Servico Publico Federal
Ministério da Educacéao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Instituto de Quimica

Programa de Pos-Graduacao em Quimica- Doutorado

Paola Dias de Oliveira

Estudo do mecanismo de acao antibiética de w-
aminoalcoxilxantonas sobre S. aureus utilizando analise

metabolémica por RMN e Quimiometria

Orientadora: Dra. Ana Camila Micheletti
Coorientadora: Dra. Glaucia Braz Alcantara

Coorientador: Dr. Adilson Beatriz

Campo Grande, MS
2022



Servico Publico Federal
Ministério da Educacao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Instituto de Quimica

Programa de Pos-Graduacao em Quimica- Doutorado

Paola Dias de Oliveira

Estudo do mecanismo de agao antibiética de w-
aminoalcoxilxantonas sobre S. aureus utilizando analise

metabolémica por RMN e Quimiometria

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduagdo em Quimica — Nivel de Doutorado
— da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul.

Orientadora; Dra. Ana Camila Micheletti
Coorientadora: Dra. Glaucia Braz Alcantara

Coorientador: Dr. Adilson Beatriz

Campo Grande, MS
2022



01/03/2022 09:42 SEINUFMS - 3064534 - Ata

Servigo Publico Federal

Ministério da Educagao H ‘L

Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul | <™=

ATA DE DEFESA DE TESE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
DOUTORADO

Aos vinte e um dias do més de fevereiro do ano de dois mil e vinte e dois, as
oito horas, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos membros: Ana Camila Micheletti
(UFMS), Aline Lima de Oliveira Paterno (UnB), Elenilson de Godoy Alves Filho (UFC), Fernanda
Rodrigues Garcez (UFMS) e Nidia Cristiane Yoshida (UFMS), sob a presidéncia do primeiro,
para julgar o trabalho da aluna: PAOLA DIAS DE OLIVEIRA, CPF 04382330181, do Programa de
Pos-Graduagdo em Quimica, Curso de Doutorado, da Fundacdo Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO ANTIBIOTICA DE
w-AMINOALCOXILXANTONAS SOBRE S. qureus UTILIZANDO ANALISE METABOLOMICA POR
RMN E QUIMIOMETRIA" e orientacdo de Ana Camila Micheletti. A presidente da Banca
Examinadora declarou abertos os trabalhos e agradeceu a presenca de todos os Membros. A
seguir, concedeu a palavra a aluna que expds sua Tese. Terminada a exposicdo, os senhores
membros da Banca Examinadora iniciaram as arguicoes. Terminadas as arguicdes, a
presidente da Banca Examinadora fez suas consideracOes. A seguir, a Banca Examinadora
reuniu-se para avaliacdo, e apds, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR AVALI ACEO

Dra. Ana Camila Micheletti (Interno) APROVADA

Dra. Aline Lima de Oliveira Paterno (Externo) APROVADA

Dra. Deisy dos Santos Freitas (Externo) (Suplente)

Dr. Dénis Pires de Lima (Interno) (Suplente)

Dr. Elenilson de Godoy Alves Filho (Externo) APROVADA

Dra. Fernanda Rodrigues Garcez (Interno) ——

Dra. Nidia Cristiane Yoshida (Interno) APROVADA

RESULTADO FINAL:

Aprovagao X
Aprovacao com revisao
Reprovacdo

OBSERVACOES: Acatar as sugest&es/ correces da banca examinadora.

Nada mais havendo a ser tratado, a Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a
todos pela presenca.

hitps:fisei.ufms.briseifcontrolador_extermo. php?acao=documento_conferir&codigo_verificador=30684534&codigo_cre=AE84ET06&hash_downloa. ..




01/03/2022 09:42 SEIUFMS - 3064534 - Ata
Assinaturas:
Presidente da Banca Examinadora

Aluna

o Documento assinado eletronicamente por Ana Camila Michelett,
Sel! & Professora do Magistério Superior, em 21/02/2022, as 12:27, conforme
horéario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 69, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura
eletronica

—— Documento assinado eletronicamente por Nidia Cristiane Yoshida,
Se|! & Professora do Magistério Superior, em 21/02/2022, as 12:27, conforme
:;::';:'?:; horéario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

. Documento assinado eletronicamente por Fernanda Rodrigues Garcez,

SeI! ] Professora do Magistério Superior, em 21/02/2022, as 12:28, conforme

:;:::';::3 horario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015,

o Documento assinado eletronicamente por Aline Lima de Oliveira Paterno,
SEII lﬁ Usuario Externo, em 22/02/2022, as 08:38, conforme horério oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de &

de outubro de 2010,

assinatura
eletrénica

N Documento assinado eletronicamente por Elenilson de Godoy Alves Filho,
SEII Usuario Externo, em 22/02/2022, as 11:17, conforme horario oficial de Mato
assinatura Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8

eletrdnica

. = Documento assinado eletronicamente por PAOLA DIAS DE OLIVEIRA,
SEI H Usuario Externo, em 23/02/2022, as 10:22, conforme horario oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8

de outubro de 2015,

assinatura
eletronica

3 Wﬁﬁ@wﬂmﬂ informando o cédigo
¥ verificador 3064534 e o cédigo CRC AES4E706.

COLEGIADO DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA
Av Costa e Silva, s/n® - Cidade Universitaria
Fone:
CEP 73070-900 - Campo Grande - MS

hitps:fisei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&codigo_verificador=3064534&codigo_crc=AES84ET06&hash_downloa. ..



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forcas e saude durante toda essa caminhada;

Aos meus pais, Sebastido e Aldirene, e minha irma Paloma pelo apoio e carinho;

Aos meus avos, pelo incentivo e entusiasmo pelos meus estudos;

A minha orientadora, Ana Camila Micheletti, pelos ensinamentos, disponibilidade e
dedicacdo durante todo meu doutorado. Também por estar presente durante toda

minha iniciacao cientifica e mestrado, contribuindo com seus conhecimentos;

Ao meu coorientador, Adilson Beatriz, que sempre acreditou no meu crescimento. Foi

um privilégio ter seu apoio durante toda minha vida académica,

A minha coorientadora, Glaucia Braz Alcantara, que sempre paciente e com uma

alegria contagiante, propiciou-me muita sabedoria.

Aos amigos desde de quando eu era IC, Tatiana, Nathalia e Roséangela, e aos que eu
conheci no mestrado, Daiane, Neimar e Rosane, pelos momentos de descontragdes,

apoio e carinho.

Aos professores da banca por toda contribui¢cdo do trabalho;

Aos técnicos Joaquim, pelo suporte na liofilizagdo das amostras, Luciana pelo suporte
nas analises de RMN e Jacqueline, que além do suporte no RMN, se tornou uma

grande amiga, rendendo varios momentos de risadas.

