composto derivado do pCoA, ja foi
submetido a ensaios para avaliacdo de suas agbes antienzimatica e antifungica.

Nos testes de atividade antienzimatica o pC4C foi avaliado frente a
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Acetilcolinesterase (AChE), indispensavel na degradacdo da acetilcolina, e a
Butirilcolinesterase (BuChE), que desempenha um papel mais secundario na
hidrélise deste mesmo neurotransmissor. A inibicao da enzima AChE foi de 56,36%
+ 2,27 com ICs = 87,31 + 2,76 uM e da BuChE foi de 75,17% * 1,81 com ICs =
19,08 £ 0,70 pM, demonstrando que o pC4C tem uma boa atividade inibitéria,
principalmente frente a BuChE (Lopes, 2022).

A atividade antifungica do pC4C foi testada frente a linhagens padréo
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) Candida albicans CBS 562 com CIM
7,81 yg/mL (27,05 pM) e CFM 7,81 pg/mL (27,05 uM), Candida krusei CBS 573 com
CIM 15,62 pg/mL (54,09 pM) e CFM 15,62 pg/mL (54,09 uM) e Candida tropicalis
CBS 94 com CIM 15,62 pg/mL (54,09 uM) e CFM 15,62 pg/mL (54,09 pM).
Considerando a relagdo CFM/CIM < 4, o pC4C apontou atividade fungicida sobre
todas as linhagens testadas. Em outro estudo, o pC4C foi testado frente a 16
linhagens de Candida de variadas espécies, sejam C. albicans, C. krusei (Pichia
kudriavzevii), C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. rugosa, C. lusitaniae, C.
utilis, C. guilliermondii e C. parapsilosis apresentando atividade antifungica sobre
todas as espécies testadas, com valores de CIM e CFM que variaram entre 3,9
Mg/mL (13,54 uM) e 65,51 ug/mL (217,01 yM) e com razdo CFM/CIM indicando
acao fungicida sobre as linhagens pesquisadas com agédo sobre a membrana celular
fungica indicada por experimentos com o sorbitol e o ergosterol (Lopes, 2022; Melo
etal., 2024).

Demonstrado o potencial da molécula, destacando-se sua acgao
antimicrobiana contra espécies fungicas, o estudo sobre outras espécies
microbianas, como as bactérias, conduz um melhor entendimento de suas
propriedades para serem usadas em beneficio humano. Sua promissora atividade
sobre outras células microbianas ensejam mais testes para entregar ainda mais

confiabilidade ao composto em futuros ensaios clinicos.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Locais de pesquisa

A preparacao e obtencdo da molécula de estudo ocorreu no Laboratorio de
Quimica Farmacéutica (LQF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob a
coordenacgao da Prof. Dr. Damiao Pergentino de Sousa.

Os experimentos de atividade antimicrobiana e de lise celular, bem como o
preparo e tratamento as amostras para os ensaios de investigagdo dos mecanismos
de acéo foram realizados no Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo
Celular (LAFECC) da Universidade Federal da Paraiba, sob a coordenagéo do Prof.
Dr. Ricardo Dias de Castro.

As avaliagbes toxicoldgicas in vitro e in vivo foram realizadas na Faculdade
de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo
(FOP/UNICAMP), sob a coordenagao do Prof. Dr. Pedro Luiz Rolasen. As predicdes
toxicoldgicas in silico foram conduzidas de forma auténoma.

As analises in silico (docking e dindmica molecular) foram realizadas no
Laboratério de Quimioinformatica da Universidade Federal da Paraiba, sob a
coordenacgao do Prof. Dr. Marcus Tullius Scotti e as predigdes farmacocinéticas in
silico foram realizadas de maneira autbnoma.

As pesquisas do modo de agdo do composto ocorreram no Instituto Aggeu
Magalhdes — Fundacdo Oswaldo Cruz localizado na Universidade Federal de
Pernambuco (FIOCRUZ/UFPE); no Laboratério de Oncofarmacologia da
Universidade Federal da Paraiba, sob a supervisdo do Prof. Dr. Juan Carlos Ramos
Gongalves; no Laboratério de Vigilancia Molecular Aplicada (LAVIMAP) da Escola
Técnica de Saude da Universidade Federal da Paraiba (ETS-UFPB) sob a
coordenagao da Prof. Dr. Jodo Felipe Bezerra como também no Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri

(URCA-CE) sob a coordenacéo do Prof. Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho.
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4.2 Linhagens celulares

As linhagens padrdao de Staphylococcus aureus NCTC 12981, Klebsiella
pneumoniae NCTC 9633, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
NCTC 13373 e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) NCTC 13809 foram
obtidas da National Collection of Type Cultures (NCTC). Os perfis de resisténcia aos
antimicrobianos das linhagens MRSA NCTC 13373 e KPC NCTC 13809 estao
descritos nos apéndices A e B deste trabalho, respectivamente.

As linhagens padrdo Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonela enterica subsp.
enterica sevovar Typhymurium ATCC 14028 foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC).

Além destas, foram utilizados isolados das linhagens Staphylococcus aureus
K2068 e Staphylococcus aureus 1199B.

As linhagens bacterianas foram criopreservadas em glicerol 15-25% (ACS
Cientifica® Sumaré, Brasil), utilizando-se frascos criogénicos de 2 mL (NEST
Biotechnology Co., Ltd.) e armazenadas a -80 °C em ultrafreezer (Indrel Scientific®
IULT -86° 335D-590).

Para o ensaio de citotoxicidade, a linhagem celular fibroblastica utilizada foi
obtida do banco de células HGF-1 (ATCC CRL-2014). As larvas de Galleria
mellonella, utilizadas no ensaio de toxicidade sistémica, foram criadas no
Laboratério de Farmacologia da Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo,

Brasil.

4.3 Antimicrobianos e reagentes

Os antimicrobianos utilizados foram vancomicina (ABL® Ltda., Sdo Paulo,
Brasil), polimixina (Jodas Expoim® Pvt. Ltd., Telangana, india), norfloxacino e
ciprofloxacino (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA). Os meios de cultura
empregados incluiram o Caldo e o Agar Mueller Hinton (CMH/AMH - KASVI®
Laboratorios Ltda., Curitiba, Brasil) e o Caldo e o Agar Brain Heart Infusion
(CBHI/ABHI - KASVI® Laboratérios Ltda., Curitiba, Brasil), além do Agar Heart
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Infusion (HIA, Difco Ltd., Brasil) slants e do Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM).

O dissolvente do composto estudado foi o dimetilsulfoxido (DMSO -
Dindmica® Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba, Brasil) e as para as lavagens
das células foi utilizado tampé&o fosfato salino (PBS) esterilizado a um pH de 7,4.
Outros reagentes incluiram o cristal violeta (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
EUA); o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT - Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA); o laranja de acridina e o iodeto de propideo (LA/IP - Thermo
Fisher®, Rochester, New York, EUA); o brometo de etidio e a resazurina (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); o carbonilcianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP -
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); o kit QlAamp® mini (Qiagen, Alemanha); o
gel de agarose ultra puro (invitrogen™, Massachusetts, EUA) e para a microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) foi usado o fixador de Karnovsky, tetroxido de

6smio + fenck, acetato de uranila, acetona, resina pura e Embed 812.

4.4 Preparacgao quimica e caracterizagao do composto

A uma solugdo de acido p-cumarico (0,2 g; 1,21 mmol) em 14,6 mL de
acetona anidra, foram adicionados 0,65 mL de trietilamina (4,84 mmol) e o haleto
(1,25 mmol). A solugao foi mantida em refluxo sob agitagdo magnética por 48 horas.
O solvente foi parcialmente evaporado sob pressao reduzida, e a extracéo foi
realizada com 20 mL de agua e 3 x 20 mL de acetato de etila. A fase organica foi
lavada com 3 x 10 mL de &gua, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e, em
seguida, o solvente foi evaporado. O residuo obtido foi purificado por cromatografia
em coluna utilizando silica gel 60, com hexano e acetato de etila (8:2) como
eluentes (Figura 7) (Kim et al., 2010).

O composto foi identificado por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier, utilizando um espectrofotdbmetro Agilent Technologies®
Cary 630 FTIR, com pastilhas de brometo de potassio (KBr) e medigdo da
frequéncia em cm™. Além disso, foram realizadas analises por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de préton (*H) e carbono-13 (**C), obtidas em
um sistema VARIAN-NMR-SYSTEM operando a 400 e 100 MHz, respectivamente

(Boeck et al., 2005; Li et al., 2012).
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Figura 7. Representacao da reacgao para a sintese do pC4C.
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Fonte: elaboragao propria (2021).

4.5 Avaliagao da atividade antibacteriana do pC4C

4.5.1 Concentragao Inibitéria Minima (CIM), Concentragcao Bactericida Minima
(CBM) e Concentragao Subletal Maxima (CSM)

A determinagao da CIM e da CBM foi realizada em triplicata ao longo de trés
experimentos independentes utilizando a técnica de microdiluigho em placa,
baseada nas diretrizes do CLSI (2012), com pequenas modificagdes. Em uma placa
de 96 pocos de fundo plano (Wuxi NEST Biotechnology Co., Ltd.), foram
dispensados 100 uL de CMH e adicionados 100 uL de pC4C (composto em teste),
vancomicina ou polimixina (controles positivos), seguidos por diluicbes seriadas na
razao 1:2.

Os in6culos das oito linhagens bacterianas foram previamente cultivados em
BHI e preparados em CMH na escala 0,5 de McFarland, ajustada por
espectrofotometria visivel (722G BioPet technologies™) a A = 625 nm. Em seguida,
suspensdes bacterianas de cada linhagem foram adicionadas ao sistema, atingindo
uma concentracao final de 5 x 10° UFC/mL por pog¢o. Foram reservados pog¢os para
controle de crescimento bacteriano, esterilidade do meio e controle do veiculo do
composto. As leituras foram realizadas apds incubagao (Lucadema Cientifica®
LUCA-81/100) a 37 °C por 24 horas. A primeira concentragdo sem crescimento
bacteriano visivel foi considerada a CIM, enquanto a ultima concentragcdo com
crescimento visivel foi considerada a CSM. Os resultados foram analisados por
estatistica descritiva e expressos como moda.

A partir dos pogos que apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano apés

a leitura da CIM, aliquotas de 20 uL foram retiradas das concentragdes CIM, CIMx2
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e CIMx4 e plaqueadas em AMH. Apéds incubagao a 37 °C por 24 horas, a menor
concentracado na qual nido foi observado crescimento bacteriano, indicando atividade

bactericida, foi considerada a CBM (Parvekar et al., 2020).

4.5.2 Cinética de crescimento bacteriano

Para observar possiveis variagdes no crescimento bacteriano na presenca ou
auséncia de pC4C ao longo do tempo, foram utilizadas placas de 96 pogos de fundo
chato. As linhagens de S. aureus, MRSA e E. faecalis foram inoculadas em CMH na
escala 0,5 de McFarland, contendo pC4C em concentragdes correspondentes aos
seus valores de CIM e CBM.

Como controles de crescimento, as linhagens foram inoculadas apenas em
MHB, e para os controles de esterilidade, utilizou-se apenas MHB nos pogos. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas em um leitor de microplacas BioTek-
EONP®. As leituras de densidade optica (DO) foram determinadas em A = 625 nm em
cada pogo, a cada hora, ao longo do periodo de incubagao de 24 horas, utilizando o
software Gen5 Secure 2.09 (Theophel et al., 2014).

Com base nessas leituras, os dados foram analisados estatisticamente,
permitindo a construgdo de curvas em graficos para melhor visualizagdo dos

resultados.

4.5.3 Cinética de morte bacteriana

A atividade antimicrobiana do pC4C ao longo do tempo foi avaliada por meio
do ensaio Time-Kill (Hu et al., 2019). Nesse ensaio, o microrganismo foi preparado
em CMH, padronizado na escala 0,5 de McFarland e exposto aos tratamentos com
pC4C e vancomicina em concentragdes correspondentes aos seus valores de CIM e
CIMx2 previamente determinados. O experimento foi conduzido em ftriplicata
utilizando placas de 96 pocos de fundo plano com pocos reservados para controle
de crescimento e controle de esterilidade.

Apoés incubacédo a 37 °C por 24 horas foi realizado o plaqgueamento nos
tempos de 0, 4, 8, 12 e 24 horas. Aliquotas de cada pogo foram transferidas para

placas de Petri estéreis contendo AMH e o espalhamento foi realizado com algas de
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Drigalski estéreis. Posteriormente, as placas de Petri foram incubadas a 37 °C por
24 horas para a determinag¢ao das unidades formadoras de colénia (UFC). A analise

estatistica foi realizada para avaliar as variagdes inter e intragrupo.
4.5.4 Teste de agcao combinada

Este ensaio foi conduzido utilizando o Método Checkerboard de acordo com
metodologia proposta por Orhan et al. (2005) com algumas alterag¢des. Inicialmente,
pC4C e vancomicina foram preparados em tubos de microdiluicdo estéreis em
concentragbes variando de CIMx8 a CIM/16 contra E. faecalis ATCC 29212. A
suspensao bacteriana foi preparada em CMH e ajustada a escala 0,5 de McFarland
em A =625 nm.

Em microplacas estéreis, CMH foi adicionado aos pogos. Em seguida, pC4C
foi distribuido verticalmente pela microplaca, enquanto a vancomicina foi adicionada
horizontalmente. Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi adicionada. Os
controles dos compostos foram incluidos individualmente nas respectivas
concentracdes de CIM contra E. faecalis. Pogos foram reservados para controle de
crescimento bacteriano e controle de esterilidade do meio.

A leitura foi realizada apds incubagao a 37 °C por 24 horas, e os resultados
foram obtidos utilizando o indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada (FICI), que
emprega as Concentragdes Inibitérias Fracionadas (FIC) dos compostos isolados e
em combinacgao, calculadas pelas seguintes férmulas matematicas:

FICI=FIC ¢ 4c+FIC ancomicina

IV”Ccombinada F|C MlCcombinada

pC4C vancomicina
M I Cisolada M I Cisolada

O indice foi interpretado conforme os seguintes critérios: FICI < 0,5
sinergismo; 0,5 < FICI < 1,0 = adi¢ao; 1,0 < FICI < 4,0 = indiferente; FICI > 4,0

antagonismo (Herrera et al., 2022).

4.5.5 Ensaio de ruptura do biofilme bacteriano formado

O ensaio avaliou a agao do pC4C sobre o biofilme pré-formado da linhagem

MRSA NCTC 13373. A suspenséao da linhagem teste, preparada em caldo Mueller



59

Hinton duplamente concentrado (2xCMH) e padronizada na escala 0,5 de
McFarland utilizando um espectrofotdmetro visivel, foi adicionada a uma placa de 24
pogos (KASVI® Laboratérios Ltda.). A placa foi entdo incubada a 37 °C por 24 horas.
Apos esse periodo, os sobrenadantes foram removidos e os pogos foram lavados
com tampao fosfato-salino esterilizado (PBS). Em seguida, solugbes de pC4C e
vancomicina preparadas em caldo Mueller Hinton (1xCMH) nas concentra¢des de
CIMx10, CIMx4 e CIM contra MRSA foram adicionadas aos pogos contendo os
biofiimes formados. Também foram realizados controles de esterilidade do meio,
controle do dissolvente do pC4C (DMSO), utilizado a 1%, e controle de viabilidade
da linhagem bacteriana.

Neste ensaio, cada grupo foi conduzido em octuplicata (oito pogos para cada
grupo). O sistema foi incubado a 37 °C por mais 24 horas. Apds o periodo de
incubacdo, a quantificagdo do biofiime foi realizada utilizando o método de
coloragdo com cristal violeta em leitor de microplaca BioTek® Synergy HT a A = 590

nm, utilizando-se o software Gen5 1.10 (Rajasekharan et al., 2017).

4.6 Ensaios de toxicidade

4.6.1 Avaliagao da citotoxicidade sobre fibroblastos FGH

A citotoxicidade foi avaliada em triplicata utilizando o método colorimétrico
MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazdlio]}. A linhagem de
fibroblastos foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 100
Mg/mL de estreptomicina e 200 ug/mL de L-glutamina, sendo mantida em atmosfera
umidificada a 37 °C com 5% de CO..

Os fibroblastos foram semeados em placas de 96 pocos na densidade de
1x108 células por poco e, apdés 24 horas, o meio de cultura foi removido. Em
seguida, as células foram tratadas com pC4C nas concentragdes de 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128 e 256 pg/mL (correspondendo a 3,47; 6,94; 13,89; 27,77; 55,54; 111,09;
222,18; 444,37 e 888,73 uM) por 24 horas em incubadora a 37 °C. Como controle

de crescimento, as células foram incubadas apenas com meio de cultura. O veiculo
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DMSO 0,6% foi avaliado como controle correspondente a maior concentracdo do
composto.

Apds o intervalo de tratamento, os sobrenadantes foram removidos dos
pocos e 200 pL de solugédo de MTT (0,3 mg/mL) foi adicionado. As placas foram
entdo incubadas por 4 horas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,. Apéds a
incubacdo, a solugdo de MTT foi aspirada e 200 pyL de DMSO (100% v/v) foi
adicionado a todos os pogos, seguido de agitagdo por 5 minutos para lise celular e
solubilizacado dos cristais de formazan.

A absorbancia da solucao resultante foi medida utilizando um leitor de ELISA
(ASYS, UVM340, Biochrom, UK) a um comprimento de onda de 470 nm para

determinar a viabilidade celular (Sanches et al., 2019).

4.6.2 Ensaio de toxicidade sistémica em larvas de Galleria mellonella

A avaliagao da toxicidade sistémica do pC4C foi realizada utilizando larvas de
Galleria mellonella, conforme descrito por Wijesinghe et al. (2020). Larvas com peso
entre 200 e 300 mg, sem sinais de melanizagao, foram selecionadas aleatoriamente
e separadas em grupos em placas de Petri (n = 15). Foram testadas nove
concentragbes de pC4C: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 ug/mL (correspondendo a
3,47; 6,94; 13,89; 27,77; 55,54; 111,09; 222,18; 444,37 e 888,73 uM). Uma aliquota
de 10 pyL de pC4C, controle (NaCl 0,9% v/v) ou veiculo DMSO (0,6% vlv,
correspondente a maior concentragcdo do composto testado) foi injetada na
hemocele de cada larva através da ultima pro-pata (proleg) esquerda, utilizando
uma seringa Hamilton (Hamilton, Reno, NV). As larvas foram incubadas a 30°C em
uma incubadora B.O.D. (Solidsteel SSBOD 120L, Piracicaba, SP), e sua
sobrevivéncia foi monitorada em intervalos selecionados por até 72 horas. Larvas

gue nao apresentaram movimento ao toque foram consideradas mortas.
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4.7 Analises in silico

4.7.1 Predig¢oes toxicoldgicas e farmacocinéticas

As previsdes toxicolégicas e farmacocinéticas foram obtidas utilizando as

plataformas virtuais pkCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/) (Pires, Blundell e

Ascher, 2015a) e SwissADME (http://www.swissadme.ch) (Daina, Michielin e Zoete,

2017). Para a utilizagdo das interfaces eletrbnicas dos modelos preditivos, a
estrutura quimica do composto foi convertida para o formato SMILES. A plataforma
OSRA 2.1.4 foi empregada para gerar a conformagédo estrutural no formato

requerido.

4.7.2 Docking molecular

A estrutura bimensional (2D) do pC4C foi construida utilizando o software
Marvin Sketch v.24.1.3 e posteriormente convertida para o formato .sdf. As
moléculas de farmacos controle foram obtidas a partir do banco de dados PubChem

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). As estruturas moleculares foram importadas

para o software Spartan 14 v.1.1.4 para construgdo tridimensional (3D) e para a
minimizac&o de energia, utilizando mecénica molecular e o0 método semiempirico
AM1, com o objetivo de obter as conformacbées mais estaveis. As estruturas
otimizadas resultantes foram entdo utilizadas como entrada para as simulag¢des de
docking molecular realizadas no Molegro Virtual Docker (MVD) 2013 v.6.0.1.

As enzimas-alvo foram obtidas no formato .pdb a partir do Protein Data Bank

(PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). As estruturas das proteinas e dos

ligantes foram preparadas por meio da corregao dos estados de protonacao dos
residuos de aminoacidos, além da remocao de moléculas de agua e cofatores das
estruturas.

Os mecanismos selecionados estdo consolidados na literatura como alvos
importantes na inibicdo de microrganismos e sao cruciais para sua sobrevivéncia,
estando relacionados a membrana celular, parede celular e ao DNA. As proteinas

envolvidas em processos bacterianos essenciais incluiram as enzimas
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fosfatidilglicerol fosfato sintase (PgsA) (PDB: 7DRJ), DNA ligase dependente de
NAD" (PDB: 3JSN) e a proteina ligadora de penicilina 4 (PBP4) (PDB: 6BSR).

Para o estudo de fatores relacionados a resisténcia antimicrobiana mediados
por bombas de efluxo MepA e NorA, suas estruturas foram obtidas a partir da

plataforma AlphaFold (Disponivel em: https://alphafold.ebi.ac.uk; Acesso em: 30 de

margo de 2025), correspondendo a: proteina exportadora de multiplas drogas MepA
(AF-Q8NYBO0-F1-v4) e proteina de resisténcia a quinolonas NorA (AF-POAOQJ7-F1-
v4).

A preparagcdo dos modelos obtidos na plataforma AlphaFold foi realizada
previamente por meio da visualizagao e verificacdo da estrutura tridimensional no
software PyMol 2.0 (Schrddinger, LLC, 2016), com o objetivo de assegurar a
integridade estrutural. Hidrogénios ausentes foram adicionados utilizando a
ferramenta PyRX (Dallakyan e Olson, 2015). Em seguida, a proteina foi submetida a
minimizagao de energia utilizando o GROMACS 2024.1 (Spoel et al., 2024), com o
campo de forca AMBER99SB-ILDN (Lindorff-Larsen et al., 2010), a fim de aliviar
possiveis tensdes estruturais. Foram realizadas 2000 etapas de minimizagao
utilizando o método do gradiente conjugado, mantendo a estrutura principal fixa
para preservar sua conformagao nativa.

Nos alvos que apresentavam ligantes co-cristalizados, foram criados moldes
para demarcar o sitio ativo, sendo realizado previamente o processo de validagao
da enzima por meio de redocking, com a avaliagdo dos valores de RMSD (Root
Mean Square Deviation). A identificagdo do sitio ativo também foi baseada nos
residuos criticos descritos para a regidao ativa no artigo de referéncia do PDB, além
da utilizagdo de ferramentas de predicdo de bolsbes moleculares, como a
plataforma intuitiva Protein Plus (Disponivel em: https://proteins.plus/help/tutorial;
Acesso em: 10 de margo de 2025) (Gandhi et al., 2024).

O procedimento de docking foi realizado utilizando uma grade com raio de 15

A e resolucgéo de 0,30 A, de forma a abranger adequadamente os sitios de ligagdo
macromoleculares. Os demais parametros seguiram as configuragbes padrao
fornecidas pelo pacote do software (Fungédo de escore: MolDock Score; Avaliagao
do ligante: Internal ES, Internal Hbond, Sp2-Sp2 Torsions, todos verificados; Numero

de execucgodes: 30; Algoritmo: MolDock SE; Numero maximo de interacbes: 1500;


https://proteins.plus/help/tutorial
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Tamanho maximo da populagdo: 50; Numero maximo de etapas: 300; Fator de
distdncia entre vizinhos: 1,00; Numero maximo de poses retornadas: 5).
As interagdes foram visualizadas no software Discovery Studio Visualizer
v20.1.0.19295 - BIOVIA (Acesso em: 2 de abrii de 2025;

https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download).

4.7.3 Dinamica molecular

As simulagdes de dinamica molecular (DM) foram realizadas utilizando o
software GROMACS 2023.1 (Abraham et al., 2015; Berendsen, Spoel, van der e
Drunen, van, 1995; GROMACS Development Team, 2023). A topologia do ligante foi
gerada por meio da plataforma Automated Topology Builder (ATB) v. 3.0, utilizando o
campo de forcga GROMOS 43a1 (Malde et al., 2011; Stroet et al., 2018), enquanto a
topologia da proteina foi construida no GROMACS com o campo de forca
GROMOS96 54a7. Para a solvatagdo, foi empregado o modelo de agua SPC
(Bondi, 1964), com adicado de ions CI” e Na* para neutralizagédo do sistema.

Apds a minimizacdo de energia, o sistema foi equilibrado a 300 K sob
condicbes de numero constante de particulas, volume e temperatura (conjunto
NVT), utilizando o algoritimo V-rescale por 100 ps, seguido pelo equilibrio de
pressdao a 1 atm sob numero constante de particulas, pressdo e temperatura
(conjunto NPT), com o uso do algoritimo de Parrinello-Rahman por mais 100 ps
(Lemkul, 2019). A simulacéo totalizou 100 ns (50 milhdes de passos). A estabilidade
estrutural e a flexibilidade do sistema foram avaliadas por meio das analises de
desvio quadratico meédio (RMSD) e flutuacdo quadratica média (RMSF),
respectivamente, juntamente com a avaliagdo das energias de interacdo de
Coulomb e Lennard-Jones. Os graficos foram gerados no software Grace (Grace

Development Team, http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/).
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4.8 Identificagcdao do modo de agcao do pC4C

4.8.1 Ensaio de integridade de membrana e viabilidade bacteriana

MRSA NCTC 13373, S. aureus NCTC 12981 e E. faecalis ATCC 29212
cultivadas e colhidas em fase logaritmica foram ajustadas a uma densidade de 1,5 x
10® UFC/mL, tratadas com pC4C e vancomicina em suas respectivas concentragdes
de CIM para as diferentes linhagens e incubadas a 37 °C por 3 h. Os grupos sem
tratamento foram utilizados como controle negativo e os grupos tratados com
vancomicina como 0s grupos controle positivos. As suspensdes bacterianas foram
centrifugadas a 5000 g por 5 min (Rotina 380R, Hettich®, North Rhine-Westphalia,
Alemanha). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram marcados com
iodeto de propideo (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA) 10 ug/mL no
escuro (Hu et al., 2019). Em seguida, as amostras preparadas foram analisadas por
microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) (DMi8, Leica® Microsystems,
Mannheim, Alemanha) usando um comprimento de onda de excitagdo de 552 nm e
um comprimento de onda de emissao nas faixas de 639-701 nm (TCS SP8, Leica,
Alemanha) através do software LAS X 3.5.5.19976 (Jonkman et al., 2020). Foram
conduzidos dois experimentos independentes em duplicatas, sendo capturadas
imagens de campos aleatdrios por amostra. A fluorescéncia foi mensurada

utilizando o software ImagedJ 1.54g.

4.8.2 Avaliagao de alteragcoes morfolégicas por MET

Bactérias em fase exponencial (MRSA NCTC 13373 e E. faecalis ATCC
29212) cultivadas em caldo BHI foram padronizadas por espectrofotometria a 1,5 x
10® UFC/mL e tratadas com pC4C e vancomicina em suas respectivas CIM para
cada linhagem bacteriana por 3 h a 37 °C. Grupos nao tratados foram processados
como controle. Em seguida, as células foram peletizadas por centrifugacdo e
ressuspensas em PBS com pH de 7,4 por trés vezes. Entdo, os pellets bacterianos
foram fixados com fixador Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4,0% +
tampé&o cacodilato 0,1 M), lavados em tampéao cacodilato 0,1M e pés-fixados com

0OS04 + fenck 1:1 (tetréxido de 6smio 1% + cloreto de célcio 2 mm + ferrocianeto de
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potassio 0,8% em tampao cacodilato 0,1 M) por 1 h. Depois disso, as bactérias
foram lavadas em agua destilada, levadas a contrastacdo com uranila 2,5% por 40
minutos e desidratadas com acetona em séries de 30% (20 min.), 50% (20 min.),
70% (overnight), 90% (20 min.) e 3x100% (20 min.). Apds isso, procedeu-se a
infiltracdo com acetona e resina Embed 812 (1:1 e 1:2) e resina pura e, entéo,
seguiu-se para o emblocamento por 72 h a 60 °C. Se¢des ultrafinas (70 nm) foram
cortadas usando um ultramicrétomo (Leica EM UC7). As amostras foram analisadas
em um microscoépio eletrénico de transmissao (MET) (FEI Tecnai G2 Spirit Biotwin)
operando a tensdo de 20 kV a 120 kV com imagens adquiridas com uma cémera
CCD MegaView Olympus 2K e Eagle 4K, processadas pelo software para captura
de imagens Tecnai Imaging & Analysis (TIA) da FEI (Lau et al., 2018).

4.8.3 Ensaio de lise celular

pC4C foi avaliado com base na sua propriedade de causar lise nas células
das linhagens bacterianas testadas. Para isso, foi utilizado espectrofotometria
visivel. Os indculos bacterianos foram padronizados a uma densidade de 1,5 x 108
UFC/mL e tratados com pC4C nas suas respectivas CIM de cada linhagem
bacteriana por 24 h a 37° C. As células também foram tratadas com vancomicina
nas suas CIM como controle positivo enquanto que as células nao tratadas foram
utilizadas como controle negativo. Também foram realizados o controle do
dissolvente (DMSO) para cada linhagem e o controle de esterilidade do meio. Em
seguida, foi determinada a DO600 nm de cada grupo (722G BioPet technologies ™).

Ensaio realizado em triplicata (Lima et al., 2021).

4.8.4 Analise da atividade antibiofilme por MCVL

MRSA NCTC 13373 preparada em caldo Mueller Hinton duplamente
concentrado (2xCMH) e padronizada a uma densidade de 1,5 x 10® UFC foi
adicionada a placas confocais de cultura celular com fundo de vidro (WHB®
Scientific, China). Apds incubagao a 37°C por 24 horas, os sobrenadantes foram
removidos e as placas lavadas em PBS com pH 7,4 esterilizado. Em seguida os

biofilmes de MRSA formados foram tratados com pC4C e vancomicina de acordo
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com suas CIM, CIMx4 e CIMx10. As placas foram incubadas novamente a 37°C por
mais 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram removidos e as placas lavadas
em PBS com pH 7.4 esterilizado (Rajasekharan et al., 2017). Posteriormente, os
biofilmes foram marcados com a coloracado dupla de laranja de acridina e iodeto de
propideo (LA/IP) (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA) 10 yg/mL no escuro
por 3 minutos e analisados por MCVL (DMi8, Leica Microsystems, Mannheim,
Alemanha) usando um comprimento de onda de excitagdo de 488 e 552 nm e um
comprimento de onda de emissao nas faixas de 510-541 e 639-701 nm (TCS SPS8,
Leica, Alemanha) através do software LAS X 3.5.5.19976 (Jonkman et al., 2020).

4.8.5 Analise do efeito do composto sobre o DNA

Cultivo bacteriano de E. faecalis padronizado a aproximadamente 102
UFC/mL foi tratado com pC4C a 16 pg/mL, correspondendo a CIM previamente
determinada para essa linhagem, e incubado por 3 h a 37 °C. O DNA bacteriano foi
extraido imediatamente apos os tratamentos das células utilizando o kit QlAamp®
mini (Qiagen GmbH, Alemanha). Em seguida, as solu¢gbes de DNA extraido foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% com coloragédo de brometo de
etidio e visualizado em um transiluminador ultravioleta, bem como a analise
espectroscopica em um comprimento de onda de 260 nm. Células tratadas com
DMSO (Dinamica® Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba, Brazil) a 0,5% foram
usadas para avaliar possivel interferéncia do veiculo nos resultados do ensaio.
Células néo tratadas foram utilizadas como controle negativo (Misba, Zaidi e Khan,

2017). O experimento foi realizado em triplicata.

4.9 Modulagao a resisténcia bacteriana

4.9.1 Ensaios de Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

No ensaio de concentracdo inibitéria minima as células das linhagens S.
aureus K2068 e S. aureus 1199B foram colhidas apds o crescimento bacteriano em
HIA a 37 °C por 24 h. Os in6culos padronizados na escala 0,5 de McFarland

(aproximadamente 10® UFC/mL) foram preparados na proporgdo 1:9 com CBHI,



67

sendo transferidos 100 puL dessas solugcbes para cada cavidade em placas de
microdiluicdo de 96 pocgos. Apds essa etapa, foram realizadas as microdiluicdes dos
compostos pC4C, brometo de etidio (EtBr), ciprofloxacino, norfloxacino e do inibidor
carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
EUA) a partir de 1024 pg/mL utilizando-se 100 yL de cada composto até as
penultimas cavidades (1:1). As ultimas cavidades foram reservadas para os
controles de crescimento. As placas, entado, foram incubadas a 37 °C por 24 h para
a realizacdo da leitura das CIMs. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas (Freitas ef al., 2024).

4.9.2 Avaliagao da inibicdo de bombas de efluxo MepA e NorA pelo método

do brometo de etidio

O crescimento bacteriano das linhagens S. aureus K2068 e S. aureus 1199B
cultivados em HIA slants e mantido a 37 °C por 24 h foram utilizados para a
preparacdo e padronizacdo dos inéculos de acordo com a escala 0,5 McFarland
(aproximadamente 108 UFC/mL). pC4C, em concentragdo sub-inibitéria (CIM/8), e
CCCP foram adicionados aos inoculos bacterianos. Em seguida, 100 uL dos
conteudos foram transferidos para placas de 96 pocos onde o EtBr foi microdiluido
em concentragdes que variaram de 1024 ug/mL a 0,5 pg/mL. As ultimas cavidades
foram utilizadas para os controles de crescimento. Apds 24h foram adicionados de
20 L resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA) para a realizagdo da leitura das placas por visualizagdo de mudanga
de cor do meio. A leitura da mudanga de cor do meio de azul para vermelho indica a
presenca de crescimento bacteriano e a permanéncia em azul a auséncia de
crescimento. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas (Almeida, de et
al., 2024).