A PROPP — UFMS e FUNDECT pelo apoio financeiro e a CAPES pela bolsa
concedida.



Ndo ha ensino sem pesquisa e pesquisa sem ensino [...] Enquanto
ensino continuo buscando, reprocurando. Ensino porque busco,
porque indaguei, porque indago e me indago. Pesquiso para
constatar, constatando, intervenho, intervindo educo e me educo.
Pesquiso para conhecer o que ainda ndo conhego e comunicar ou

anunciar a novidade

Paulo Freire

VI



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et te st e et e eeste e see s 18
1.1. Antibacterianos: Uma DreVe rEVISA0 ........ccoveeeeiieiiiiiiiiiee e et e e 18
1.2 Mecanismo de acéo dos antibidticos na célula bacteriana.................ccceevvvvvvnnnn. 25
1.2.1 Inibic&@o da sintese de parede Celular.............ueeeeiieiiiiiiiiiiiii e 28
1.2.2. InibIiCA0 da SINtESE PrOtEICA......cccieveeiiiiiiee e e e e 30
1.2.3 Interferéncia na sintese de acido NUCIEICO ............ccccvvuriminimiiiiiiiiinnes 32
1.3 Derivados xanténicos: w-aminoalcoxilXxantonas..........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeiiieeeenen. 33

1.4. O uso da Ressonancia Magnética Nuclear e Metaboldmica no avanco contra a

reSIStENCIA DACIEITANG ......uviiiiiiii i 35
2. ODBJBLVOS ... 38
2.1, ODJELIVO QEIAI ....uu i 38
2.2. ObJetiVOS ESPECITICOS ....ueriiiieieiiiiiieieie et 38
3. MATERIAIS E METODOS .....ooiuiiieiiecieeeecee e eeeee ettt 39
3.1. MateriaiS € EQUIPAMENTOS ......cceeeiieeeeeeee e 39
K 1Y =3 (0T [0 1 TP PP PP PP PP 40
3.2.1. Obtencéo das w-aminoalcoxilxantonas (MICHELETTI et al, 2011)................. 40
3.2.2. Procedimento para obtencdo dos metabdlitos intracelulares ......................... 42
3.2.3. Preparo das amostras para analise de RMN...........cccooiiiii 43
3.2.4. Parametros para aquisicdo das analises de RMN.............ccccceeiiiii, 44
3.2.5. Tratamento qUIMIOMETTICO ......cceeeeeeeeeeeee e 44

VI



3.2.6. Modelagem MOIECUIAT ........coooeeeeeeeeee e 45

3.2.6.1. Selecéo de alvos e simulacfes de acoplamento molecular ......................... 45
3.2.7 ANAlISe de VArIANCIA .......ccoeee e 46
4. ReSUltadoS € AISCUSSAD .........ccivviiiiiiiiiiiiiii ettt a7
4.1 Sintese das w-aminoalcoXilXantOnNas..............ccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee a7

4.2 Aquisicao dos espectros de RMN de para analise metabolémica e caracterizacao
dos Metabolitos INTrACEIUIAIES. .......covviiiiie e e 54

4.3. Uso da quimiometria para sugerir o mecanismo de acdo das w-

AMINOAICOXIIXANTONES ...t e ettt e e e e e r e e e e e e s eeeeeeas 62
4.4 Modelagem MOIECUIAN ...........coiiiicee e e 74
5. CONCLUSAO ..ottt ettt s e 81
RETEIEINCIAS ...t e e e e e e e e e e e 82
ANEX O S e e e e et e e ettt e e e et e e aeanes 91

VI



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacao estrutural dos primeiros quimioterapicos sintetizados....... 19
Figura 2. Representacdo estrutural do prontosil e sulfanilamida, obtida apds ser
metabolizada N0 OrgaNISIMO ..........iiiii e e e 20

Figura 3. Representacéo estrutural da penicilina obtida do fungo Penicillium notatum

.................................................................................................................................. 20
Figura 4. Representacao estrutural dos antibidticos disponiveis nos anos de 1940 e
RSO PP PPP PR 22
Figura 5. Representacao estrutural dos antibioticos disponiveis nos anos de 2000 a
120 O PSR 23
Figura 6. Estrutura basica de células procarioticas ...........cccueeeeeieeiiiiiiiiiiiiiieieeeees 27

Figura 7. Estrutura da parede celular de a) bactérias Gram-positivas; b) Bactérias

GraM-NEQALIVAS ... ..uuiii e eeeeeeee e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e ee s ta e e e eeeeeeensnann s 27
Figura 8. Alvos dos principais agentes antibacterianos..................ueeveeieiieeieeiinninnnnns 28
Figura 9. Representacdo esquematica do peptideoglicano...........ccoovvuvviieieneeeennnnns 29
Figura 10. AGA0 dOS B- lACLAMICOS ....uiieeeeiieeiiiiiie e e e e e e eenaaes 30
Figura 11. Etapa de traducao para a sintese de proteinas...........ccccvvvvvceeiiieeeeennnnnns 32
Figura 12. Representagao estrutural das w-aminoalcoxilxantonas ...............ccc....... 35

Figura 13. Representacdo esquematica da obtengcdo de w-aminoalcoxilxantonas a

partir da HQUEXANTONA (L) ....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiieieii e seaeneee 40
Figura 14. Esquema geral para obtencao da norliqguexantona.............cccceeeeeeeeeennnnns a7
Figura 15.Espectro de RMN de 'H da liquexantona (1) (CDCls. 500 MHz) e
norliqguexantona (2) (DMSO-ds, 500 MHZ)............uuuuiiiimiiiiiiiiiiiieee 48
Figura 16. Esquema geral para obtencao das w-bromoalcooxilxantonas ................ 49
Figura 17. Estrutura das w-aminoalcoXilXantonas............cccccceeeeeeeeeeivieeeneiiviiiceenn, 51

Figura 18. Espectro de RMN de 'H com ampliacdo na faixa de 3,8 — 2,4 ppm da: A)
substancia 4 (*H, 500 MHz, CDCIz); B) substancia S7 (*H, 500 MHz, MeOD-d4); C)
substancia S8 (*H, 500 MHZ, CDCI3).......cccoiiiuiiieeiiiiiiee ettt 52
Figura 19. A) Espectro de RMN de 'H do grupo controle (*H, 500 MHz; D2O/TMSP-
d4); B) Expanséo de -0,6-3,06 ppm do espectro de RMN de 'H do grupo controle; C)



Expanséao de 3,5-4,5 ppm do espectro de RMN de 'H do grupo controle; D) Expansao
de 6,5-9,0 ppm do espectro de RMN de *H do grupo controle...............cceevveeeeirvnnennn. 55
Figura 20. A) Espectro de RMN de H referentes aos sinais do aspartato na regiédo de
2,90-2,60 ppm e 3,90- 3,80 ppm); B) Mapa de correlacdo Jres dos sinais do aspartato

(*H, 500 MHZ, D20O/TIMSP-04)....cuvieeiiieeeciee e ciee e et sare e sneeeanaeeeans 56
Figura 21. Mapa de correlacdo homonuclear *H-'H (COSY) na faixa de 4,00-2,50 ppm
referente aos sinais do aspartato (*H, 500 MHz, D20/TMSP-d4)..........cccoceeevivveeennne.. 57
Figura 22. Mapa de correlagdo homonuclear 'H-'H (TOCSY) do grupo controle
referente aos sinais do aspartato (*H, 500 MHz; D20/TMSP-d4)........cccoeevueeeireeene.. 58
Figura 13. Mapa de correlagédo heteronuclear 'H-3C (HSQC) do grupo controle
referente aos sinais do aspartato (*H, 500 MHz; D20/TMSP-d4)..........ccocvvveeecivneennee. 58

Figura 24. Representacdo estrutural dos metabdlitos identificados nos grupos
tratados com antibiéticos, derivados xanténicos e no grupo controle........................ 61

Figura 25. Gréfico de escores PCA obtido a partir dos dados de RMN de *H da cultura

de S. aureus apdés tratamento com antibiotiCoS...........ccooeeeeeieii 63
Figura 26. Gréfico de escores PLS- DA obtido a partir dos dados de RMN de 1H da
cultura de S. aureus apoés tratamento com antibiotiCoS............cccevvvviiiiiieeeeeeeiiiiinnn. 66

Figura 27. Gréfico de escores PLS- DA obtido a partir dos dados de RMN de 'H da
cultura de S. aureus ap0s tratamento com o0s seguintes antibiéticos e o branco (grupo
controle): a) ampicilina e canamicina; b) ampicilina e tetraciclina; c) ampicilina e
ciprofloxacina; d) canamicina e tetraciclina; e) ciprofloxacina e tetraciclina; f)
ciprofloxacina € CanamICING...............oouuiiimiiiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaaaens 65
Figura 28. Gréfico de escores PCA obtido a partir dos dados de RMN de *H da cultura
de S. aureus apds tratamento com antibiéticos e derivados xantbnicos................. 646
Figura 29. Grafico de- a) escores b) loadings- PLS-DA obtido a partir dos dados de
RMN de H da cultura de S. aureus apds tratamento com antibiéticos e derivados
D= 1100 ] (o100 68
Figura 30. Proporgéao relativa dos metabolitos intracelulares de S. aureus apos

tratamento com cada antibiotico, derivados xantonicos e o branco (grupo controle)..

.................................................................................................................................. 69
Figura 31. Representacdo esquematica do Ciclo de Krebs...........ccccccvviviiiiiiiinnnnnns 71
Figura 32. Compostos testados na analise de docking molecular............................. 76



Figura 33. Interacao da ciprofloxacina e das substancias S6, S7 e S8 no sitio ativo da
100 010 RS0 11T = 1T RSP 77
Figura 34 Representacdo das interagbes de aminoicidos com a
N[0 )Y 0] o] [ Tox | - TSRS 79

Figura 35 Interacdes dos aminoacidos com a ciprofloxacina e compostos S6 (6), S7

(7)) 8 S8 (8. eeeeeeeeee e ettt ettt ettt ettt ettt ettt et 80
Figura Al. Espectro de RMN de 'H da liquexantona (1) (CDCI3)........cccccceevveeennnenn. 92
Figura A2. Espectro de RMN de 'H da norliqguexantona (2) (DMSO-ds) .................. 93
Figura A3. Espectro de RMN de *H da substancia 3 (CDCI3) .......ccccceeevvvvveeeeeinnnen.. 94
Figura A4. Espectro de RMN de 1H da substancia 4 (CDCI3) ...........uvvvviiieiniiinnnnnnns 95
Figura A5. Espectro de RMN de 'H da substancia 5 (CDCI3) .......cccccoevveeviiireiiinnnnns 96
Figura A6. Espectro de RMN de 'H da substancia S6 (MeOD- da) ..........ccccveevrurnnnne 97
Figura A7. Espectro de RMN de 'H da substancia S7 (MeOD- d4) ........cccceeeevunee... 98
Figura A8. Espectro de RMN de H da substancia S8 (CDCI3) .........ccccoeevvveeeeennee.. 99

Figura A9. Grafico de loadings- PLS-DA da cultura de S. aureus sem e ap0s
tratamento com ampicilina e tetraciclina (Fig. 258).........cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 100
Figura A10. Gréfico de loadings- PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apos
tratamento com ampicilina e canamicina (Fig. 25b).........ccooiiiiiiiiiiiiiiicee e, 100
Figura All. Gréfico de loadings- PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apos
tratamento com ampicilina e ciprofloxacina (Fig. 25C) ........cuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenen. 101
Figura Al12. Gréfico de loadings- PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apos
tratamento com canamicina e tetraciclina (Fig. 25d) ........oooviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 101
Figura A13. Gréfico de loadings- PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apos
tratamento com ciprofloxacina e tetraciclina (Fig. 25€).........ccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiineennnn. 102
Figura Al4. Grafico de loadings- PLS-DA da cultura de S. aureus sem e ap0s

tratamento com canamicina e ciprofloxacina (Fig. 25f).......ccciiiiiiiiiiiiin e, 102

Xl



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos compostos w-
PromOalCOXIIXANTONAS.......ccieeeeeiieee e e e e e e e 50
Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos compostos w-
AMINOAICOXIIXANTONAS .....ccoe e 53
Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de *H e 13C dos metabdlitos identificados
nos grupos tratados com antibidticos, derivados xanténicos e no grupo controle.....59
Tabela 4 . Energias das interacbes do complexo ligante- receptor com a

topoisomerase 1V (cristalizada) (afinidade de ligacédo (Kcal/mol)). ............cccoeeeeees 75

XIl



INDICE DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ala
Arg
Asp
Aq
CMI
COSY
d

dl

dl
D20
DMSO-ds
DNA
DS

Gli
Glu

HSQC

Hz
Jres
LB
Lis
LV

MCE
MDR
Met
MRSA
NAG

Deslocamento quimico

Alanina

Arginina

Aspartato

Acquisition time (Tempo de aquisicéo)

Concentracdo minima inibitoria

Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de Correlacao)
Dupleto

Dupleto largo

Delay (Tempo de espera antes de cada aquisi¢cao)

Oxido de deutério
Dimetilsulfoxido deuterado
Acido Desoxirribonucleico
Dummy scan

Glicina

Glutamato

Heteronuclear Single  Quantum  Coherence  (Correlagéo
Heteronuclear a Ligacdo Direta)