4.9.3 Anadlise da atividade modulatéria de pC4C sobre a resisténcia

antibiotica

Os in6culos das linhagens S. aureus K2068 e S. aureus 1199B foram

preparados e padronizados em uma densidade de aproximadamente 1,5 x 10°
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UFC/mL. O pC4C foi adicionado na concentracao equivalente a sua CIM/8 frente as
linhagens testadas e o CCCP foi usado como controle positivo. Em uma placa de 96
pocos foram adicionados 100 pL das solu¢des de cada tratamento e em seguida
cada antibidtico (ciprofloxacino e norfloxacino) foi adicionado aos pogos em
concentracdes entre 1024 yg/mL e 0,5 pyg/mL. As placas de microtitulagdo foram
incubadas a 37 °C por 24 h e, entdo, 20 yL de resazurina (0,01% p/v em agua
destilada esterilizada) foram adicionados a cada pogo para constatar o crescimento
bacteriano pela mudancga de coloragcado. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas (Almeida, de et al., 2024).

410 Tratamento de dados e analise estatistica

Os dados obtidos foram organizados por categorias em um banco de dados
utilizando-se o software LibreOffice Calc 7.4. Para a analise estatistica descritiva e
analitica dos dados, bem como para a produgdo dos graficos foi empregado o
software estatistico GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). Os resultados
considerados significativos foram os que apresentaram um nivel de confianca de
95% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Preparagao quimica e caracterizagao do composto

O pCA4C foi obtido por meio de uma reacao de esterificagao entre o acido p-
cumarico e um haleto. A estrutura quimica foi confirmada por RMN de 'H e "C,
além de espectroscopia no infravermelho (FTIR), conforme previamente reportado
(Kim et al., 2010).

Ao final de sua sintese, o pC4C apresentou-se como uma molécula pura, na
forma de sodlidos amorfos brancos; rendimento de 30,84% (217 mg, 0,75 mmol);
P.F.: 111-112 °C. Rf = 0,62 (hexano/AcOEt [8:2]); IV vmax (KBr, cm™): 3414 (O-H),
3049 (C-H sp?), 2893 (C-H sp?), 1697 (C=0), 1632 (C=C), 1600 e 1440 (C=C), 1280
e 1166 (C-0O), 550,4 (C-Cl). RMN de "H (400 MHz, CDCl,): 6H 7,67 (d, J = 15,96 Hz,
H=1); 7,41 (d, J = 8,56 Hz, H=2); 7,33-7,35 (m, H=4); 6,85 (d, J = 8,56 Hz, H=2);
6,35 (d, J = 15,96 Hz, H=1); 5,21 (s, H=2). RMN de **C (100 MHz, CDCls): 167,8;
158,4; 145,7; 134,6; 134,3; 130,3; 129,7; 128,9; 126,9; 116,1; 114,7; 65,7 (Melo et
al., 2024). Os dados de sintese do composto foram cedidos pelo prof. Damiao

Pergentino/lUFPB e os espectros obtidos encontram-se no anexo A deste trabalho.

5.2 Avaliagao da atividade antibacteriana do pC4C

5.2.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentragao Bactericida Minima
(CBM) e Concentragao Subletal Maxima (CSM)

Conforme apresentado na Tabela 1, o composto pC4C apresentou atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas com CIMs variando de 8 (27,77 uM)
a 16 pg/mL (55,54 uM). As CBMs corresponderam ao dobro dos valores de CIM,
variando de 16 (55,54 uM) a 32 ug/mL (111,09 pM). As CSMs foram de 4 pg/mL
(13,87 uM) para S. aureus e S. aureus resistente a meticilina, e 8 pg/mL (27,77 uM)
para E. faecalis. O composto ndo apresentou atividade significativa contra bactérias
Gram-negativas, com CIMs acima do limite de detecgdo da concentragao utilizada

no experimento (> 512 yg/mL; > 1777,5 uyM) para todas as linhagens testadas.
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A vancomicina, utilizada como controle positivo para bactérias Gram-
positivas, apresentou CIMs entre 2 (1,38 uM) e 4 ug/mL (2,76 uM), com CBM e
CSM de 8 ug/mL (5,52 uM) e 1 pg/mL (0,69 uM), respectivamente, para S. aureus e
S. aureus resistente a meticilina, e 32 ug/mL (22,08 uM) e 2 pg/mL (1,38 pM),
respectivamente, para E. faecalis. A polimixina, utilizada como controle positivo para
bactérias Gram-negativas, apresentou CIMs abaixo do limite de deteccdo da
concentracdo utilizada no experimento, sendo < 4 ug/mL (< 2,88 uM) para K.
pneumoniae e K. pneumoniae produtora de carbapenemase, 4 ug/mL (2,88 pM)

para P. aeruginosa e 8 ug/mL (5,77 uM) para E. coli e S. typhimurium.

Tabela 1. Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e
Concentragdo Subletal Maxima (CSM) do p-cumarato de 4-clorobenzila, vancomicina e polimixina
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactérias Gram-positivas

p-Cumarato de 4-clorobenzila Vancomicina
Cepa CIM CBM CSM CIM CBM CSM
ug/mL (uM) ug/mL (uM)  pg/mL (uM)  pg/mL (UM)  pg/mL (uM)  pg/mL (uM)
SA 8 (27,77) 16 (55,54) 4(13,87) 2(1,38) 8 (5,52) 1 (0,69)
MRSA 8 (27,77) 16 (55,54) 4 (13,87) 2(1,38) 8 (5,52) 1(0,69)
EF 16 (55,54) 32 (111,09) 8 (27,77) 4 (2,76) 32 (22,08) 2 (1,38)
Bactérias Gram-negativas
p-Cumarato de 4-clorobenzila Polimixina
Cepa CIM CBM CSM CIM CBM CSM
pg/mL (uM) pg/mL (M) pg/mL (UM) pg/mL (M) pg/mL (UM) pg/mL (uM)
PsA >512 (>1777,5)  -— 4288 -
EC >512 (>17775)  -— 8,77y —
ST >512 (>1777,5)  -— - 85,77 -
KP >512 (>1777,5)  -— <4(<288) -
KPC >512 (>1777,5)  -—-— <4(<288) - e

Bactérias Gram-positivas: SA: Staphylococcus aureus NCTC 12981, MRSA: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina NCTC13373; EF: Enterococcus faecalis ATCC 29212. Bactérias
Gram-negativas: PsA: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; EC: Escherichia coli ATCC 25922;
ST: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028; KP: Klebsiella
pneumoniae NCTC9633; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase NCTC 13809.

Fonte: elaboracao prépria (2023).
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O DMSO, solvente utilizado na preparagcado da solugdo do composto, nio
interferiu no crescimento bacteriano. Os controles de crescimento e esterilidade
também foram validados.

Dessa forma, o composto pC4C demonstrou potencial antibacteriano
promissor, evidenciando sua propriedade de inibir o crescimento de bactérias Gram-
positivas em baixas concentracdes, além de apresentar efeito bactericida ao dobro

de sua CIM contra as linhagens testadas.

5.2.2 Cinética de crescimento bacteriano

Os resultados deste experimento estado representados em graficos (Figura 8),
os quais ilustram o grau de crescimento bacteriano registrado em intervalos de
tempo pré-determinados por meio de curvas de crescimento.

O pC4C inibiu o crescimento de todas as cepas testadas a partir da primeira
hora do contato inicial, tanto na concentragéo correspondente a CIM como na CBM
para cada cepa respectiva. Para E. faecalis, o tratamento na CBM foi mais eficaz na
supressao do crescimento bacteriano em comparagdo ao tratamento na CIM ao
longo de todo o periodo estudado. Os controles de viabilidade validaram o
experimento ao demonstrarem crescimento bacteriano ao longo do tempo, conforme
indicado nos graficos.

Quando comparados aos controles de viabilidade, os tratamentos
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p < 0,0001), confirmando
os resultados previamente determinados de CIM e CBM em relagdo a sua acao

antibacteriana.
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Figura 8. Curvas de crescimento microbiano das linhagens Enterococcus faecalis ATCC 29212 (a),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) NCTC 13373 (b) e Staphylococcus aureus
NCTC 12981 (c) sob a agdo do pC4C. Os resultados sdo apresentados como média + DP de trés
experimentos independentes realizados em triplicata (ANOVA one-way seguida pelo pds-teste de
Tukey, p < 0,0001 para todos os grupos).
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Fonte: elaboragao propria (2023).
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5.2.3 Cinética de morte bacteriana

A curva de eliminagdo temporal (time-kill curve) (Figura 9) demonstrou o
tempo necessario para a eliminagdo do microrganismo tratado com os compostos
pC4C e vancomicina. Na presenga de pC4C na concentragdo de 27,77 uM,
correspondente a CIM, o crescimento de MRSA foi inibido, porém o composto ndo
eliminou o microrganismo dentro de 24 horas de exposi¢do. No entanto, na
concentracao de 55,54 uM (CIMx2), correspondente a CBM, o pC4C eliminou com
sucesso o MRSA em 24 horas de contato, confirmando seu efeito bactericida.

A vancomicina, em ambas as concentra¢des avaliadas de 1,38 uM e 2,76 yM
(CIM e CIMx2), apresentou um comportamento semelhante, inibindo o crescimento
de MRSA nas primeiras horas e eliminando-o dentro de 24 horas. O controle de
crescimento validou o experimento ao demonstrar a densidade bacteriana em
UFC/mL desde o inicio da incubacdo até o desenvolvimento do crescimento
bacteriano nos intervalos estudados.

Figura 9. Mensuracgdo do tempo de morte microbiana da linhagem Staphylococcus aureus resistente
a meticilina NCTC13373 sob a agédo do pC4C. Os resultados sdo apresentados como média + DP de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata (ANOVA one-way seguida pelo pos-teste

de Tukey, p < 0,0001, exceto para pC4C 8 pg/mL vs. controle em 0 h e pC4C 16 pg/mL vs.
vancomicina 4 pg/mL em 24 h).
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Fonte: elaboragao propria (2023).
A analise estatistica indicou diferengas significativas em todos os pontos

temporais entre todos os grupos (p < 0,0001), exceto no tempo zero ao comparar o

grupo tratado com a concentracédo de CIM de pC4C com o controle de crescimento,
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e em 24 horas ao comparar o grupo tratado com a concentragao de CIMx2 de pC4C

com o grupo tratado com a concentragédo de CIMx2 de vancomicina.

5.2.4 Teste de acao combinada

Os dados obtidos no ensaio estdo representados na Tabela 2. A FIC do
pC4C calculada resultou em 1,0, enquanto que a FIC da vancomicina resultou em
0,5. Quando combinado a vancomicina o pC4C manteve estabilidade em sua
concentracado de CIM, indicando auséncia de modificacdo devido a combinacdo. A
vancomicina quando associada ao pC4C teve seu valor de CIM contra E. faecalis
ATCC 20212 reduzida pela metade, demonstrando uma melhora decorrente da
associacdo. Com base nesses desses resultados, a FICI foi calculada obtendo-se o

valor de 1,5 classificando essa associacdo como indiferente.

Tabela 2. indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (FICI) apés a combinacdo entre pC4C e
vancomicina sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Concentragao Inibitéria

Compostos Fracionada
p-Cumarato de CIM combinada = 16 pg/mL (55,54 uM) FICA = 1
4-clorobenzila CIM isolada = 16 ug/mL (55,54 uM)

o CIM combinada = 2 pg/mL (1,38 uM)
Vancomicina FICs=0,5

CIM isolada = 4 pg/mL (2,76 uM)
FICA+ FICs=1,5
FiCl (Indiferente)
Sinergismo: FICI < 0,5; Adigao: 0,5 < FICI £ 1,0; Indiferente: 0,5 < FICI < 4; Antagonismo: > 4
Fonte: Elaboragéo propria (2023).

5.2.5 Ensaio de ruptura do biofilme bacteriano formado

O efeito da disrupcéo do biofilme formado por MRSA pelo pC4C (Figura 10)
demonstra que todas as concentragdes testadas apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em comparagao ao controle de crescimento (p <
0,0001), com reducgdes do biofilme de aproximadamente 33% a 8 pg/mL (27,7, uM
correspondente a CIM), 71% a 64 pug/mL (222,1 uM, correspondente a CIMx4) e
73% a 80 pg/mL (277,7 uM, correspondente a CIMx10). Também indica que nao

houve diferenca significativa entre as duas maiores concentragdes, sugerindo que, a
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partir da concentragdo de 222,18 uM, a molécula atinge seu potencial maximo de
destrui¢ao do biofilme.

O mesmo fenGmeno descrito acima ocorre com a vancomicina com
percentuais variaveis de reducdo do biofiime: 65% a 2 pg/mL (1,38 uM,
correspondente a CIM), 83% a 8 pg/mL (5,52 uM, correspondente a CIMx4) e 84%
a 20 pyg/mL (13,8 uM, correspondente a CIMx10). As maiores concentragcdes de
vancomicina (5,52 e 13,80 uM) nao apresentaram diferengcas estatisticamente
significativas em relagao a concentracdo mais alta de pC4C (277,7 uM).

Figura 10. Efeito inibitério do pC4C e vancomicina sobre o biofiime de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) NCTC 113373. Os resultados s&o apresentados como média + DP de

trés experimentos independentes. Todos os grupos foram comparados entre si. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (ANOVA one-way seguida pelo pos-teste de Tukey, p < 0,05).
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R : L, : . 3 20 pg/mL (13,80 uM)
‘cc' pC4C " Vancomicina

Fonte: elaboragéo propria (2023).

5.3 Ensaios de toxicidade

5.3.1 Avaliacao da citotoxicidade sobre fibroblastos FGH

Para avaliar se o composto pC4C exerce efeitos citotdoxicos sobre
fibroblastos, foi realizado o ensaio de viabilidade celular (MTT) por 24 horas.
Conforme demonstrado na Figura 11, as concentragbes variando de 3,47 a 27,77
MM (1 a 8 pg/mL) e o veiculo ndo afetaram a viabilidade celular em comparagéo ao
controle (p > 0,05). A concentragao de 55,54 uM (16 pg/mL) reduziu a viabilidade
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celular em 25%, enquanto concentracées a partir de 111,09 pM (32 pg/mL)
reduziram a viabilidade em mais de 60% (p < 0,05).

A citotoxicidade do pC4C ¢ diretamente proporcional a sua concentragéo,
com as maiores redugdes na viabilidade celular observadas em concentragdes mais
elevadas. De acordo com a norma ISO 10993-5 (2009), o composto apresenta
baixos efeitos citotdxicos em concentragdes de até 55,54 uM (16 ug/mL). A partir da
concentracdo de 111,09 uyM (32 ug/mL), demonstra efeitos citotdxicos sobre a
linhagem celular testada.

Figura 11. Porcentagem de viabilidade celular em fibroblastos gengivais humanos (FGH). Os FGH

foram tratados com meio de cultura (M); pC4C nas concentragbes de 3,47, 6,94, 13,89, 27,77, 55,54,

111,09, 222,18, 444,37 e 888,73 uM (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 yg/mL) e com o veiculo DMSO

(0,6%). A viabilidade dos fibroblastos foi determinada pelo método de MTT apds 24 horas de

tratamento. Os resultados sao expressos como média + desvio padrao, n = 4. Todos os grupos foram

comparados entre si e letras diferentes indicam diferencga estatistica (ANOVA one-way seguida pelo
pos-teste de Tukey, p < 0,05).
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Fonte: elaboragéo propria (2023).

5.3.2 Ensaio de toxicidade sistémica em larvas de Galleria mellonella

No intuito de avaliar a toxicidade sistémica do composto, foi realizado o
modelo utilizando larvas de Galleria mellonella. Conforme demonstrado na Figura
12, pC4C nas concentragdes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL (3,47, 6,94,
13,89, 27,77, 55,54, 111,09, 222,18 e 444,37 uyM), assim como o veiculo DMSO

(0,6%), ndo demonstraram efeitos toxicos sobre as larvas de G. mellonella, mesmo
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apos um periodo de observagédo de 72 horas, em comparagdo com o controle (p >
0,05). Somente na maior concentragdo testada, 256 ug/mL (888,73 uM), o pC4C
apresentou efeitos tdxicos, apds 48h, reduzindo a populagdo de larvas em
aproximadamente 10%.

Figura 12. Toxicidade sistémica de pC4C em modelo de larvas de Galleria mellonella. As larvas
receberam tratamento com pC4C nas concentragdes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 pg/mL (3,47,
6,94, 13,89, 27,77, 55,54, 111,09, 222,18, 444,37 e 888,73 uM) e veiculo DMSO (0,6%), sendo os

sinais especificos verificados até 72 horas apds o tratamento. O teste foi submetido a curva de
sobrevivéncia (p < 0,05, teste de log-rank).
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Fonte: elaboracao prépria (2023).

5.4 Analises in silico

5.4.1 Predigoes toxicolégicas e farmacocinéticas

A identificacdo de potenciais problemas toxicolégicos por meio de uma
abordagem in silico utilizando modelos preditivos € uma estratégia para antecipar
falhas no desenvolvimento de farmacos (Pires, Blundell e Ascher, 2015a). A analise
realizada com o pkCSM forneceu parametros de toxicidade, conforme resumido na
Tabela 3. Foram conduzidos os testes no modelo AMES, hepatotoxicidade,
sensibilizagdo dérmica, potencial inibitério dos canais de potassio codificados pelos
genes hERG | e ll, avaliagdo em Tetrahymena pyriformis e Flathead minnow, além
da determinagdo da Dose Maxima Recomendada Tolerada (MRTD), apresentando

resultados promissores, com excecgao do teste em Flathead minnow.
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Tabela 3. Dados toxicoldgicos in silico estimados pela plataforma pkCSM.

Nome do modelo Valor previsto (Categérico/Numérico)
Toxicidade AMES Nao
Hepatotoxicidade Nao
Sensibilizagdo dérmica Nao
Inibidor hERG | Nao
Inibidor hERG |l Nao
Toxicidade em T. pyriformis 2,255
Toxicidade em F. minnow -0,511
MRTD 0,809

Fonte: elaboragao propria (2024).

Uma das limitagbes no desenvolvimento de novos medicamentos s&o as
falhas no processo da farmacocinética (Isyaku, Uzairu e Uba, 2020). O pC4C foi
avaliado com base em predigdes farmacocinéticas determinadas pelas plataformas
computacionais incluindo a avaliacdo fisico-quimica e as etapas do processo
farmacocinético (ADME - absorg¢ado, distribuicdo, metabolismo e excregédo). O
composto se mostrou efetivo para administracdo por via oral seguindo os 5
parametros da regra de Lipinski, com probabilidade de 92,318% de absor¢ao pelo
trato gastrointestinal (TGl) e distribuicdo (logPS = -1.431 > -2) no sistema nervoso
central (SNC) (Figura 13). Adicionalmente, ndo se mostrou um possivel inibidor nem
substrato para a glicoproteina de permeabilidade (gP-) e apresentou um baixo
volume de distribuicao em estado estacionario (VDss). Também foi previsto que o
composto inibisse isoformas especificas do citocromo P450 (CYP450 - CYP1AZ2,
CYP2C19, CYP2C9), embora ndo servisse como substrato para outras, além de

nao formar substrato para a Organic Cation Transporter 2 (OCT2).



79

Figura 13. Representagido da absorgao gastrointenstinal e penetragao cerebral do p-cumarato de 4-
clorobenzila (pC4C) pelo modelo Boiled-Egg. BHE (Barreira hematoencefélica); AGI (Absorcao
gastrointestinal); gP (Substrato de proteina de permeabilidade G + ou -).
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Fonte: elaboragéo propria via SwissADME adaptado (2024).

5.4.2 Docking molecular

Simulagdes de docking molecular foram realizadas para avaliar a
probabilidade de interacdo do composto pC4C com alvos relacionados a atividade
antimicrobiana. Antes da realizacdo das simulagbes de docking molecular, foi
realizado o procedimento de redocking com o objetivo de validar se o programa esta
posicionando as poses corretamente e se ha diferengas estruturais entre o ligante e
sua pose mais estavel. Essa métrica foi avaliada pelo valor de RMSD (Root Mean
Square Deviation), sendo considerado um valor limite de até 2 A. O alvo avaliado
pelo redocking correspondeu a enzima relacionada ao mecanismo de parede celular
proteina de ligacao a penicilina 4 (PBP4) (PDB: 6BSR), visto que este € o unico alvo
que apresenta um ligante cocristalizado, que corresponde a penicilina G, sendo o
valor de RMSD correspondente a 0,242 validando a metodologia utilizada. A Tabela
4 apresenta os valores de energia de ligacdo do composto pC4C segundo o

algoritmo de pontuagdo MolDock para os alvos em estudo.
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Tabela 4. Valores de energia de ligagdo (kJ.mol"') do composto pC4C com os alvos em estudo,
segundo o algoritmo MolDock Score.

Compostos PgsA DNA ligase PBP4 MepA NorA
pC4C -113.343 -105.397 -70.920 -123.85 -108.877
Controle -102.591 -101.643 -108.045 -86.926 -93.487

Legenda: O menor valor de energia esta destacado em negrito.

Os resultados demonstram que o composto pC4C apresentou valores
negativos para todos os alvos em estudo, revelando interagao, e que sua pose mais
estavel demonstrou valores menores quando comparado aos compostos controle
em estudo para os alvos relacionados a membrana através da enzima
fosfatidilglicerol fosfato sintase (PDB: 7DRJ), ao alvo relacionado ao DNA através
da enzima DNA ligase dependente de NAD® (PDB: 3JSN) e aos fatores de
resisténcia relacionados as bombas de efluxo MepA e NorA. As Figuras 14 a 18
demonstram as interacdes moleculares do composto pC4C com os alvos em
estudo.

Para PgsA, um alvo relacionado a membrana, observou-se que o composto
pC4C apresentou a menor energia, correspondendo a -113,343 kJ.mol™" (Tabela 4),
enquanto o composto controle cerulenina obteve valores de pontuagao
correspondentes a -102,591 kJ.mol". A Figura 14 mostra que as interagbes do
composto pC4C com o alvo relacionado a membrana ocorreram nos grupos mais
volumosos da estrutura (anéis benzénicos), e observou-se que o composto
estabeleceu interagdes criticas para a manutencdo da atividade enzimatica, como
as interagbes hidrofébicas 1r-alquila (linha tracejada em rosa claro) dos residuos
Lisina 135 (Lys135) e Alanina 64 (Ala64) (Yang et al., 2021).

Para o dominio de adenilagdo do alvo relacionado ao processo de replicagao
do DNA, a DNA ligase dependente de NAD+, observou-se que o composto pC4C
apresentou a menor energia correspondendo a -105,397 kJ.mol" (Tabela 4),
enquanto o composto controle levofloxacino obteve valores de pontuagao
correspondentes a -101,643 kJ.mol™". A Figura 15 demonstra que as interagdes do
composto pC4C com o alvo estudado incluiram, além dos grupos volumosos,
interagbes no grupo éster central, e observou-se que o composto também

estabeleceu interagdes criticas para a manutencéo da atividade enzimatica, como a
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interacdo hidrofobica do tipo alquila (linha tracejada em rosa claro) dos residuos
Leucina 80 (Leu80) com o grupo clorobenzeno (Han, Chang e Griffor, 2009).
Figura 14. Interagbes 2D dos compostos pC4C (a) e do controle positivo cerulenina (b) com o alvo

PgsA. Residuos: Lys (Lisina), Pro (Prolina), Leu (Leucina), Asn (Asparagina), Ala (Alanina), Asp
(Acido Aspartico) e Val (Valina).
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Fonte: elaboragéo propria (2025).
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Figura 15. Interagbes 2D dos compostos pC4C (a) e do controle positivo levofloxacino (b) com o alvo
DNA ligase dependente de NAD®. Residuos: Ser (Serina), Met (Metionina), Leu (Leucina), Tyr
(Tirosina), Val (Valina), Arg (Arginina), Thr (Treonina), Pro (Prolina), Asp (Acido Aspartico), Arg
(Arginina), GIn (Glutamina) e Phe (Fenilalanina).
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Para a PBP4, alvo relacionado a parede celular, observou-se que o ligante da
PDB, penicilina G, apresentou a menor energia correspondendo a -108,045 kJ.mol”,
enquanto o composto pC4C apresentou valores de pontuagédo correspondentes a -
70,920 kJ.mol" (Tabela 4). A Figura 16 demonstra que as interagdes do composto
pC4C com o alvo relacionado a parede celular ocorreram nos grupos mais
volumosos da estrutura (anéis benzénicos), e no grupo éster central, e observou-se
que o composto estabeleceu uma interagao critica para a manutencao da atividade
enzimatica, como é o caso da interacdo carbono-hidrogénio (linha tracejada em
verde claro) através do residuo de Treonina 622 (Thr622) (Moon et al., 2018).

Observou-se uma probabilidade de modulacido da bomba de efluxo MepA
uma vez que o composto pC4C apresentou valores de pontuagao correspondentes
a -123,85 kJ.mol"', demonstrando uma maior afinidade quando comparado ao
composto controle CCCP (-86,926 kJ.mol") (Tabela 4). Além disso, observou-se a
ocorréncia de interagdes criticas (Figura 17) que estdo presentes no sitio ativo desta
estrutura, como a interagdo no grupo halogénio (linha tracejada em azul) através do
residuo Alanina 161 (Ala161) e a interagcao carbono-hidrogénio (linha tracejada em
verde claro) através do residuo Metionina 291 (Met291) (Schindler et al., 2013).

Observou-se também probabilidade de modulagdo da bomba de efluxo NorA,
pois o composto pC4C apresentou valores de pontuagdo correspondentes a -
108,877 kJ.mol™', demonstrando maior afinidade quando comparado ao composto
controle CCCP (-93,487 kJ.mol™") (Tabela 4). Em relagéo as interagdes moleculares
do composto pC4C com o alvo relacionado a regido codificada da bomba de efluxo
NorA (Figura 18), foram observadas interagées carbono-hidrogénio (linha tracejada
em verde claro) com o grupo éster através dos residuos Triptofano 274 (Trp274),
sendo esta interacdo também observada no composto controle CCCP e duas
interagbes através do residuo Phe 271. Interagdes hidrofébicas foram visualizadas
no grupo clorobenzeno, sendo observadas duas interacbes -1 em forma de T
(linha tracejada em rosa escuro) através dos residuos Tirosina 278 (Tyr278) e
Fenilalanina 262 (Phe 262) também observadas no CCCP e quatro interacdes
alquila e Tr-alquila (linha tracejada em rosa claro) através dos residuos Isoleucina
304 (1le304), Metionina 308 (Met308), Fenilalanina 254 (Phe254) e Tirosina 278
(Tyr278) (Brawley et al., 2022).



84

Figura 16. Interagdes 2D dos compostos pC4C (a) e do controle positivo penicilina G (b) com o alvo
proteina de ligagdo a penicilina 4 (PBP4). Residuos: Glu (Acido Glutdmico), GIn (Glutamina), Thr
(Treonina), Tyr (Tirosina), Val (Valina), Ser (Serina), Asn (Asparagina), GIn (Glutamina), Thr
(Treonina) e Gly (Glicina).
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Fonte: elaboragéo propria (2025).
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Figura 17. Interagdes 2D dos compostos pC4C (a) e do controle positivo CCCP (b) com a bomba de
efluxo alvo MepA (da familia MATE, em Staphylococcus aureus). Residuos: Gin (Glutamina), Glu
(Acido Glutamico), Met (Metionina), Phe (Fenilalanina), Pro (Prolina), Arg (Arginina), Val (Valina) e
Ala (Alanina), Ser (Serina) e Thr (Treonina).
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Figura 18. Interagdes 2D dos compostos pC4C (a) e do controle positivo CCCP (b) com a bomba de
efluxo alvo NorA. Residuos: Tyr (Tirosina), Phe (Fenilalanina), Met (Metionina), lle (Isoleucina), Trp

(Triptofano), Gly (Glicina) e Ser (Serina).
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5.4.3 Dinamica molecular

Simulagdes de Dinamica Molecular (DM) tém sido conduzidas com o objetivo
de investigar o comportamento de moléculas ao longo do tempo e fornecer
informacdes detalhadas sobre seus movimentos, interagdes e estabilidade em nivel
atbmico. Essa abordagem & amplamente utilizada para avaliar a estabilidade de
complexos proteina-ligante, bem como para estimar a energia livre de ligagao
(Aghajani et al., 2022).

A Figura 19 apresenta os perfis de RMSD (Root Mean Square Deviation) dos
complexos formados com os compostos em estudo. Essa métrica avalia a média
das diferengas nas posi¢cdes dos atomos de carbono alfa (Ca) da proteina ao longo
da simulagdo, em comparacdo a uma estrutura de referéncia (geralmente a
estrutura inicial ou uma estrutura experimental, como as disponiveis no PDB)
(Fukutani et al.,, 2021). Os resultados indicaram maior estabilidade para os
complexos envolvendo a enzima PgsA, um alvo associado a membrana, quando
complexados com o ligante pC4C (linha vermelha), que apresentou menores
valores de RMSD em comparagao ao composto controle (linha verde) (Figura 19a).
Esses dados sugerem que o pC4C tem maior propriedade de permanecer ligado ao
sitio ativo da proteina mesmo na presenca de solventes e diante de variacbes
bruscas de temperatura e pressao, o que foi observado nas métricas relacionadas
ao valor de RMSD do complexo relacionado ao ligante (Figura 20a-c), uma vez que
os valores de RMSD do ligante para o pC4C permaneceram consistentemente
menores do que aqueles observados para os controles positivos em todos os alvos

estudados.
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Figura 19. Desvio Quadratico Médio - Proteina (RMSD-Proteina) do Carbono-a. Proteina: (A) Enzima
da membrana celular: PgsA,; (B) Enzima envolvida na replicacao do DNA: DNA ligase dependente de
NAD+; (C) Enzima da parede celular: PBP4. Complexo: proteina (linha preta); composto pC4C (linha
vermelha) e controle positivo (linha verde).
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Fonte: elaboragéo propria (2025).
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Figura 20. Desvio Quadratico Médio - Ligante (RMSD-Ligante) do Carbono-a. Proteina: (A) Enzima
da membrana celular: PgsA,; (B) Enzima envolvida na replicacao do DNA: DNA ligase dependente de
NAD+; (C) Enzima da parede celular: PBP4. Complexo: composto pC4C (linha vermelha) e controle

positivo (linha verde).
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Fonte: elaboragéo propria (2025).
A avaliacdo do empacotamento estrutural da proteina através da analise do
raio de giro (Figura 21), revelou pequenas flutuagcdes nos valores desta métrica,
com sobreposi¢ao de algumas trajetérias para todos os alvos em estudo, indicando

a ocorréncia de mudangas conformacionais discretas durante a simulagao.
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Figura 21. Raio de giro. Proteina: (A) Enzima da membrana celular: PgsA; (B) Enzima envolvida na
replicagdo do DNA: DNA ligase dependente de NAD+; (C) Enzima da parede celular: PBP4.
Complexo: proteina (linha preta); composto pC4C (linha vermelha) e controle positivo (linha verde).
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Fonte: elaboracao propria (2025).

A andlise RMSF (Root Mean Square Fluctuation) (Figura 22), que quantifica a
fluidez e a variagdo de cada atomo (geralmente os atomos de Ca da estrutura
principal da proteina) em torno de sua posicdo média ao longo da simulagéo
(Martinez, 2015; Shukla e Tripathi, 2020), demonstrou que flutuagées maiores que
0,3 nm sao indicativas de alta flexibilidade ou possiveis transicbes conformacionais
e estas foram observadas nos alvos relacionados a mecanismos de membrana e
parede celular. Para o alvo de membrana, PgsA (PDB: 7DRJ), as maiores

flutuagbes foram identificadas nos residuos Metionina 1 (Met1), Fenilalanina 58
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(Phe58), Tirosina 62 (Tyr62), Arginina 65 (Arg65), Lisina 66 (Lys66), Leucina 157
(Leu157) e Arginina 186 (Arg186). Dentre estes, os residuos Arg65 e Phe58,
localizados no sitio ativo, podem estar associados a potenciais alteragbes
conformacionais importantes para a interagdao ligante-proteina. Para o alvo
relacionado a parede celular, PBP4 (PDB: 6BSR), flutuagdes significativas foram
observadas nos residuos Treonina 259 (Thr259), Lisina 260 (Lys260), Treonina 284
(Thr284), Acido Glutamico 286 (Glu286), Acido Aspartico 287 (Asp287), Isoleucina
288 (1le288), Acido Glutamico 289 (Glu289), Lisina 290 (Lys290), Glutamina 316
(GIn316) e Acido Aspartico 317 (Asp317). E importante ressaltar que esses residuos
nao fazem parte do sitio ativo da enzima, indicando que tais flutuagdes ocorrem em
regides periféricas ou estruturais.

Figura 22. Raiz Quadratica Média de Flutuagcdo (RMSF). Proteina: (A) Enzima da membrana celular:
PgsA; (B) Enzima envolvida na replicagdo do DNA: DNA ligase dependente de NAD+; (C) Enzima da

parede celular: PBP4. Complexo: proteina (linha preta); composto pC4C (linha vermelha) e controle
positivo (linha verde).
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Fonte: elaboragao propria (2025).
As Tabelas 5 a 7 apresentam as contribuigdes das energias de Coulomb e
Lennard-Jones para os complexos analisados. Em todos os alvos estudados, as

interacbes Coulombicas foram as principais responsaveis pela energia total de
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interagcdo. O pC4C apresentou valores de energia Coulomb mais negativos em
comparagao aos compostos controle, com -241,229 kJ/mol (pC4C) versus -102,851
kJ/mol (controle positivo) para o alvo de membrana, -258,000 kd/mol (pC4C) versus
-26,676 kJ/mol (controle positivo) para o alvo relacionado a replicagédo do DNA e -
301,038 kd/mol (pC4C) versus -124,426 kJ/mol (controle positivo) para o alvo de
parede celular. Esses resultados indicam uma interacao eletrostatica mais favoravel

entre o pC4C e os respectivos alvos (Mehta e Levin, 2019).

Tabela 5. Contribuigbes das energias de Coulomb e Lennard-Jones para os compostos em estudo
com a enzima alvo da membrana celular: PgsA.

Composto Energia de Coulomb (kJ.mol™) Energia de Lennard-Jones (kJ.mol™)
pC4cC -241.229 -96.147*
Controle -102.851 -97.673

Legenda: A energia mais baixa é destacada em negrito e a energia do composto de teste é
destacado em negrito com um asterisco quando seus valores de energia estdo préximos aos do
composto de controle.

Tabela 6. Contribuigcbes das energias de Coulomb e Lennard-Jones para os compostos em estudo
com a enzima alvo envolvida na replicacdo do DNA: DNA ligase dependente de NAD+.