Hertz

J-Resolved Spectroscopy

Line Broadening (Multiplicacdo exponencial aplicada no FID)
Lisina

Latent variables (latentes variaveis)

Multipleto

Ester Celulose Misto Hidrofilico

Pseudomonas aeruginosa multirresistente

Metionina

Staphylococcus aureus resistente a meticilina

N-acetilglicosamina

XIII



NAM
NS
OMS
PBP
PC
PCA
PLS

PLS- DA

ppm
quint
Pro
RG
RMN
RNA
RNAmM
RNAr
RNAt
RPM

sl
SW

TD
TMSP-d4
TOCSY

Acido N- acetilmuramico

Numero de scans

Organizacdo mundial da saude

Proteinas de ligacéo a penicilina

Principal component (Componente principal)

Principal Component Analysis (Analise de Componentes Principais)
Partial Least Squares (Minimos Quadrados Parciais)

Partial Least Squares - Discriminant Analysis (Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais)

Partes por milhdo

Quinteto

Prolina

Ganho do receptor

Ressonancia magnética nuclear

Acido ribonucleico

RNA mensageiro

RNA ribossémico

RNA transportador

Rotacdo por minuto

Simpleto

Simpleto largo

Spectral width (janela espectral)

Tripleto

Size of FID (nimero de pontos utilizados para digitalizacdo do FID)
3-(trimetilsilil)-2,2,3,3-d4-propionato de sédio

Total Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de correlagéo total)

XV



Estruturas quimicas de materiais de partida e compostos sintetizados

CH; © OH CH; O OH
LI
Liquexantona Norliquexantona
1 2

CH; O CHs O
LI : :
Br/\/\o/‘\)-‘j‘\o/\/f\& F\MO O/\/f\/ r

3,6-bis (3-bromopropoxi) - 1-l;;?réxi-3-meti'-9"'-xanten-9-°"a 3,6-bis (3-bromobutoxi) - 1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona
(4

CH; O CH; O

3,6-bis (3-bromopentdxi) - 1'*(‘;‘)"°""3'““-‘""9""“““-‘“'9'°“a 3,6-bis[3-(t-butilamino)propéxi-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-
ona
(S6)
CH3 O  OH

: (L) ;
\kN\/\\/\O 0 O”’\/“vN\}/

3,6-bis[4-(t-butilamino)butdxi]-1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona
CH; O OH

(s7)
O‘IWO O o O OWI\O

1-hidroxi-8-metil-3,6-bis(3-piperidin-1-ilpentiljoxi]-9H-xanten-9-ona
(S8)

XV



RESUMO

Devido a resisténcia que algumas bactérias adquirem aos medicamentos, é essencial
a utilizacdo de técnicas analiticas para identificar o mecanismo de acdo de
substancias que apresentam potencial para atuar como antibacterianos. Nesse
sentido, a metaboldomica baseada em RMN tornou-se uma alternativa poderosa para
fornecer respostas importantes sobre a estrutura bacteriana e apoiar o entendimento
sobre 0 modo de acdo dos antibidticos, com base nas alteracbes metabdlicas
causadas nas bactérias. Em nosso estudo, a RMN foi usada para investigar as
respostas metabdlicas de uma cepa de S. aureus contra quatro antibioticos com
diferentes modos de acdo e trés substancias sintetizadas da classe das xantonas.
Observamos por andlises quimiométricas uma distincdo entre o grupo controle e
antibiéticos com alvos extracelulares, como ampicilina, e alvos intracelulares, como
canamicina, tetraciclina e ciprofloxacina. A partir do perfil quimico, identificamos 21
metabalitos, entre esses, 0s aminoacidos e precursores importantes para diferenciar
os grupos foram a betaina, acetamida, glutamato, lisina, alanina, isoleucina/ leucina,
acetato, treonina, prolina e etanol. Assim, verificamos uma forte tendéncia de
semelhanca entre os grupos S6, S7 e S8 (derivados xantdnicos) e ciprofloxacina, que
tem como alvo a replicacdo do DNA bacteriano. Foi também realizada a analise de
docking molecular dos compostos sintetizados com o sitio ativo da enzima
topoisomerase IV, enzima alvo da ciprofloxacina, que mostrou uma alta afinidade das
substéncias S6, S7 e S8 com a enzima topoisomerase 1V, consolidando os resultados
obtidos nas andlises quimiométricas. Assim, a metaboldmica baseada em RMN se
mostrou uma técnica Util para acessar o perfil metabdlico de S. aureus apds algum
tratamento com substancias com atividade antimicrobiana, ajudando-nos a investigar

seus mecanismos de agéo.

Palavras-chaves: mecanismo de ag&o antibacteriana; xantonas; metaboloma; RMN;
docking molecular.
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Abstract

Due to the resistance that some bacteria acquire to drugs, it is essential to use
analytical techniques to identify the mechanism of action of substances that have the
potencial to act as antibacterials. In this regard, NMR-based metabolomics has
become a powerful alternative to provide important answers on the bacterial structure
and to support the understanding about mode of action of antibiotics on bacterial
structure using the bacterial metabolic changes. In our study, NMR was use to
investigate the metabolic responses of one S. aureus strains against four antibiotics
with different modes of action and three synthesized substances from xanthone class.
We observed by chemometric analysis a distinction between control group and
antibiotics with extracellular targets, such as ampicillin, and intracellular targets, such
as kanamycin, tetracycline and ciprofloxacin. From the chemical profile of the
metabolites, we identified that the amino acids and important precursors to differentiate
the groups were betaine, acetamide, glutamate, lysine, alanine, isoleucine/leucine,
acetate, threonine, proline and ethanol. Thus, we verified a strong tendency for the S6,
S7 and S8 (xanthonic derivatives) group to be similar to the ciprofloxacin group, which
target bacterial DNA replication. The molecular docking analysis of the compounds
synthesized with the active site of the topoisomerase IV enzyme, the target enzyme of
ciprofloxacin, the target enzyme of ciprofloxacin, which showed a high affinity of
substances S6, S7 and S8 with the enzyme topoisomerase IV, consolidating the
results obtained in the chemometric analysis. Therefore, NMR-based metabolomics
proved to be a useful technique to access the metabolic profile of S. aureus after some
treatment with substances that have antimicrobial activity, helping us to investigate the

mechanism of action of the synthesized substances.