Composto Energia de Coulomb (kJ.mol™) Energia de Lennard-Jones (kJ.mol")
pC4acC -258.000 -113.223
Controle -26.676 -190.275

Legenda: A energia mais baixa é destacada em negrito e a energia do composto de teste é
destacado em negrito com um asterisco quando seus valores de energia estdo proximos aos do
composto de controle.

Tabela 7. Contribuicbes das energias de Coulomb e Lennard-Jones para os compostos em estudo
com a enzima alvo da parede celular: PBP4.

Composto Energia de Coulomb (kJ.mol™) Energia de Lennard-Jones (kJ.mol™)
pC4ac -301.038 -98.6339
Controle -124.426 -105.015

Legenda: A energia mais baixa é destacada em negrito e a energia do composto de teste é
destacado em negrito com um asterisco quando seus valores de energia estdo préximos aos do
composto de controle.
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5.5 Identificagcao do modo de agao do pC4C

5.5.1 Ensaio de integridade de membrana e viabilidade bacteriana

A Figura 23a apresenta micrografias de fluorescéncia de células bacterianas
Gram-positivas antes e apos o tratamento com pC4C e vancomicina em suas
respectivas CIM conforme cada linhagem. As bactérias ndo tratadas emitiram
baixos niveis de sinais de fluorescéncia indicando que a maioria das células
permaneceu viavel. Em comparagdo com os grupos controle negativo, observou-se
uma maior penetragdo do IP nas células apos os tratamentos com pC4C e
vancomicina. A analise dos graficos de percentual de intensidade de fluorescéncia
celular (Figura 23b) evidencia que os tratamentos com pC4C e vancomicina
apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relagcdo aos grupos
controle negativo. Considerando esses dados e o mecanismo de acédo da
vancomicina, os resultados obtidos pela MCVL sugerem que o tratamento com o

pC4C poderia causar danos a membrana celular bacteriana.
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Figura 23. (a) Imagens representativas da avaliagdo do dano @ membrana por coloragdo com iodeto
de propidio (IP) em células de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) NCTC13373,
Staphylococcus aureus (SA) NCTC 12981 e Enterococcus faecalis (EF) ATCC 29212 incubadas com
vancomicina e pC4C por 3 horas de tratamento. (b) Percentual de fluorescéncia das células
bacterianas com membranas danificadas. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo da
média (EPM) de dois experimentos independentes realizados em duplicata, analisados por ANOVA
one-way seguida do teste de Dunnett (* indica p < 0,05 versus controle). Ctrl (Grupo nao tratado),
CCI (Campo claro).
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Fonte: elaboracao propria (2024).

5.5.2 Avaliagao de alteragdes morfolégicas por MET

MRSA NCTC 13373 e EF ATCC 29212 expostas a 27.77 uM e 55.54 uyM de
pC4C e 1.38 pM e 2.76 pM de vancomicina, respectivamente, apresentaram
alteragdes morfolégicas quando comparadas as células nao tratadas. As células

submetidas ao tratamento com pC4C e vancomicina pareciam enrugadas e lisadas
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em contraste com a morfologia das células nao tratadas (Figuras 24a e b). As
paredes celulares e as membranas citoplasmaticas das células tratadas com pC4C
e vancomicina se mostraram rompidas em diferentes extensbées acompanhadas por
lise celular e extravasamento do conteudo citoplasmatico para a matriz extracelular
(Fig. 24c, d, e, f). O material intracelular tornou-se desorganizado apoés o tratamento
com pC4C evidenciando a formacdo de uma lacuna entre a parede celular e a
membrana citoplasmatica, a qual estava irregular com invaginagdes, indicando um
impacto direto na integridade entre essas estruturas (Figuras 24g e h). Em
contraste, as células ndo tratadas exibiram citoplasma homogéneo, superficie lisa e
normal e paredes e membranas intactas (Figuras 24a e b).

Como esperado, as células tratadas com vancomicina tiveram ruptura total e
lise com extravasamento e perda do conteudo citoplasmatico confirmando a sua
acao bactericida. No entanto, esferoplastos, células enrugadas e vacuoladas com
rupturas entre parede e membranas celulares com vazamento de material
intracelular também foram observadas apés o tratamento pC4C corroborados pela
visualizacao de detritos celulares. A analise também sugere alteragcdes no nucleoide
com perda da organizagédo e condensacgao evidenciando estresse severo ou danos
irreversiveis ao material genético (Figuras 24g e h). Como visualizado nas Figuras
5e e 5f e considerando que o DNA desempenha um papel central em processos
vitais como expressao génica, transcricdo génica e mutagénese, tais alteragdes
causadas pelos tratamentos podem conduzir a divisbes celulares assimétricas e

projecdes andmalas na superficie bacteriana.
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Figure 24. Micrografias de transmissao eletrénica de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) NCTC
13373 e Enterococcus faecalis (EF) ATCC 29212 (a e b) tratados com vancomicina (c e d) e pC4C
(e, f, g e h) por 3 horas. Ctrl (grupos n&o tratados), Van (vancomicina), pC4C (p-cumarato de 4-
clorobenzila).

pC4C

Fonte: elaboracao propria (2024).

5.5.3 Ensaio de lise celular

Para auxiliar na investigagcdo do mecanismo de agao do pC4C foi analisado o
seu efeito litico sobre células bacterianas. A lise celular é evidenciada por uma
reducdo na DO e na turbidez da suspensao apds a incubacao. Apds o tratamento
com pC4C foi observada uma redugéo estatisticamente significativa (p < 0,05) na
DO das suspensdes bacterianas tratadas em relacdo as suspensdes bacterianas
nao tratadas (Figura 25), indicando, portanto, que composto provocou a lise das
células bacterianas. Como reconhecido, o mecanismo de acdo bactericida da
vancomicina induz o efeito de lise. Portanto, como esperado, o mesmo fendbmeno
aconteceu apds o tratamento com a vancomicina que apresentou diferenga
significativa em relagcéo aos controles. O dissolvente do pC4C, DMSO, usado a 1%,
nao interferiu no crescimento bacteriano pois o0s valores obtidos foram
estatisticamente iguais aos controles de crescimento (p > 0,05) conforme

demonstrado nos graficos. Os resultados obtidos no ensaio de lise sdo suportados
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pelas imagens da MET que sugerem, também, danos estruturais na parede celular

bacteriana induzidos pelo pC4C.

Figura 25. Avaliagdo da lise celular pelo espectro visivel (DOswonm) de células de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) NCTC13373, Staphylococcus aureus (SA) NCTC 12981 e
Enterococcus faecalis (EF) ATCC 29212 incubadas com DMSO, vancomicina (Van) e pC4C por 24
horas de tratamento. O ensaio foi realizado em triplicata e os dados sdo expressos como média +
EPM, analisados por ANOVA one-way seguida do teste de Dunnett (* indica p < 0,05). CC (controle
de crescimento) refere-se ao grupo nao tratado utilizado como controle negativo, DMSO
(dimetilsulfoxido) foi empregado como controle veicular na maior concentragdo (1%), Van
(vancomicina) foi utilizado como controle positivo, e CE (controle de esterilidade) corresponde ao
controle de esterilidade do meio.
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[1%]  [1.38uM] [27.77 uM] [1%]  [1.38uM] [27.77 uM] [1%] [2.76 uM] [55.54 uM]

Fonte: elaboragéo propria (2025).

5.5.4 Analise da atividade antibiofilme por MCVL

A Figura 26 mostra uma fotomicrografia em fluorescéncia 3D analisada sob
MCVL. No grupo controle n&do tratado, observa-se um biofilme confluente e coeso
com células predominantemente emitindo fluorescéncia verde, indicando alta
viabilidade celular. Ao comparar os tratamentos ao grupo controle nao tratado,
verifica-se que tanto a vancomicina como o pC4C interferiram na estrutura do
biofilme formado por MRSA. A vancomicina promoveu uma desestruturagdo mais
acentuada da arquitetura do biofilme em relagdo ao pC4C. Por outro lado, observa-
se que o pC4C demonstrou maior habilidade de penetracdo na matriz extracelular
polimérica (MEP) e de internalizagdo nas células bacterianas presentes no biofilme.
Embora a vancomicina apresente maior dificuldade de atravessar membranas
celulares, foram observadas células coradas com IP devido ao seu mecanismo
sobre a parede celular que pode gerar lise e disfungbes de transporte na membrana

facilitando a entrada do IP nas células com consequente ligagdo ao material
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genético e emisséo de fluorescéncia. Os achados desse experimento indicam que o

pC4C atua de maneira contundente na disrupg¢ao do biofilme bacteriano.

Figura 26. Biofilmes bacterianos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
NCTC13373 antes e apos o tratamento com pC4C nas concentragbes de 27,77, 111,09 e 277,73 uM
(8, 32 e 80 ug/mL) e vancomicina (Van) nas concentragdes de 1,38, 5,52 e 13,80 uM (2, 8 e 20
pg/mL), corados com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP), e analisados por MCVL. Ctrl
(Grupo nao tratado).

Ctrl

CIM ClMx4 CIMx10

Van

|C4C

Fonte: elaboragéo propria (2025).

5.5.5 Analise do efeito do composto sobre o DNA

A quantificagdo da concentracdo de DNA nas amostras (Figura 27a) revelou
diferenga estatisticamente significativa (p < 0.0001) entre o grupo nao tratado e o
grupo tratado com o pC4C. A concentragdo de DNA foi reduzida apds o tratamento
com o composto, sugerindo perda de material genético ou prejuizo no processo de

replicagdo. A concentragéo no grupo tratado com DMSO a 0,5% foi estatisticamente
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equivalente a do grupo controle negativo, indicando que o veiculo utilizado como
solvente do composto n&o interferiu na analise.

Corroborando os dados obtidos na quantificagcdo de DNA, a eletroforese no
gel de agarose demonstrou uma redugédo na intensidade da banda de DNA na
amostra tratada com o pC4C em relagdo ao grupo controle, possivelmente em
decorréncia da redugdo do numero de células associado a algum possivel
cisalhamento do acido nucleico (Figura 27b), sugerindo que o DNA ou o processo
de replicagdo esta sendo alvo do composto. Esses dados sdo sustentados pelas
analises in silico realizadas via docking molecular e simulagdes de dinamica
molecular.

Figura 27. Impacto do pC4C na concentracdo de DNA (a); Eletroforese em gel de agarose do DNA
gendmico de E. faecalis (b). *p < 0,0001 indica diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos. A significancia estatistica foi avaliada por ANOVA unidirecional, seguida pelo pés-teste de
Bonferroni. CN (controle negativo); pC4C (p-cumarato de 4-clorobenzila); DMSO (dimetilsulféxido).
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[ng/uL]

100+

50+
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Fonte: elaboragéo propria (2025).

pC4C DMSO

5.6 Modulagao a resisténcia bacteriana

5.6.1 Ensaios de Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de Concentragdo Inibitéria Minima com o EtBr e com os
antibidticos ciprofloxacino e norfloxacino frente as linhagens K2068 e 199B foram
realizados para confirmar a presengca de atividade da bomba de efluxo e sua
contribuicdo para o fenoétipo de resisténcia. Também foi realizado o ensaio com o
composto pC4C e com o inibidor de bombas de efluxo, CCCP. pC4C testado
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isoladamente apresentou CIM de 1024 pg/mL (3554,93 uM) contra S. aureus K2069
e S. aureus 1199B. Ciprofloxacino exibiu uma CIM de 32 pg/mL (96,57 uM) frente a
linhagem K2068 (Breakpoint de resisténcia para Staphylococcus spp. = 4 ug/mL;
CLSI, 2021) e o norfloxacino uma CIM de 128 ug/mL (400,83 uM) frente a linhagem
1199B (Breakpoint de resisténcia para Staphylococcus spp. = 16 upg/mL; CLSI,
2021). O CCCP apresentou valores de CIM de 8 ug/mL (39,09 uM) para ambas as

linhagens bacterianas, confirmando sua fungdo como inibidor das bombas.

5.6.2 Avaliagcao da inibicado de bombas de efluxo MepA e NorA pelo método

do brometo de etidio

O método baseia-se na verificacdo do efeito de redugao da CIM do brometo
de etidio quando associado ao composto teste. A Figura 28 demonstra a inibigao
das bombas de efluxo MepA e NorA, expressas pelas linhagens S. aureus K2068 e
1199B, respectivamente. O CCCP (controle de inibicdo) e o pC4C foram associados
ao EtBr para avaliagdo da capacidade de aumentar o acumulo intracelular do
corante com redugdo na CIM. O pC4C reduziu a CIM do EtBr em ambas as
linhagens de S. aureus testadas (de 32 ug/mL para 0,62 yg/mL; p < 0.0001 em S.
aureus K2068 e de 64 ug/mL para 0,50 pg/mL; p < 0.0001 em S. aureus 1199B),
destacando-se a reducao sobre S. aureus 1199B, que excedeu a alcancada pelo
inibidor CCCP. A reducgédo da CIM do EtBr, em linhagens portadoras de bomba de

efluxo, € um indicativo de inibicdo da atividade dessas bombas (Tintino et al., 2017).
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Figura 28. Ensaio do brometo de etidio para avaliagdo da inibicdo do efluxo. A CIM foi avaliada em
culturas de Staphylococcus aureus K2068, portadora da bomba de efluxo MepA, e S. aureus 1199B,
portadora da bomba NorA, tratadas com CCCP e pC4C em associagdo com brometo de etidio. ****p
< 0,0001 indica diferencgas significativas entre os grupos. Os resultados foram expressos em média
geométrica + desvio padrao, avaliados estatisticamente por ANOVA unidirecional seguido do teste
post-hoc de Bonferroni.
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Fonte: elaboragéo propria (2025).

5.6.3 Anadlise da atividade modulatéria de pC4C sobre a resisténcia

antibiotica

Este ensaio avalia a habilidade do composto teste modular a resisténcia
bacteriana a antibidticos. Considerando que as linhagens de S. aureus K2068 e
1199B carregam genes que codificam proteinas de efluxo associadas a resisténcia
aos antibidticos ciprofloxacino e norfloxacino, uma reducdo na CIM do antibidtico
quando associado a um composto de teste € interpretada como inibicdo da bomba
de efluxo (Tintino et al., 2017). pC4C reduziu significativamente a CIM do
ciprofloxacino (de 32 pg/mL para 0,70 pyg/mL; p < 0.0001) contra a linhagem S.
aureus K2068, sugerindo inibicdo do efluxo de antibioticos mediado pela bomba
MepA. Resultado ainda mais notavel foi observado no teste com a linhagem de S.
aureus 1199B, que superexpressa a bomba NorA, em que pC4C causou uma
reducédo de 4 vezes a CIM do norfloxacino (de 128 pg/mL para 8 ug/mL; p <
0.0001), sendo uma redugcdo maior que o controle de inibicdo CCCP, que reduziu
em trés vezes a CIM do norfloxacino (de 128 ug/mL para 16 pg/mL; p < 0.0001)

como apresentado na Figura 29. Os dados obtidos neste ensaio indicam que pC4C
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modula a resisténcia antibidtica do ciprofloxacino e norfloxacino sobre S. aureus
K2068 e 1199B, respectivamente, atuando como inibidor do mecanismo de

resisténcia de efluxo.

Figura 29. Modulagao da atividade antibiética contra linhagens portadoras de bomba de efluxo. 4CpC
foi testado em combinagao com ciprofloxacino e norfloxacino contra Staphylococcus aureus K2068 e
1199B carreadoras das proteinas de efluxo MepA e NorA, respectivamente. ****p < 0,0001 indica
diferencas significativas entre os grupos. Os resultados foram expressos em média geométrica *
desvio padrao, avaliados estatisticamente por ANOVA unidirecional seguido pelo teste post-hoc de
Bonferroni.
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Fonte: elaboragéo propria (2025).
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6 DISCUSSAO

Primeiramente, é importante destacar que esse € um trabalho pioneiro com o
composto pC4C abordando os objetivos desta pesquisa envolvendo as analises in
silico, in vitro e in vivo aqui reportadas. O pC4C é uma molécula semissintética
derivada do pCoA. Sua formula molecular &€ C44H,3ClIO, com massa molar de 288,72
g/mol. O pCoA (CsHgO3), um isbmero do acido 4-hidroxicindmico, possui massa
molecular de 164,16 g/mol e se apresenta como um poé cristalino de coloragao
amarelo-esverdeada. Apresenta boa solubilidade em solventes organicos, como
etanol e dimetilsulfoxido, porém é insoluvel em agua, o que limita sua aplicagédo em
sistemas aquosos. Devido ao seu aroma, pode gerar efeitos organolépticos
indesejaveis (Ferreira et al., 2019; Li et al., 2018).

A hipdtese de que o pC4C possui atividade antibacteriana é justificada pelo
fato de que ja é reconhecido que o pCoA exerce efeito sobre microrganismos Gram-
positivos, como S. aureus, e Gram-negativos, como Proteus mirabilis e E. coli. Essa
agcao pode estar relacionada a desestruturagdo da membrana e a sua ligagéo ao
DNA bacteriano inibindo fungdes celulares e levando a morte celular (Lou et al.,
2012; Zulkarnain et al., 2020). Singha et al. (2023) propuseram que a agao sobre a
membrana ocorre pela interrupgdo da fungdo normal da enzima CDP-diacilglicerol-
glicerol-3-fosfato 3-fosfatidil transferase (PGPS), comprometendo a sintese de
fosfatidilglicerol, um componente essencial para a integridade da membrana,
resultando em fragilidade estrutural, lise e morte celular subsequente.