Keywords: antibacterial mechanism of action; xanthones; metabolome; NMR;

molecular Docking
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ESTUDO DO MECANISMO DE AGAO ANTIBIOTICA DE Q-
AMINOALCOXILXANTONAS SOBRE S. AUREUS UTILIZANDO ANALISE
METABOLOMICA POR RMN E QUIMIOMETRIA

1. INTRODUCAO

1.1. Antibacterianos: uma breve revisao

Antimicrobianos séo substancias capazes de inibir o crescimento ou causar a
morte de microrganismos, como bactérias, fungos e parasitas. Quando o0s
antimicrobianos sdo utilizados contra bactérias, sdo chamados de antibacterianos e
podem receber duas classificacbes de acordo com sua forma de obtencdo:
antibiéticos ou quimioterdpicos (CRAIG; STITZEL, 2003; SIQUEIRA- BATISTA,
GOMES, 2010).

O termo quimioterapico é erroneamente relacionado na internet como drogas
exclusivas para o tratamento anticancer (MAARTENS et al, 2011). A definicdo de
quimioterapico é mais ampla, se referindo ao uso de qualquer composto quimico
sintético que atue seletivamente sobre microrganismos ou células cancerigenas
(PARASCANDOLA, 1981; CRAIG; STITZEL, 2003; MAARTENS et al, 2011). Ja
antibioticos sdo substancias quimicas produzidas por organismos Vvivos, como
microrganismos, que causam a morte ou inibem o crescimento de outros
microrganismos (MADIGAN et al, 2009). Ainda existem as substancias de fontes
naturais modificadas em laboratério, denominadas semissintéticas, que também pode
apresentar atividade antimicrobiana (ROLINSON, 1979; MAARTENS et al, 2011)

Comumente na literatura, o termo antibidtico é utilizado tanto para as
substancias sintéticas quanto naturais, e por isso, nesse trabalho, adotaremos o termo
antibidtico para ambos. Outro termo usado nesse trabalho é relativo a atividade
antimicrobiana: bactericida ou bacteriostatico (SANTO et al, 2018), sendo 0s agentes
antimicrobianos bactericidas aqueles que causam a morte da bactéria e o0s
bacteriostaticos aqueles que promovem a inibicdo do crescimento microbiano
(GUIMARAES, MOMESSO; PUPO, 2010).

O pioneiro em sintese de substancias com atividade antimicrobiana foi Paul

Ehrlich, conhecido como “pai da quimioterapia” pela sintese em 1907 do medicamento
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arsfenamina e descoberta de sua atividade sobre a bactéria Treponema pallidum,
posteriormente comercializado com Salvarsan para o tratamento da sifilis (Fig. 1).
Apesar da sua atividade, o Salvarsan apresentava alguns fatores negativos, como a
baixa solubilidade em &gua e outros solventes, requeria protecdo para evitar a
oxidacao e sua administracdo era intravenosa (PARASCANDOLA, 2001).

Em 1912, Paul Ehrlich também sintetizou um derivado do Salvarsan, a
Neoarsefanamina (Neosalvarsan, Fig. 1), que era mais soluvel e apresentava uma
toxicidade menor, e estes foram usados durante 20 anos como 0s Unicos antibidticos
usados no tratamento de infeccdes bacterianas (Fig. 1) (PARASCANDOLA, 2001). No
entanto, essas duas substancias apresentavam alta toxicidade para tratamento de
infecgbes sistémicas, aumentando a necessidade de novas substancias ativas
(PATRICK, 2013).

Figura 1. Representacao estrutural dos primeiros quimioterapicos sintetizados
NH, NH;

O D

Arsfenamina ‘-
NaO

Neoarsfenamina

Gerhard Domagk, em 1935, descobriu que o corante vermelho prontosil
(sulfamidocicloidina) apresentava atividade in vivo contra infecgbes causadas por
espécies de Streptococcus (RUBIN, 2007). O prontosil agia como um pro- farmaco
para uma nova classe de agentes antibacterianos, as sulfas ou sulfonamidas, que
constituiram a primeira classe de agentes efetivos contra infec¢des sistémicas
introduzida no inicio dos anos 1940 (Fig. 2) (GUIMARAES, MOMESSO; PUPO, 2010;
PATRICK, 2013).
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Figura 2. Representacao estrutural do prontosil e sua parte ativa sulfanilamida, obtida apds
ser metabolizada no organismo

—_—
N:N—QSDENHg SO,NH;

Corante vermelho de prontosil Sulfanilamida

O descobrimento da penicilina € datado de 1928, quando Alexander Fleming,
ao retornar de suas férias, observou que em placas de Petri contendo culturas de S.
aureus ndo havia crescimento de coldnias em areas contaminadas acidentalmente
pelo mofo de Penicillium notatum. Ele isolou a substancia ativa produzida pelo fungo
e a chamou de penicilina (Fig. 3), atribuindo a ela um efeito antibacteriano. No entanto,
a instabilidade do composto dificultava a purificacdo, fazendo com que Fleming
tentasse durante anos obter a substancia pura, mas nédo teve sucesso (GAYNES,
2017).

Figura 3. Representacao estrutural da penicilina obtida do fungo Penicillium notatum

H =
N
0 N
O
Penicilina G

Foi entdo que 1939, Ernst Chain, da Universidade de Oxford, se interessou pela
descoberta de Alexander Fleming e, junto com seu supervisor Howard Florey,
conseguiram purificar a penicilina. Em 1940 publicaram a producéo, purificacdo e
demais resultados da penicilina, que apresentava uma alta potencialidade de

combater infec¢des causadas por Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus e
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Clostridium septique. Os efeitos da penicilina foram tdo extraordinarios que em 1945
foi concedido o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia a Fleming, Chain e Florey
(GAYNES, 2017).

Em 1944, pesquisas de organismos do solo levaram a descoberta do primeiro
composto da classe dos aminoglicosideos utilizado no tratamento da tuberculose e
uma variedade de doencas causadas por bactérias Gram-negativas, a estreptomicina.
(PATRICK, 2013; KRAUSE et al.,, 2016). Ap6s a Segunda Guerra Mundial, as
pesquisas avancaram na descoberta de novas drogas, como cloranfenicol (1947),
bacitracina (1945, antibiético peptidico), clortetraciclina (1948, tetraciclina),
eritromicina (1952, macrolideo), valinomicina (peptidico ciclico), a cefalosporina C
(1955, B- lactamico), o &cido nalidixico (1962, o primeiro dos agentes antibacterianos
da classe das quinolonas) e a segunda geracdo dessa classe, a ciprofloxacina (1987)
(Fig. 4) (HUTCHINGS, TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Entre 1940 a 1980 apenas trés antibacterianos sintéticos foram disponibilizados
no mercado, a isoniazida, trimetropima e o metronidazol (Fig. 4). Em meados de 1980,
ocorreu a introducéo de derivados das fluoroquinolonas e analogos das substancias
pertencentes as classes dos [-lactamicos, aminoglicosideos e tetraciclina
(GUIMARAES, MOMESSO; PUPO, 2010).
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Figura 4. Representacao estrutural dos antibioticos disponiveis nos anos de 1940 e 1980
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A partir dos anos 2000, poucos antibacterianos foram introduzidos no mercado,
a linezolida (2001), tigeciclina-tetraciclina de ultima geracdo (2005), retapamulina,
pleuromutilina  (2008), telavancina- um glicopeptideo (2009), ceftarolina,
(GUIMARAES, MOMESSO; PUPO, 2010; BRITO; CORDEIRO, 2012) dalbavancina,
oritavancina, tedizolida (2014), ceftazidima-avibactam (2015) plazomicina,
eravaciclina, sareciclina, omadaciclina (2018), relebactam , pretomanida, lefamulina e
cefiderocol (2019) (ANDREI, DROC; STEFAN, 2019) (Fig. 5).