Foi verificado que o pC4C apresentou atividade antibacteriana significativa
com uma CIM de 8 pg/mL (27,77 uM) contra ambas as linhagens de S. aureus
NCTC 12981 e NCTC 13373 e 16 ug/mL (55,54 uM) contra Enterococcus faecalis
ATCC 29212, demonstrando efeitos bactericidas nos ensaios de CBM. O pC4C
exibiu atividade relevante contra bactérias Gram-positivas, porém nao apresentou
atividade antibacteriana consideravel para uso clinico futuro contra nenhuma das
cinco espécies de bactérias Gram-negativas testadas. Estudos prévios identificaram
que a atividade antibacteriana do pCoA contra microrganismos patogénicos
humanos foi mais eficaz contra bactérias Gram-positivas do que contra Gram-

negativas (Forero-Doria et al., 2019; Singha et al., 2023). O acido p-cumarico e seus
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derivados contém um grupo fendlico que contribui para a agdo antibacteriana,
conforme relatado para outros compostos com subestruturas fendlicas. Dessa
forma, essa porcdo da molécula deve interagir com Staphylococcus spp. e
Enterococcus spp. (Alves et al., 2013).

Em triagens para atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e leveduras, diversos derivados sintéticos do pCoA demonstraram
que, entre os compostos testados, ésteres e amidas ligados a grupos aromaticos,
como o pCA4C, sintetizado via reagao de esterificagdo, potencializaram a atividade
antibacteriana contra S. aureus. Para Bacillus subtilis, E. coli, Candida albicans e
Aspergillus niger, observou-se que cada grupo distinto de derivados do pCoA, com
caracteristicas estruturais especificas, apresentou variagcbes na poténcia contra
cada diferente espécie microbiana quando comparado a outros derivados. Ou seja,
diferentes microrganismos e/ou diferentes alvos moleculares requerem
caracteristicas  estruturais distintas para atingir a acdo desejada e,
consequentemente, o efeito esperado. Dessa forma, diferentes compostos, mesmo
que derivados da mesma molécula, podem apresentar atividades distintas contra
espécies microbianas variadas (Khatkar et al., 2017).

Quando comparado a vancomicina, um farmaco amplamente utilizado na
clinica e frequentemente empregado como uma das ultimas alternativas para o
tratamento de infecgdes graves causadas por bactérias Gram-positivas, o pC4C
apresentou valores mais elevados de CIM, CBM e CSM. Apesar desse fato e da
falta de dados sobre possiveis reacdes adversas do composto, o pC4C representa
uma opgao promissora ainda em estudo que, em associagdo com a vancomicina,
pode contribuir para a ampliagdo do arsenal terapéutico contra infecgdes por
bactérias Gram-positivas.

Apesar de sua eficacia, a vancomicina esta associada a efeitos adversos,
como a sindrome do homem vermelho, caracterizada por prurido, eritema,
congestao toracica e cervical, além de angioedema, podendo evoluir para choque
(Alvarez-Arango et al., 2021). Além disso, sua ototoxicidade pode resultar em perda
auditiva, enquanto sua nefrotoxicidade, decorrente do acumulo renal, pode levar a

insuficiéncia renal (Peng et al., 2020). Ademais, o fenétipo VRSA torna o uso da
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vancomicina ineficaz, necessitando-se recorrer a outros farmacos para uma terapia
viavel (Michalik, Podbielska-Kubera e Dmowska-Koroblewska, 2025).

A auséncia de diferengas no efeito do pC4C sobre S. aureus e MRSA sugere
que a mutacdo causada pelo gene mecA nas proteinas de ligacdo a penicilina
(PBPs) nao influencia a agado do pC4C, indicando um possivel mecanismo de agao
distinto da ligagéo a essas enzimas, que comprometeria a sintese de peptidoglicano
na parede celular bacteriana. Esse achado é relevante para a identificagcdo de novos
compostos com efeitos sobre MRSA.

Como os compostos antibacterianos atuam de diferentes formas, entende-se
que os alvos microbianos apresentam distintas suscetibilidades a exposicéo
antimicrobiana, dependendo da fase de crescimento. Dessa forma, o deslocamento
do farmaco, sua interacdo com os sitios de ligagao e o consequente inicio do efeito
impactam a dindmica de crescimento, uma vez que sao processos dependentes do
tempo e da fase de desenvolvimento do microrganismo (Lourenco e Pinto, 2011;
Theophel et al., 2014).

Os dados obtidos nos ensaios cinéticos indicam o efeito bactericida do pC4C
e sugerem que, para o desenvolvimento de um potencial novo agente
antibacteriano, a dosagem desse composto pode ser ajustada para administragao
diaria. Na curva de time-kill, a analise estatistica aponta que os efeitos do pC4C a
16 ug/mL e da vancomicina a 4 pg/mL, correspondentes aos respectivos valores de
CIMx2 para MRSA, foram equivalentes apds 24 horas de exposi¢cao, alcangando a
maxima eliminagcdo do microrganismo. Esses resultados apontam para a
necessidade de estudos in vivo em modelos animais para a avaliagdo de
parametros farmacocinéticos.

Por meio de um modelo cinético, Li et al. (2022) verificaram a inibicdo
completa do crescimento de uma bactéria aerdbica acidofilica Gram-positiva pelo
pCoA e demonstraram um efeito dependente da concentragdo por meio da
avaliacdo de parametros medidos por densidade optica.

A combinagdo de produtos antimicrobianos representa uma estratégia
terapéutica que pode resultar em beneficios clinicos permitindo ajustes de dose,
minimizando efeitos colaterais e auxiliando na reverséo da resisténcia microbiana
(Ong et al., 2019; Wang et al., 2020).
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O resultado indiferente no ensaio de combinagdo sugere possiveis
mecanismos de agao distintos entre pC4C e vancomicina, sem interferéncia mutua,
permitindo seu uso concomitante. A CIM individual da vancomicina apresentou
melhora com a combinacdo, reduzindo a concentragdo necessaria para inibir o
microrganismo.

A combinagdo de dois antimicrobianos pode apresentar uma interagcao
indiferente mesmo quando um deles exibe redug¢do na CIM devido a uma interagao
que nao resulta em beneficio combinado significativo. De acordo com o European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (2000), a interagdo sinérgica
ocorre quando ambos os farmacos atuam de forma complementar, produzindo um
efeito combinado superior a soma de seus efeitos individuais. Se o segundo
antimicrobiano nao potencializa significativamente o efeito do primeiro, o FICI pode
situar-se na faixa de indiferenca. Esse fenbmeno ocorre porque o impacto
combinado n&o € suficiente para ultrapassar o limiar de sinergia que exige uma
reducdo mais acentuada nas CIMs de ambos os agentes. Dois compostos podem
atuar em diferentes alvos ou vias metabdlicas sem que seus mecanismos se
complementem de forma a potencializar suas atividades, logo, a interrup¢gdo de uma
via pode nao influenciar significativamente a eficacia da outra (Bognar, Spohn e
Lazar, 2024; Oliveira et al., 2022).

O fato de que bactérias contidas em biofilmes apresentam uma reducao de
10 a 1000 vezes na suscetibilidade a agentes antibacterianos em comparagao ao
seu estado plancténico (Sharma et al., 2023; Uruén et al., 2021) sugere que o pC4C
possui alta capacidade de destruigdo de biofilme. Especificamente, na concentragao
correspondente a 4 vezes a CIM (222,1 uyM) contra MRSA, o pC4C demonstrou um
potencial significativo de redugdo do biofilme.

Forero-Doria et al. (2019) observaram que os sais de pCoA exibiram mais de
50% de atividade antibiofilme contra S. aureus na concentracdo de CIMx2
encontrada em seu estudo. De maneira semelhante, Bag e Chattopadhyay (2017),
verificaram que o pCoA demonstrou mais de 60% de atividade antibiofilme contra B.
cereus e mais de 50% contra S. typhimurium. A redugdo significativa do biofilme
bacteriano pelo pC4C indica que esse composto pode ser utilizado em pacientes

com infecgdes estabelecidas, nas quais a formacéao de biofilme ja ocorreu.
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Estudos toxicologicos, tanto in vitro como in vivo, fornecem uma base para
antecipar potenciais reagdes adversas e suas consequéncias em humanos. Além
disso, esses estudos permitem a identificacdo de doses iniciais seguras para futuras
administragdes em ensaios clinicos (Chapman et al., 2010). A deteccao de potencial
atividade téxica é um dos pilares centrais no processo de desenvolvimento de
farmacos. Substancias destinadas ao uso humano devem ser adequadamente
triadas por meio de metodologias que envolvam tanto modelos celulares como
modelos animais (Boos et al., 2019; Wijesinghe et al., 2020).

A linhagem celular HGF é uma linhagem primaria humana estabelecida a
partir de biopsias gengivais de pacientes normais e € amplamente utilizada na
pesquisa cientifica. Os resultados de citotoxicidade em células HGF-1 indicaram
que os tratamentos com valores da CIM do composto contra S. aureus e MRSA
(27,77 uM) e E. faecalis (55,54 yM) apresentaram baixa toxicidade, sugerindo um
uso seguro nessas concentragdes. No entanto, foi observado um efeito citotdxico
em concentragdes a partir de 111,09 uM. Assim, sdo necessarios estudos adicionais
em outras linhagens celulares para avaliar a citotoxicidade do pC4C. Para isto, foi
incluida a avaliagdo de outro parametro de toxicidade para definir a segurangca em
um modelo in vivo.

Existem diferencas entre os modelos de toxicidade in vitro (baseados em
células) e in vivo, sendo que o primeiro € uma metodologia mais limitada e nao
reproduz com precisdo as condigdes do organismo. O modelo in vivo fornece uma
melhor correlagdo com os niveis de toxicidade sistémica (Silva et al., 2021). No
modelo in vivo utilizando larvas de G. mellonella ndo foi observada mortalidade
larval significativa, mesmo na maior concentracéo testada, sugerindo a seguranga
sistémica do composto. O uso de larvas de G. mellonella apresenta vantagens
significativas para avaliagbes de toxicidade sistémica de compostos como o pC4C.
Trata-se de uma ferramenta econdmica, eticamente aceitavel e pratica para triagens
preliminares, evitando os altos custos e requisitos regulatorios associados a
modelos com mamiferos. Esse modelo demonstrou confiabilidade em diversos
estudos toxicolégicos e gera dados que se correlacionam de forma consistente com
modelos mamiferos, destacando seu valor para avaliagbes iniciais de toxicidade
(Coates et al., 2019; Freires et al., 2023).
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O sistema imunologico inato de G. mellonella compartilha semelhangas
funcionais com o dos mamiferos, incluindo a presenga de hemocitos (analogos aos
leucdcitos), producéo de peptideos antimicrobianos, respostas ao estresse oxidativo
e uma cascata de melanizacdo comparavel ao sistema complemento dos mamiferos
(Champion, Wagley e Titball, 2016). Essas semelhangas ampliam a relevancia de
G. mellonella como modelo para o estudo dos mecanismos imunolégicos inatos e
para a avaliacdo de efeitos toxicolégicos. Embora ndo possa substituir
completamente os modelos convencionais com mamiferos, sua forte capacidade
preditiva e vantagens praticas tornam esse modelo indispensavel para orientar
pesquisas toxicologicas iniciais. Apesar de ser considerado um método alternativo
ao uso de animais vertebrados, o experimento com larvas de G. mellonella foi
conduzido de acordo com os principios das boas praticas de pesquisa no uso de
animais.

De forma semelhante, um estudo sobre seu precursor, pCoA, utilizando
visualizagdo morfolégica por estereoscopia em embrides de Danio rerio (peixe-
zebra), demonstrou que o composto possui baixa toxicidade, mesmo nas maiores
concentragcbes testadas (72 pyM - 6000 pM) durante 48 horas de exposigao,
apresentando desenvolvimento normal e manutencao da viabilidade dos embrides
(Nasr et al., 2023).

Além disso, o pCoA demonstrou efeitos protetores contra toxicidades
induzidas por diferentes agentes em diversos tecidos e 6rgdos do corpo humano.
Esses efeitos incluem protecdo contra hepatotoxicidade induzida por cisplatina e
adriamicina (Akdemir et al., 2017; Rafiee et al., 2021), nefrotoxicidade induzida por
cisplatina (Akdemir et al., 2017), controle da cardiotoxicidade mediada por
doxorrubicina na linhagem celular H9c2 (Chacko et al., 2015), restauragdo do
sistema reprodutor e da capacidade reprodutiva em ratos tratados com etanol apos
tratamento oral com pCoA (Nishi et al., 2018), e protegcao dos tecidos ovarianos em
ratos contra estresse oxidativo, inflamacédo e apoptose induzidos por cisplatina
(Demir et al., 2022).

Os parametros toxicolégicos avaliados sédo favoraveis a realizagdo de testes
adicionais em modelos animais vertebrados. Assim, sugere-se a avaliagdo de

ensaios como a determinacéo da DLsy em roedores e embrides de peixe-zebra.
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Com base nos resultados obtidos nas predigdes toxicolégicas da analise in
silico, foi determinado que o pC4C n&o apresenta toxicidade pelo modelo AMES,
obtendo um resultado negativo nesse teste. O modelo AMES avalia o potencial
mutagénico do composto e, caso positivo, pode indicar também um potencial
carcinogénico. Lesdes hepaticas induzidas por compostos foram avaliadas por meio
do teste de hepatotoxicidade, que indicou que pC4C apresenta baixo potencial
hepatotoxico. Para avaliar o potencial de alergias por contato foi realizada uma
analise de sensibilizacdo dérmica, a qual demonstrou que o pC4C nao induz
sensibilizagdo. Também foi verificado se o composto poderia atuar como um
potencial inibidor dos canais de potassio codificados pelos genes hERG | e hERG |I.
A inibicdo desses canais pode levar a arritmias ventriculares fatais devido ao
desenvolvimento da sindrome do QT longo. Os testes demonstraram que pC4C nao
atua como inibidor de hERG | e hERG II.

Tetrahymena pyriformis € uma protozoa bacteria utilizada como método
alternativo para avaliar a toxicidade de substancias quimicas. Esse método
determina a concentragdo do composto na qual 50% do crescimento microbiano é
inibido (IGCsp). O composto pC4C apresentou valores > -0,5 log pg/L, indicando
toxicidade para o microrganismo. Para o objetivo deste estudo, esse € um resultado
favoravel, uma vez que se espera que o composto atue sobre células microbianas.
O Flathead minnow (Pimephales promelas) € um peixe de agua doce utilizado como
indicador de toxicidade aquatica, no qual se mede a concentragao letal para 50% da
populacado (CLsp). Os resultados indicaram que pC4C apresenta toxicidade aguda
para essa espécie (log mM CLs, < -0,3).

A Dose Maxima Recomendada Tolerada (DMRT) fornece uma estimativa do
limiar de dose para compostos quimicos em humanos. O valor obtido para pC4C foi
superior a 0,477 log (mg/kg/dia), indicando um alto limiar de dose tolerada. E
importante ressaltar que a determinacéao toxicoldgica € uma grande preocupag¢ao no
desenvolvimento de farmacos, contribuindo significativamente para a pesquisa pré-
clinica e o reconhecimento precoce dos potenciais efeitos adversos do composto
(Duran-lturbide, Diaz-Eufracio e Medina-Franco, 2020; Myung, Sa, De e Ascher,
2024).
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As falhas farmacocinéticas constituem um dos principais obstaculos no
desenvolvimento de novos farmacos, sendo a analise preditiva do perfii ADME
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excregdo) essencial para antecipar
limitagcdes e aumentar a probabilidade de sucesso terapéutico (Duran-lturbide, Diaz-
Eufracio e Medina-Franco, 2020; Isyaku, Uzairu e Uba, 2020). As abordagens in
silico tém se destacado por permitir a triagem eficiente de compostos com base em
suas estruturas quimicas, otimizando o processo de desenvolvimento e reduzindo
falhas em fases posteriores. Ferramentas computacionais, como SwissADME e
pkCSM, vém sendo amplamente utilizadas por fornecerem modelos confiaveis para
prever propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas, contribuindo
significativamente para a selegdo racional de candidatos promissores na quimica
medicinal (Daina, Michielin e Zoete, 2017; Pires, Blundell e Ascher, 2015a).

Para verificar se 0 composto possui caracteristicas que tornam possivel sua
administragdo e atividade por via oral foi observada a regra de Lipinski a qual
determina que o composto deve ter massa abaixo de 500 daltons, n&o ter mais do
que 5 doadores de ligagdes de hidrogénio, ndo ter mais do que 10 aceptores de
ligacbes de hidrogénio, ter um coeficiente de partigdo octanol-agua menor do que 5
(LogPow < 5). Para o parametro quimico-medicinal, a substancia deve atender pelo
menos 3 dos 4 critérios (Lipinski et al., 2012). O 4CpC possui uma massa molecular
de 288.73 da, 1 doador de ligagbes de hidrogénio, 3 aceptores de ligagdes de
hidrogénio e um LogP.w de consenso (que € a média aritmética dos valores
previstos por cinco métodos propostos para lipofilicidade) = 3.49 cumprindo,
portanto, todos os parametros da regra de Lipinski. Levando-se em consideragao os
trés métodos de mensuragao para analise de solubilidade em agua (ESOL, Ali,
SILICOS-IT), o composto apresenta LogS entre -6 e -4 indicando hidrossolubilidade
moderada.

Boiled-Egg € um modelo de representacéo grafica intuitivo que se baseia na
combinacdo de dois parametros principais: logP (lipofilicidade) que descreve a
afinidade de uma molécula com lipidios e TPSA (area de superficie polar) que
fornece uma medida da polaridade da molécula (Daina, Michielin e Zoete, 2017).

Através da analise a esse modelo o composto demonstra ter uma alta probabilidade
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de ser absorvido pelo trato gastrointestinal (area grafica fisico-quimica representada
pela “clara”) com uma taxa de 92.318%.

Células Caco-2 sao linhagens de adenocarcinoma epitelial colorretal usadas
como modelo para verificar a absorcdo de compostos administrados por via oral
(Pires, Blundell e Ascher, 2015b). O resultado obtido (log Papp, log cm s = 1.341 >
0.9) aponta que ha grande probabilidade do composto ser absorvido no intestino
delgado em consonéncia, também, com o resultado do Topological Polar Surface
Area (TPSA = 46.53 < 140 A?).

Em relagdo a permeabilidade dérmica o composto demonstra ter baixo
potencial de entrega por essa via (log Kp = -2.634 cm/h > -2.5).

A glicoproteina de permeabilidade (PgP) € uma importante estrutura de
efluxo que reduz a biodisponibilidade de xenobidticos protegendo o organismo
desses agentes, ao tempo que também dificulta a disponibilidade de farmacos em
niveis terapéuticos no organismo (Grime, Barton e McGinnity, 2013; Mohamed e EI-
Kadi, 2012). Logo, ¢é interessante que ndo haja interagdo de um farmaco com a
proteina para nao suceder implicagbes farmacocinéticas indesejadas. Observa-se,
portanto, que 0 4CpC ndo € um possivel inibidor assim como n&o é substrato para a
glicoproteina-P (PgP-) ou MDR1 (gene de resisténcia que expressa PgP).

Levando-se em consideragao o modelo Boiled-Egg, o 4CpC pode traspassar
a barreira hematoencefalica (area grafica fisico-quimica representada pela “gema”)
sendo capaz de estar biodisponivel no sistema nervoso central (logPS = -1.431 > -
2). Isso é importante, pois possibilitaria tratar infecgdes que atingissem o SNC.

O volume de distribuicdo no estado estacionario (VDss) indica o volume
tedrico no qual a dose total do medicamento é distribuida de forma a garantir a
mesma concentragcdo no plasma (Wang et al., 2019). Em relagédo a esse parametro,
o0 composto obteve um valor baixo (log L/Kg = 0.109 < 0.45), ndo demonstrando alto
volume de distribuicdo o que implica uma menor distribuicdo do farmaco no tecido
em vez do plasma.

Um outro parametro analisado foi a predigdo metabdlica. Dentre os principais
sistemas de metabolizagdo tem-se o sistema mitocondrial citocromo P450 (CYP450)
que constitui uma superfamilia de enzimas envolvidas no metabolismo de grande
parte dos medicamentos. CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 sao
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isoenzimas que integram o complexo CYP450 e foram utilizadas nas analises.
Através das verificagdes com a ferramenta foi possivel identificar que o composto é
um potencial inibidor das isoformas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 o que conduz a
uma menor taxa de biotransformagdao que, por um lado, pode melhorar o
desempenho do farmaco ao deixa-lo disponivel por mais tempo no organismo e, por
outro lado, pode levar a um acumulo da substancia com possiveis efeitos
indesejados. Identificou-se, também, que pC4C nado ¢é inibidor nem constitui
substrato de CYP2D6 e CYP3A4. Essas informagdes sao relevantes levando em
consideracdo os aspectos das interagdes farmacocinéticas de substancias que
exercam atividade como indutor ou inibidor enzimatico com a identificagao de quais
isoformas especificas sédo afetadas (Daina, Michielin e Zoete, 2017; Zaretzki,
Matlock e Swamidass, 2013).

Para avaliar a cinética do pC4C com relacdo a excregao, verificou-se o
potencial do composto em ser substrato para a Organic Cation Transporter 2
(OCT2), um transportador de absorcédo renal que desempenha uma importante
funcdo no processo de liberacdo de substincias enddégenas e exdgenas, sendo
observado que o pC4C nao € substrato para o transportador. Isso é importante para
evitar possiveis interacbes quando ha administragdo concomitante a outras
substancias que sao substratos de OTC2. Aliado a isso, o clearance total foi
calculado (constante de proporcionalidade dada pela combinacdo de depuracao
hepatica e renal, log ml/min/kg = -0.196) o que possibilita determinar doses do
composto para se alcangar sua concentragdo em estado estacionario (Grime,
Barton e McGinnity, 2013; Silva et al., 2020).

Os estudos in silico ttm se consolidado como ferramentas valiosas na
pesquisa cientifica e no desenvolvimento farmacéutico, por permitirem a triagem
eficiente de compostos e a reducdo de falhas técnicas em etapas posteriores
(Agamah et al., 2020). Esses métodos viabilizam a predicdo precisa de
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas, além de
favorecerem o entendimento das interagdes biomoleculares e do reconhecimento
ligante-receptor (Ryde e Sdderhjelm, 2016; Torres et al.,, 2019). Dentre essas
abordagens, o docking molecular destaca-se por prever a afinidade de ligagao entre

ligantes e seus alvos moleculares, por meio de fungdes de pontuagao que avaliam
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as conformagdes mais estaveis energeticamente (McNutt et al., 2021; Salmaso e
Moro, 2018; Shivanika et al., 2022). Com os avangos computacionais, essa técnica
tem contribuido de forma significativa para a identificagcdo de novas moléculas
biologicamente ativas com abordagens cada vez mais confiaveis (Agamah et al.,
2020; Agarwal e Mehrotra, 2016; Bikiel et al., 2006).

Através da realizagdo do docking molecular as energias de ligagcado entre o
pC4C e as substancias padrées com os alvos selecionados foram comparadas para
predicdo de acoplamento e afinidade. Com base nos alvos moleculares das
substancias padrées foram apontadas enzimas responsaveis pela sintese de
parede celular bacteriana, envolvidas na replicacdo do DNA, presentes na
membrana celular e alvos que conferem perfis de resisténcia bacteriana.

A proteina de ligacao as penicilinas (PBP4) ligam novos fragmentos de NAG-
NAMA-pentapeptideo a parede celular bacteriana. Exercem atividades enzimaticas
de transpeptidase e DD-carboxipeptidase na biossintese de peptidoglicano e sua
incorporagdo a parede celular em células em divisdo (Moon et al., 2018). A DNA
ligase promove a unido de fragmentos de cadeias de DNA catalisando a formacéao
de ligacbes fosfodiéster entre nucleotideos, o que € essencial para manter a
integridade do genoma (Alomari et al., 2021; Han, Chang e Griffor, 2009).
Fosfatidilglicerol fosfato sintase (PgsA) catalisa a via de biossintese do
fosfatidilglicerol, um dos principais fosfolipidios que compdéem a membrana
citoplasmatica das bactérias como S. aureus e E. faecalis (Yang et al., 2021). MepA
e NorA sdo bombas de efluxo que expelem uma variedade de compostos toxicos,
incluindo antibidticos, para fora da célula bacteriana, reduzindo a concentragao
intracelular desses compostos e, consequentemente, conferindo resisténcia
microbiana (Brawley et al., 2022; Schindler et al., 2013).

No que se refere aos possiveis alvos de agéo, a analise do docking molecular
previu que o pC4C apresenta afinidade por todas as enzimas avaliadas, com
destaque para a maior afinidade observada em relacdo ao alvo de membrana
(PgsA), seguida da enzima envolvida no processo de replicagdo do DNA (DNA
ligase). Esses resultados estdo em concordancia com os resultados de Zulkarnain
et al., 2020 que verificaram que o predecessor do pC4C, o acido p-cumarico, exerce

sua agao causando rupturas nas membranas celulares e ligando-se ao DNA
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bacteriano interferindo em suas fungdes. No mesmo sentido, Singha et al. (2023)
propuseram que o acido p-cumarico impede a sintese de fosfatidilglicerol ao se ligar
a CDP-diacilglicerol-glicerol-3-fosfato 3-fosfatidil transferase nas membranas
celulares.

O pC4C é uma substéncia semissintética soluvel em solventes organicos e
com hidrossolubilidade moderada. Isso nos traz a informacéo de que a molécula
possui caracteristicas quimicas que tornam esses modos de agao possiveis e
pertinentes. A lipofilicidade €& essencial para conseguir agir nas membranas
celulares e traspassa-las para penetrar nas células e, entdo, agir sobre um alvo
intracelular como as enzimas ligadas a duplicagédo do DNA.

A inibicdo da enzima DNA ligase pelo pC4C, em bactérias, interrompe a
replicacdo e reparo do DNA. Essa enzima é crucial para a sintese da fita
descontinua de DNA durante a replicagdo e para a ligacdo de fragmentos de DNA
(fragmentos de Okazaki) durante o reparo de quebras de fita simples. A interrupgéo
desses processos levam a instabilidade genémica, o que torna as bactérias mais
vulneraveis a condi¢gdes ambientais adversas, e como resultado, morte celular. Esse
€ um potencial alvo ainda n&do explorado do ponto de vista terapéutico (Eijk et al.,
2017).

Os achados deste estudo indicam que o pC4C causa danos as membranas
celulares em S. aureus e E. faecalis prejudicando o envoltério bacteriano e
causando lise celular, além de ter sido observado desorganizagdo do material
genético. Esses achados amparam os resultados in silico aqui reportados. Ao se
ligar a PgsA, o pC4C prejudica a biossintese de fosfolipideos estruturalmente
fundamentais a integridade da membrana desencadeando alteragdes osmaticas
importantes ao funcionamento normal da célula e ao interagir com a PBP, mesmo
em menor grau, desestrutura o processo de sintese da parede celular conduzindo a
lise e consequente morte celular.

Substancias que possuem propriedades lipofilicas, como o pC4C,
apresentam a habilidade de interagir com componentes estruturais da membrana
plasmaticas, incluindo as bombas de efluxo que s&o proteinas transmembrana. A
afinidade do composto teste pelas bombas de efluxo MepA e NorA, demostrada

pela analise de docking molecular, sugere que o composto pode se acoplar as
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estruturas das bombas impedindo o seu funcionamento normal e, portanto,
permitindo que outros antibidticos possam exercer sua agao mais eficazmente
quando utilizados conjuntamente. Esses dados subsidiam os achados in vitro
reportados nesse estudo.

A dinamica molecular é usada para gerar uma simulagdo que investiga a
estabilidade das ligagbes desde o contato inicial entre o ligante e a proteina até o
acoplamento completo, ou 0 ndo acoplamento, em escala de nanosegundos. A
dindmica molecular calcula os movimentos dos atomos ao longo do tempo pela
integracdo das equagdes de movimento de Newton (Salmaso e Moro, 2018;
Shivanika et al., 2022).

Essa analise revelou que houve estabilidade nas ligagdes do pC4C com os
alvos estudados, destacando-se a estabilidade com a enzima PgsA que apresentou
menores valores de desvios, indicando menos contatos entre ligante e proteina
culminando mais rapidamente na manutencgao das ligagdes. As flutuagbes entre os
residuos foram mais baixas na enzima DNA ligase, apontando para uma estrutura
menos flexivel, dentro de um padrao equilibrado que ndo gera muitas mudancgas
conformacionais com consequente maior permanéncia e estabilidade.

As energias de Coulomb e de Lennard-Jones sdo importantes na modelagem
molecular, especialmente em simulagdes de dinamica molecular e docking. Elas
representam tipos distintos de interagdes nao covalentes entre atomos ou
moléculas, descrevendo interagdes entre cargas elétricas, interagdes de repulsdo
estérica e de atracdo de van der Waals, respectivamente. O pC4C estabeleceu
energias de ligacao eletrostaticas mais pronunciadas favorecendo a formacgao e a
estabilidade do complexo ao longo do tempo, como observado no RMSD. As
interagcbes de Coulomb s&o especificas e, de forma seletiva, atrai um grupo
selecionado ao alvo. Isso melhora o encaixe no sitio ativo e reduz a ligagao a alvos
nao desejados que desencadearia mais efeitos colaterais.

Conjuntamente, os dados obtidos no docking e na dinamica molecular
sugerem um mecanismo de acdo duplo do pC4C sobre as células bacterianas
atuando sobre alvos ligados a sintese de membrana e a replicagdo de DNA. Além
disso, se acopla com energia de ligacédo suficiente para inibir os mecanismos de

resisténcia relacionados as proteinas de efluxo.
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O iodeto de propidio (IP) € um corante amplamente utilizado para avaliagéo
da viabilidade celular. Devido a sua natureza hidrofilica e ao seu tamanho molecular
€ impermeavel a células vivas com membranas intactas. No entanto, em células
com membranas danificadas ou comprometidas, o IP é capaz de atravessar a
membrana e interagir com o DNA, emitindo fluorescéncia vermelha quando ligado
ao material genético. A intensidade da fluorescéncia emitida é diretamente
proporcional ao grau de dano a membrana celular. Dessa forma, o IP é um
marcador de células mortas ou com membranas comprometidas. Quando o IP
penetra em uma bactéria, a principal conclusdo é que a membrana citoplasmatica
sofreu danos, uma vez que o IP ndo consegue atravessar membranas integras. A
parede celular bacteriana, apesar de essencial para a prote¢cao estrutural, n&o é a
principal barreira que impede a entrada do IP. Mesmo que a parede celular esteja
danificada, o IP s6 penetrara se a membrana citoplasmatica estiver comprometida,
pois € ela que controla o transporte de substancias para dentro e fora da célula.
Assim, a penetragao do IP indica dano a membrana citoplasmatica, o que pode ou
nao estar associado a danos na parede celular, dependendo do mecanismo de agao
envolvido (Crowley, Marfell, et al., 2016; Crowley, Scott, et al., 2016; Tian et al.,
2024).

E bem estabelecido que a vancomicina exerce seu efeito ligando-se & porgéo
terminal D-Ala-D-Ala do lipidio Il, impedindo a ligagado das PBPs, que realizam a
reticulacdo do lipidio Il durante a sintese do peptidoglicano para a formagao da
parede celular. Essa agao desestabiliza o equilibrio osmdtico, podendo levar a
ruptura celular e consequente morte bacteriana (Stogios e Savchenko, 2020). Dessa
forma, os danos e a ruptura causados pela vancomicina ao envelope celular
facilitaram a entrada do IP nas células, resultando no aumento da emissdo de
fluorescéncia.

Na avaliagdo morfolégica por MET observou-se que o pC4C induziu
alteragcdes em MRSA e E. faecalis. Os achados deste estudo indicam que o pC4C
pode causar danos a parede celular bacteriana e desestruturar a membrana
citoplasmatica, resultando em lise celular e extravasamento do conteudo intracelular
para a matriz extracelular. A perda da integridade da membrana também foi

evidenciada pela captacao de IP pelas células tratadas com pC4C na MCLV. Com a
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ruptura bacteriana, o pC4C pbéde adentrar as células e interagir com
macromoléculas intracelulares. Com a desorganizagao citoplasmatica e do material
genético mais DNA pode ter sido destruido, deixando poucos nucleotideos para as
moléculas de IP se anexarem.

Além disso, as descobertas deste estudo sugerem que o pC4C pode atuar
por diferentes mecanismos para eliminar células bacterianas, atuando tanto no
envelope bacteriano como em macromoléculas intracelulares envolvidas em
processos genéticos. Nesse contexto, Lou et al. (2012) relataram que o acido p-
cumarico, precursor do pC4C, induz alteragdes irreversiveis na permeabilidade da
membrana bacteriana, resultando na perda de conteudo citoplasmatico. Relatou,
também, que o composto pode interagir com o DNA gendmico bacteriano ligando-se
ao ambiente hidrofébico do DNA ou intercalando-se entre os pares de bases. A
formacdo desse complexo pode ser estabilizada por meio de interagdes de
empilhamento de bases (base-stacking).

No ensaio de lise celular o pC4C exibiu agcdo bactericida ao apresentar
atividade litica sobre as células bacterianas. Esse efeito é corroborado pelas curvas
de crescimento e morte obtidas para os microrganismos testados. Compostos
bactericidas sdo considerados mais versateis do que aqueles com propriedades
bacteriostaticas. Tratamentos com agentes bactericidas geralmente possuem menor
duracdo e sao recomendados no manejo de infecgdes graves e potencialmente
letais, sendo indicados como agentes de primeira escolha para terapias em
individuos imunocomprometidos (Herrera et al., 2022).