Figura 5. Representacéo estrutural dos antibiéticos disponiveis de 2000 a 2019 (continua)
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ura 5. Representacdo estrutural dos antibiéticos disponiveis de 2000 a 2019 (conclusao)
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E notdrio que o desenvolvimento dos farmacos revolucionou o tratamento de
infeccbes bacterianas, levando a uma drastica reducdo da mortalidade causada por
bactérias. Entretanto, alguns fatores fizeram com que 0S microrganismos
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos e, consequentemente,
comecaram a aparecer resisténcia das bactérias perante os farmacos (SILVEIRA et
al, 2006).

1.2 Mecanismo de acdo dos antibiéticos na célula bacteriana

s

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € um problema mundial de saude
publica que se encontra em crescimento constante, diminuindo as possibilidades de
cura clinica, aumentando os custos de tratamento e causando morbidade e
mortalidade das pessoas (WHO, 2020; SERRA-BURRIE et al, 2020). Os primeiros
registros de microrganismos resistentes surgiram em meados dos anos 1950, quando
foram relatados os primeiros surtos por Staphylococcus aureus resistentes a penicilina
em ambiente hospitalar (OLIVEIRA; SILVA, 2008).

Com o decorrer dos anos, novas cepas resistentes foram surgindo, como a
disseminacdo mundial de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) e glicopeptideos (GRE), Pseudomonas
aeruginosa multirresistente (MDR), Pneumococcus resistentes a penicilina e
macrolideos, Acinetobacter baumannii resistente ao imipenem e Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, resistentes a cefalosporina de terceira geracdo, causando
centenas de milhares de mortes anualmente (CORNAGLIA; ROSSOLINI, 2009;
ABEBE, TEGENE; TIBETU, 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia
bacteriana esta entre as dez maiores ameacas a saude publica global. Se medidas
nao forem tomadas, estima-se que até 2050 o problema causard a perda de 10
milhdes de vidas em todo o mundo, anualmente, além de gerar um enorme prejuizo
para a economia, calculado em 100 trilhdes de dolares (ANVISA, 2019).

O surgimento de bactérias resistentes pode ser explicado como um mecanismo

gue as bactérias desenvolvem para se defender da nocividade causada pelos
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antibioticos (ANVISA, 2016; ANVISA, 2018). Essa resisténcia pode surgir por
alteracbes genéticas, causadas pela troca de material genético com outros
organismos, ou através da mutagénese de seu préprio DNA, o que permite que as
bactérias superem a acéo dos antibidticos (HOERR et al, 2016; LARSSON; FLACH,
2021).

Além disso, é importante citar outros fatores que também contribuem para o
surgimento de superbactérias, como o uso de antibiéticos por tempo inadequado ou
para tratar doencas que ndo sdo causadas por infecgbes bacterianas, utilizacao de
antibioticos de forma inadequada na area da veterinaria, falta de controle para
doencas causadas por bactérias nos servicos de saude, descarte inadequado dos
antibioticos e a falta de saneamento basico (ANVISA, 2018).

Com relacéo a resisténcia aos antimicrobianos, podemos citar trés principais
mecanismos comuns de resisténcia:

» Destruicao do antibiotico, onde as enzimas bacterianas catalisam a degradacéo
ou causam modificacdo dos grupos funcionais da estrutura dos antibioticos,
(SILVEIRA et al, 2006);

» Efluxo do antibiético do meio intracelular para o extracelular, diminuindo a
concentracdo adequada do medicamento dentro da célula e
conseguentemente, a acao ineficiente do mesmo (SILVEIRA et al, 2006);

» Reprogramacgéo e modificagdo da estrutura-alvo, que consiste em modificar o
alvo do antibiotico, diminuindo sua eficacia (DUBEI, INDU; SHARMA, 2020).
Bactérias sdo seres procarioticos, unicelulares e, estruturalmente, bastante

simples. Sdo compostas por uma membrana plasmatica, que separa 0 meio externo
do meio interno, uma parede celular que confere resisténcia a célula, ribossomos que
sintetizam as proteinas e o material genético, que fica concentrado na regiao nuclear,
chamado de nucleoide (Fig. 6) (TORTORA, FUNKE; CASE, 2012; REECE et al.,
2015).
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Figura 6. Estrutura basica de células procariéticas

Parede Polirribossomo Membrana Nucleoide

\ plasmatica

Fonte: Junqueira; Carneiro (2012, p.4)

As bactérias podem ser amplamente classificadas em células Gram-positivas
(Fig. 7, a) e Gram-negativas (Fig.7, b) com base na presenca de uma membrana
externa e da espessura da parede celular. A parede celular das bactérias Gram-
negativas é formada de uma membrana externa constituida de lipopolissacarideos
(LPS) e uma fina camada de peptideoglicano, que se encontra entre a membrana
plasmatica e a membrana externa. Ja as bactérias Gram-positivas ndo possuem
membrana externa, e apresentam uma camada bastante espessa de peptideoglicano,
o que facilita sua diferenciacdo das Gram-negativas quando usamos a coloragéo de
Gram, onde as bactérias Gram-negativas adquirem uma coloracdo rosa e as Gram-

positivas ficam com uma coloragéo roxa (AUER; WEIBEL, 2017).

Figura 7. Estrutura da parede celular de a) bactérias Gram-positivas; b) Bactérias Gram-
negativas

a) b)

Gram-positivo

Peptideoglicano —_____

Fonte: Madigan et al (2016, p. 42)
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Devido a simplicidade da estrutura bacteriana, sdo poucos os alvos de acéo
dos antibidticos: 1) inibicdo da sintese da parede celular; 2) inibicdo da sintese
proteica; 3) destruicdo da membrana da célula bacteriana; 4) interferéncia na sintese
de &cido nucleico e 5) inibicdo da sintese de folato (Fig. 8) (NOGUEIRA et al, 2016).

Figura 8. Alvos dos principais agentes antibacterianos
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Fonte: Madigan et al (2016, p. 812)

Neste trabalho, foram usados 4 antibidticos de amplo espectro e trés
mecanismos de acao diferentes, sendo eles: (a) ampicilina, do grupo das penicilinas,
que age na sintese de parede celular; (b) canamicina (bactericida) e (c) tetraciclina
(bacteriostatico) que agem no ribossomo, inibindo a sintese proteica e a (d)
ciprofloxacina, bactericida, que age inibindo a replicacdo do DNA, através da inibicdo

da DNA girase. O mecanismo de acao desses 4 farmacos sera descrito a seguir.

1.2.1 Inibic&o da sintese de parede celular

A parede celular bacteriana é constituida de uma rede macromolecular
denominada peptideoglicano, que consiste em uma rede macromolecular, constituida
de mondémeros de acucarer e peptideos, denominada peptideoglicano. A porcéo
dissacaridica do monémero é constituida por N-acetilglucosamina (NAG) e o acido N-

acetilmuramico (NAM), unidos por ligagdes B (1>4). A parte peptidica esta ligada ao
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NAM, numa sequéncia de quatro aminoacidos (L-Ala, D-Glu, L-Lis, D-Ala e D-Ala) e
uma cadeia de pentaglicina ligada a L-Lis. Esses mondmeros estdo unidos pela
pentaglicina com a D-Ala terminal, via ligacao peptidica, formando ligacdes cruzadas,
estabelecidas com auxilio da enzima transpeptidase (Fig. 9) (TORTORA, FUNKE;
CASE, 2012).

Figura 9. Representacao esquematica do peptideoglicano

N- acetilglicosamina (NAG)
B)

Acido N- acetilmuramico (NAM)

Ligacdo cruzada
entre pentaglicina
e a D- alanina
terminal

Fonte: Nelson; Cox, 2014, p. 823

E justamente impedindo a formacdo da ponte cruzada entre um peptideo e
outro que agem os B-lactamicos. O papel dos antibiéticos p-lactamicos é ligar-se as
enzimas transpeptidases ou as enzimas de sintese da parede celular, conhecidas
como proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), inibindo a sintese da parede celular,
enfraquecendo-a e resultando assim, na inibicdo do crescimento celular e,

frequentemente, na morte celular (Fig. 10) (RICE, 2012).
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Figura 10. Agao dos B- lactamicos
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Fonte: Oliveira et al (2009, p. 2149)

No entanto, algumas cepas de bactérias adquiriram resisténcias aos [3-
lactamicos, produzindo B-lactamases. As B-lactamases sdo enzimas que agem no
anel B-lactamico, abrindo-o e deixando-o inativo. Outra estratégia de resisténcia aos
antibiéticos B-lactamicos adquirida pelas bactérias é centrada na PBP, onde cepas S.
aureus sintetizam uma nova enzima, chamada de PBP2a. Esta PBP2a completa a
sintese do peptidoglicano de S. aureus quando as outras PBPs sédo desativadas por
B-lactdmicos. Assim, a sintese da parede celular continua ocorrendo (FISHER;
MOBASHERY, 2016).

1.2.2. Inibic&o da sintese proteica

O ribossomo bacteriano é formado por uma subunidade menor 30S e uma
subunidade maior 50S, formando o ribossomo 70S. Ele é responsavel por converter a
informacédo genética contida no RNA mensageiro (RNAmM) em proteinas (MOAT,
FOSTER; SPECTOR, 2002; ARENS; WILSON, 2016). Para sintese de proteinas, 0s
RNAs desempenham um papel eminente, de forma direta com o RNA mensageiro
(RNAmM), RNA ribossdmico (RNAr) e RNA transportador (RNAt) com movimentos
perfeitamente coordenados através de 3 sitios: sitio A, sitio P e sitio E (CHUKWUDI,
2016).
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A sintese de proteinas se inicia com a chegada do RNAm, formado no nucleo,
gue traz consigo a informacao de qual proteina sera sintetizada. Ele se complexa a
subunidade 30S, que faz a leitura correta na sequéncia 5-3’ até encontrar o cédon
de iniciagcdo AUG e a subunidade 50S, onde se encontram os 3 sitios. A primeira
etapa, chamada etapa de traducdo ocorre no sitio A, onde os RNAt trazem as trincas
de bases complementares ao codon do RNAm. Cada cédon codifica para 1
aminoacido, que se liga no sitio A e depois é transposto para o sitio P (etapa de
elongacdo). Quando finalizada a leitura, a proteina formada € liberada (etapa de
término) (Fig. 11) (ALBERTS et al, 2017).

Os antibidticos das classes dos aminoglicosideos, como as canamicina, das
tetraciclinas e macrolideos sdo conhecidos por inibir a sintese de proteinas pelas
interacdes com os ribossomos bacterianos. O mecanismo de ligagdo ao RNA é muito
complexo, mas, sabe-se que o alvo da maioria dos antibioticos € o RNAr, a fim de
inibir a etapa de traducdo (CHUKWUDI, 2016).

A tetraciclina e a canamicina sao dois farmacos que tem como alvo a etapa de
traducdo. As tetraciclinas (bacteriostatico) agem inibindo a ligagdo do aminoacil-RNAt
ao complexo do RNAm, impedindo que a leitura ocorra (CHUKWUDI, 2016). Ja a
canamicina (bactericida) age induzindo a ligacdo do complexo aminoacil-RNAt de

forma errdnea, resultando na sintese de proteinas falsas (LULLMANN et al, 2005).
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Figura 11. Etapa de traducdo para a sintese de proteinas
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Fonte: Tortora, Funke; Case, 2012 adaptado (p. 220, 221)

Com o passar dos anos, a resisténcia das bactérias a esses farmacos passou
a surgir por meio da modificagdo estrutural nos antimicrobianos, tal como, N-
acetilacao, adenilacdo ou O-fosforilacdo, reducdo da concentracdo do medicamento
pela bomba de efluxo ativo, alteragédo do alvo da subunidade ribossémica 30S por
mutacao e metilagdo do local de ligacdo do antibidtico (SHAKIL et al, 2008).

1.2.3 Interferéncia na sintese de acido nucleico

Acidos nucleicos s&o os responsaveis pelo transporte e transmissdo da
informacao genética, constituidos por bases nitrogenadas, acido fosforico e acucares.
Se dividem em dois grandes grupos: o0 RNA e o DNA, sendo este o responsavel por
toda informacé&o genética dos seres vivos (MINCHIN; LODGE, 2019).