Para avaliar a penetragao e os danos estruturais no biofiime de MRSA, foi
utilizada coloragao dupla com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP). O
LA é um corante metacromatico que atravessa as membranas celulares em sua
forma neutra e, uma vez dentro da célula, converte-se em sua forma catibnica,
tornando-se incapaz de permear para fora da célula. O LA possui afinidade por
acidos nucleicos e, ao se ligar ao material genético, emite fluorescéncia verde,
indicando células viaveis (Kinoshita et al., 2016). O IP também possui afinidade aos
acidos nucleicos, porém apenas penetra nas células apds a integridade da
membrana ser comprometida, marcando células em necrose ou em estagios

avancados de apoptose (Crowley, Scott, et al., 2016). A MCVL combinada a
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coloragao LA/IP permite avaliar a eficacia do composto, diferenciando células vivas
e mortas, além de identificar alteracdes estruturais no biofilme. Essas informacgdes
sS40 essenciais para a compreensao do mecanismo de agdo do composto e dos
possiveis mecanismos de resisténcia bacteriana.

A matriz extracelular polimérica (MEP), composta por polissacarideos,
proteinas, lipidios e DNA extracelular € essencial para a integridade do biofilme e
pode apresentar caracteristicas hidrofilicas ou anfipaticas, dependendo de sua
composi¢cao molecular. Substancias altamente hidrofilicas tendem a apresentar
penetracdo limitada na matriz, enquanto compostos altamente lipofilicos podem ficar
retidos na estrutura matricial. Dessa forma, um composto moderadamente lipofilico,
como o pC4C, tem maior probabilidade de atravessar a matriz extracelular e se
difundir intracelularmente sem ser retido nas camadas superficiais (Barna e
Williams, 1984; Ruhal e Kataria, 2021; Sharma et al., 2023).

A vancomicina, apresentando natureza hidrofilica devido a presenca de
multiplas ligagdes de hidrogénio provenientes de grupos polares como hidroxila,
amida e carboxila, apresenta baixa solubilidade lipidica, o que prejudica sua
penetracdo na matriz extracelular e nas membranas bacterianas. Além disso, seu
elevado peso molecular (PM) compromete ainda mais sua difusdo através da MEP,
reduzindo sua eficacia contra bactérias incorporadas no biofiime. O pC4C (PM =
288,05 g/mol) é consideravelmente menor que a vancomicina (PM = 1449,30 g/mol),
0 que provavelmente favorece sua mobilidade na matriz do biofilme e melhora seu
alcance bacteriano (Pfeiffer, 1981; Stogios e Savchenko, 2020). Por outro lado, no
ensaio de quantificagdo da biomassa do biofilme por cristal violeta, a vancomicina
apresentou maior eficacia na redugao da massa aderida. Esse resultado pode ser
explicado pelo fato de que tal método avalia predominantemente a acgédo da
substancia sobre a superficie do biofilme, ndo contemplando sua capacidade de
penetracdo nem os efeitos sobre a desestruturacéo da arquitetura tridimensional da
matriz biofilme.

Devido a estrutura complexa e a maior resisténcia dos biofilmes, compostos
atuam de maneira distinta na desestruturacdo de biofilmes em comparacao a sua
acao sobre bactérias planctbnicas. Em células planctbnicas, os agentes

antibacterianos nao encontram barreiras fisicas, permitindo o acesso direto e
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individual as bactérias, o que facilita a rapida ligagéo, penetracédo (quando aplicavel)
e acdo. Em contraste, nos biofilmes, a MEP limita a difusdo dos compostos,
reduzindo sua concentragao efetiva no interior da matriz. As bactérias planctonicas
geralmente estdo em estado de crescimento ativo, tornando-se mais suscetiveis a
substancias que atuam em processos durante a divisdo celular, como a sintese da
parede celular bacteriana. Entretanto, os biofilmes apresentam heterogeneidade
metabdlica, com células superficiais mais metabolicamente ativas e células mais
profundas em estado quiescente, tornando-as menos responsivas a agentes que
dependem da divisdo celular ativa. Os mecanismos de resisténcia em células
planctdnicas geralmente surgem por mutagdes genéticas, mas ndo possuem a
protecao adicional proporcionada pela matriz extracelular nos biofilmes. Além de
atuar como barreira fisica, essa matriz facilita a troca genética, o sinal molecular
dependente de densidade dentro da matriz (quorum sensing) e a presenca de
células persistentes, que sobrevivem ao tratamento antibidtico devido a sua
inatividade metabdlica. Dessa forma, os mecanismos pelos quais compostos atuam
contra biofiimes exigem abordagens mais complexas do que aquelas eficazes
contra bactérias plancténicas (Ruhal e Kataria, 2021; Sharma et al., 2023).

Para verificar se o pC4C poderia comprometer o processo de sintese e a
concentracdo de DNA, foram realizados os ensaios espectroscopico e a eletroforese
em gel com brometo de etidio (EtBr). O EtBr € um corante fluorescente amplamente
utilizado em microbiologia e biologia molecular para visualizar acidos nucleicos em
géis de eletroforese e age se intercalando entre os pares de bases do DNA que
quando exposto a luz ultravioleta, emite fluorescéncia, permitindo a visualizagao das
bandas dos acidos nucleicos (Pal et al., 2020).

A diminui¢cdo na concentracdo de DNA observada nas células tratadas com o
pC4C pode ter sido relacionada a diferentes causas como pelo menor numero de
células vivas e consequente menor quantidade total de DNA extraido da amostra;
pelo impedimento da duplicagcdo do genoma bacteriano resultando na redugao da
concentracdo de DNA detectavel; ou ainda pelo dano direto ao material genético
como quebras na fita do acido nucleico. Em qualquer das situacdes o tratamento
com o composto representa prejuizo as células bacterianas. As alteragdes

observadas por eletroforese na amostra tratada com o pC4C sugerem que o
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composto atravessa a membrana celular e afeta a integridade do DNA. Ratificando
esse achado, os ensaios com o IP mostraram que o pC4C pode penetrar na
bactéria por causar danos a membrana celular. Esse modo de ag¢ao foi amparado
pelos estudos de docking e dinamica molecular aqui reportados.

O valor da CIM do pC4C frente as linhagens S. aureus K2068 e 1199B
corroboram o alto nivel de resisténcia bacteriana, consistente com a presenca de
mecanismos de efluxo ativos. Entretanto, o pC4C exibiu atividade antibacteriana
contra linhagens de S. aureus 12981 e 13373 com CIM igual a 8 pg/mL para ambas
as linhagens. Essas cepas ndo sao carreadoras de proteinas de efluxo, porém, a
linhagem 13373 € portadora de alteragdo de molécula-alvo por codificagdo genética
como mecanismo de resisténcia. Consistente com o presente estudo, em
investigacao envolvendo o acido p-cumarico, precursor do pC4C, Silveira et al.
(2025) verificaram que o composto apresentou CIM maior de 1024 pug/mL contra as
linhagens S. aureus 1199, 1199B, carreadoras de bombas de efluxo NorA, e contra
a linhagem 1S-58, produtora da bomba MepA.

Bombas de efluxo sdo proteinas transportadoras ligadas a membrana celular
gue expulsam substancias potencialmente ofensivas a célula como mecanismo de
defesa. No contexto terapéutico, a expulsdo de compostos pela célula através
dessas proteinas pode resultar em falha ou ineficacia da terapia medicamentosa
(Sinha, Aggarwal e Singh, 2024). Com base nas analises in silico realizadas neste
estudo, em conjunto com os resultados ja apresentados, propde-se que o pC4C
também exerca sua atividade em nivel intracelular, interagindo com alvos
moleculares no interior das células, possivelmente interferindo no processo de
replicacdo do DNA. Esse mecanismo de acao intracelular poderia tornar o pC4C
passivel aos sistemas de efluxo.

O EtBr é um agente toxico e mutagénico que se intercala entre os pares de
bases do DNA e que sofre resisténcia apenas pelo mecanismo de extrusdo por
bombas de efluxo (Sousa, de et al., 2024). Embora possa ter um efeito toxico sobre
células, incluindo células bacterianas, ndo € considerado nem utilizado como um
agente antimicrobiano. E empregado em pesquisas para avaliar a capacidade da

bactéria de remover o EtBr do seu interior, indicando a presenga de bombas de
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efluxo, pois atua mobilizando as bombas, sendo a atividade de efluxo relativamente
proporcional a concentracado do EtBr no interior da célula (Pal et al., 2020).

A MepA, da familia MATE, codificada pelo gene cromoss6mico mepA, € uma
importante bomba de efluxo expressa em algumas linhagens de S. aureus, como a
K2068. Ela expulsa multiplos farmacos, dentre os quais se destacam as
fluoroquinolonas, como o ciprofloxacino, e outras substancias, como EtBr (Freitas et
al., 2024; Sinha, Aggarwal e Singh, 2024). A bomba de efluxo NorA, da familia MFS,
sintetizada pela expressdao do gene norA, superexpressa pela linhagem de S.
aureus 1199B, confere resisténcia contra os compostos quaternarios de aménio, o
cloranfenicol e as fluoroquinolonas hidrofilicas, além de proteger a célula de
substancias lipofilicas e monocatibnicas como o EtBr (Almeida, de et al., 2024;
Tintino et al., 2017).

O pC4C, em concentragdo subinibitoria, exibiu atividade promissora ao
reduzir a CIM do EtBr em ambas as linhagens testadas com um padrdao mais
eficiente contra S. aureus 1199B. Esses achados sugerem que as variagdes
estruturais entre os sistemas de efluxo bacterianos podem influenciar
significativamente a interagcéo e a atividade dos moduladores. Os resultados obtidos
sugerem um potencial efeito inibitério do pC4C sobre os mecanismos de efluxo do
EtBr, resultando em maior retencédo dentro da célula bacteriana e potencializagao da
sua atividade.

Os compostos que atuam na inibigcdo do efluxo pode ter atividade relacionada
ao bloqueio direto da bomba de efluxo, a competicdo pela ligagdo a proteina para
impedir a acdo do farmaco ou a inibicdo da expressao génica (Freitas et al., 2024).
Portanto, a identificacdo de inibidores eficazes, naturais ou sintéticos, representa
um avango promissor no enfrentamento da resisténcia antimicrobiana, pois reduz a
pressdo seletiva por novos agentes e oferece uma alternativa viavel ao
desenvolvimento de novos farmacos. Dessa forma, reduzem a resisténcia intrinseca
e revertem a resisténcia adquirida aos antibiéticos transmudando o transporte de
substancias para permitir terapias antibidticas exitosas (Sousa, de et al., 2024;
Tintino et al., 2017). Contudo, a preocupagao preeminente causada pelas bombas
de efluxo que causam multipla resisténcia a drogas € que elas podem exportar uma

grande diversidade de substratos estruturalmente diferentes (Tintino et al., 2017).
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A modulacdo da resisténcia bacteriana a antibidticos é observada pela
capacidade de certos compostos restaurarem ou potencializarem a eficacia de
antimicrobianos frente a linhagens resistentes. Experimentalmente, esse fendmeno
pode ser verificado pela reducdo da CIM de um antibiético quando associado a uma
substancia moduladora, indicando que o composto interfere positivamente para
escapar dos mecanismos de resisténcia da bactéria. Nesse sentido, o estudo de
moduladores se destaca como uma estratégia complementar essencial no combate
a crescente ameaca das infecgdes bacterianas multirresistentes, permitindo,
inclusive a reutilizagdo de antibioticos clinicamente limitados.

Considerando os efeitos do pC4C no ensaio com EtBr, foi realizada a
avaliagdo da modulacdo da atividade do ciprofloxacino e do norfloxacino em
linhagens de S. aureus resistentes. Os resultados indicam que o pC4C é um agente
modulador da resisténcia ao ciprofloxacino e ao norfloxacino em S. aureus atuando,
possivelmente, como um inibidor das proteinas de efluxo MepA e NorA. A
associacdo de antibacterianos com inibidores de bombas de efluxo pode
desencadear um comportamento de sinergia entre os compostos. Esse efeito pode
reduzir os valores de CIM dos antibacterianos indicando uma reversao do fendtipo
de resisténcia bacteriana melhorando a atividade dos antibidticos.

Em estudo in silico, acidos fendlicos foram submetidos a analises de docking
molecular com o objetivo de avaliar o potencial de interagcdo com a bomba de efluxo
NorA. Dentre os compostos avaliados, o acido p-cumarico apresentou uma das
melhores energias de ligagéo (-6,3 kcal/mol), indicando afinidade pela proteina-alvo,
superando, inclusive, o ciprofloxacino (-4,9 kcal/mol), farmaco de referéncia utilizado
no estudo. Subsequentemente, por meio de simulagdes de dindmica molecular, uma
analise de estabilidade conformacional e flexibilidade dos complexos formados na
ligacdo entre NorA e os acidos fendlicos indicou que o acido p-cumarico ancorou
NorA de forma mais estavel do que o complexo com o ciprofloxacino (Singh et al.,
2022). Esses achados reforcam a potencial atividade do derivado pC4C como
agente modulador sobre o mecanismo da bomba.

Visto que linhagens portadoras da proteina de efluxo NorA podem extrudar
compostos de aménio quaternario conferindo resisténcia a antissépticos e

desinfetantes (Sinha, Aggarwal e Singh, 2024), o pC4C, baseado nos resultados
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obtidos, poderia ser incluido em formulacbes de desinfetantes e antissépticos
visando eliminar cepas de S. aureus produtoras da bomba NorA em ambientes
hospitalares.

Em conjunto, os dados apresentados neste estudo sugerem que o pC4C
possui um modo de agao dual sobre as bactérias, o que representa uma vantagem,
uma vez que compostos com alvo unico podem ter seus efeitos mais facilmente
contornados pelos mecanismos de resisténcia bacteriana. Assim, o pC4C se mostra
uma molécula promissora como alternativa para o tratamento de infeccdes

causadas por bactérias Gram-positivas.
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7 CONCLUSAO

O p-cumarato de 4-clorobenzila (pC4C) apresentou atividade antibacteriana
contra as linhagens de bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus NCTC
12981, Staphylococcus aureus resistente a meticilina NCTC 13373 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212 com inibicdo do crescimento microbiano e cinética de morte
observada dentro de 24 horas de contato. A molécula desestruturou biofilmes
maduros quando aplicado em concentragdes quatro vezes superiores a sua CIM
contra o microrganismo testado, penetrando de forma eficaz na matriz extracelular
polimérica para alcangar e atuar contra as células presentes no biofilme.

O composto apresentou parametros toxicolégicos favoraveis na andlise in
silico, exibiu baixa toxicidade sistémica in vivo em larvas de Galleria mellonella e
resposta citotoxica limitada in vitro em células de fibroblastos gengivais humanos. O
pC4C ainda foi avaliado por meio de abordagens de docking molecular e
simulag¢des de dindmica molecular apresentando afinidade de ligacao e estabilidade
com as enzimas fosfatidilglicerol fosfato sintase e DNA ligase dependente de NAD",
bem como com as bombas de efluxo MepA e NorA.

Os resultados também sugerem que o pC4C pode exercer seu efeito por
meio da desestabilizacdo do envelope bacteriano, levando a lise celular, além de
induzir a desorganizacao genética das células, evidenciando certa atividade sobre o
DNA bacteriano. Adicionalmente, os achados demonstram que a molécula
apresenta atividade antiefluxo ao inibir o funcionamento das bombas MepA e NorA,
contribuindo para a modulacdo da resisténcia aos antibiéticos ciprofloxacino e
norfloxacino em linhagens de Staphylococcus aureus K2068 e 1199B, carreadoras
de sistemas de efluxo MepA e NorA.

Considerando seus efeitos reportados nesta pesquisa, o pC4C se mostrou
um composto com potencial para fundamentar novas hipéteses investigativas de
aplicacao futura na farmacoterapia de infecgbes bacterianas causadas por agentes

Gram-positivos.
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APENDICE A - Perfil de resisténcia a farmacos apresentado pelo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) NCTC 13373. Leitura
realizada no sistema Siemens® MicroScan® WalkAway®96 Plus
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Farmaco CIM (pg/mL) Interpretacao
Amoxicilina + Clavulanato Potassico > 412 R
Ampicilina >8 R
Ceftriaxona > 32 R
Ciprofloxacino <=1 I
Clindamicina >4 R
Daptomicina <=0.5 S
Eritromycina >4 R
Gentamicina >8 R
Levofloxacino <=1 I
Linezolida <=2 S
Oxacilina > 2 R
Penicilina >8 R
Cefoxitina (Triagem) >4 POS
Teicoplanina <=2 S
Vancomicina 1 S

CIM: Concentracgéo Inibitéria Minima; S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente; POS: Positivo.
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APENDICE B - Perfil de resisténcia a farmacos apresentado pela Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) NCTC 13809. Leitura realizada no sistema
Siemens® MicroScan® WalkAway®96 Plus

Farmaco CIM (pg/mL) Interpretacao

Amicacina > 16 R
Aztreonan >4 R
Cefepima >8 R
Cefotaxima > 16 R
Cefotaxima + Clavulanato Potassico >4

Cefoxitina >8

Ceftazidima >8 R
Ceftazidima + Clavulanato Potassico >2

Cefuroxima >8 R
Ciprofloxacino >1 R
Cloranfenicol >8 R
Colistina <=2 S
Ertapenem >1 R
Gentamicina 4 R
Imipenem 8 R
Levofloxacino >1 R
Meropenem >8 R
Piperacilina + Tazobactam > 16 R
Tobramicina >4 R

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente.
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