Para que haja a replicacéo da informacgao genética, € necessario desfazer a fita
dupla do DNA. Para isso, a enzima girase ou topoisomerase € extremamente
importante, e seu papel é relaxar o superenovelamento que ocorre durante a
replicacdo, garantindo a sobrevivéncia da célula (ALDRED, KERNS; OSHEROFF,
2014; TORTORA, FUNKE; CASE, 2012).
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E nesse ponto que agem as quinolonas. Enquanto em uma das extremidades
esta ocorrendo o rompimento das ligacdes de hidrogénio da fita dupla do DNA para
gue haja replicacdo, na outra extremidade as enzimas girase ou topoisomerase S&o
impedidas de realizar o giro negativo (contrario ao enrolamento da fita da extremidade
gue esta sendo rompida) pelas quinolonas, e assim, nessa extremidade comeca a
acontecer um superenovelamento, levando a quebras na fita de DNA (ALDRED,
KERNS; OSHEROFF, 2014).

A resisténcia adquirida pelas bactérias a esta classe de medicamentos se déa
principalmente por mutacfes nas enzimas girase e topoisomerase, diminuindo as
interacbes dos medicamentos com as enzimas, e também pela diminuicdo da
concentracdo do antibiético pela bomba de efluxo (HOOPER; JACOBY, 2015).

Nesse contexto, com a perigosa adaptacao incessante das bactérias sobre os
antibioticos, a busca de novos compostos ativos deve ser frequente. Visando isso,
neste estudo utilizamos compostos sintetizados da classe das xantonas, as w-

aminoalcoxilxantonas, descritas na literatura com excelentes atividades biol6gicas.

1.3 Derivados xantonicos: w-aminoalcoxilxantonas

O interesse por essa classe de substancias esta nas propriedades bioativas
que elas apresentam. Derivados xantdnicos apresentam atividades contra malaria (KE
et al, 2017; PORTELA et al, 2004), antioxidante, analgésica, antidiabética,
antiproliferativa, quimiopreventiva (JYOTSHNA, KHARE; SHANKER, 2016),
antiarritmica, antitumoral, anticonvulsivante, anestésica local, antifingica,
antibacteriana (MICHELETTI et al, 2011; FERNANDES et al, 2012), vasorelaxante,
inibicdo da agregacdo plaquetaria (PINTO et al., 2021) e inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (LOH, et al., 2021)

Essas propriedades devem-se ao esqueleto das xantonas, que permite uma
série de modificagcdes estruturais, e assim, gera uma multiplicidade estrutural de seus
derivados que propicia uma excelente interagdo com alvos bioldgicos, trazendo uma
grande diversidade de propriedades bioldgicas e farmacologicas (FERNANDES et al,
2012; FERNANDES, TIRITAN; PINTO, 2015; PINTO et al, 2021).
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Dos derivados xantbnicos, destacamos as w-aminoalcoxilxantonas,
substancias que possuem cadeias alquilicas nitrogenadas, que apresentam diversas
atividades bioldgicas de interesse, como inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(PIAZZI et al., 2007), inibicdo da agregacéao plaquetaria (LIN et al., 2009), antioxidante
(CHENG et al., 2011), anticonvulsivante (MARONA et al., 2008), hipotensiva,
antiarritmica (MARONA et al., 2009a), antifungica e antibiotica (MARONA et al.,
2009b, MICHELETTI et al., 2009).

Micheletti e colaboradores (2011) sintetizaram uma série de 15 w-
aminoalcoxilxantonas derivadas da liquexantona com diferentes substituintes, e
avaliaram suas propriedades bacterianas in vitro contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (MICHELLETI et al., 2011). Destas 15 substancias, trés foram
selecionadas (compostos S6, S7 e S8, FIG. 12), baseadas em seu rendimento
sintético e valores de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de 7,8 ug/mL, 2 pug/mL e
4 ng/mL respectivamente contra uma cepa padrao S. aureus e também contra cepas
de S. aureus resistentes. Essas trés w- aminoalcoxilxantonas foram utilizadas nesse
estudo, na tentativa de obter informagdes sobre seu mecanismo de ac¢éo, usando as
técnicas de RMN, metabolémica e quimiometria.

A identificacdo do mecanismo de acdo tradicionalmente consiste na
combinacdo de varios ensaios fenotipicos para considerar efeitos na membrana
celular, DNA ou ribossomo, por meio das técnicas de citometria de fluxo, microscopia
eletrdnica, ensaios colorimétricos, andlise de expressao génica, entre outros. No
entanto, esses métodos demandam tempo, pessoal e equipamento especializado e
grandes quantidades de compostos, deixando os custos mais elevados (SANTOS et
al, 2016).

Nesse cenério, a metabolémica se apresenta como uma alternativa mais rapida
€ menos onerosa a esse processo, podendo identificar o modo de acdo de farmacos

cujos efeitos sdo mediados por alteragdes metabdlicas (VINCENT et al, 2016).
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Figura 12. Representagao estrutural das w-aminoalcoxilxantonas
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1.4. O uso da Ressonéancia Magnética Nuclear e Metabolémica no avanco
contra a resisténcia bacteriana

As ciéncias 6micas buscam ampliar o conhecimento do funcionamento celular
dos organismos e suas alteracdes bioldgicas. Fazem parte deste conjunto de ciéncias,
a gendmica (estudo da alteracéo dos genes), a transcriptdmica (estudo das alteracdes
dos RNA), a protedbmica (estudo das alteracbes das proteinas) e a metabolébmica
(estudo das alteracdes dos metabdlitos) (CANUTO et al., 2018).

O termo metaboldmica refere-se ao estudo qualitativo e quantitativo de
metabdlitos presentes em sistemas biolégicos, que visa, dentre outros obijetivos,
relacionar as variacdes dos metabdlitos com as mudancas genéticas ou perturbacdes
nas condicbes ambientais (BADDINI, NETTO; TEIXEIRA, 2014; BUENO, 2015). O
conjunto de todos os metabdlitos presentes ou alterados em um sistema bioldgico,
como aminoacidos, nucleotideos, acidos graxos, cofatores, bem como medicamentos
e metabdlitos associados a medicamentos, célula, tecido, 6rgdo ou organismo
examinados sob a forma de extrato celular ou biofluido € chamado de metaboloma
(ZHANG; POWERS, 2012; BUENO, 2015; CANUTO et al, 2018).

Uma técnica amplamente utilizada na metabolbmica é a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), pois permite a identificacdo e quantificacdo de
uma ampla gama de metabolitos celulares simultaneamente, com alta resolugéo e
capacidade de deteccéo global. Além do mais, a RMN tem uma série de vantagens
na analise do metaboloma, como a facilidade de preparacdo da amostra e nao
necessitar de isolamento dos metabdlitos, além de ter uma boa reprodutibilidade
(TREMAROLI et al., 2009; ZHANG et al., 2015).
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No entanto, devido a quantidade de dados quimicos gerados da analise
metabolémica, a sua interpretacdo torna-se complexa, fazendo-se necessaria a
utiizacdo de andlise estatistica multivariada (SANTOS, 2014), denominada
quimiometria, que é a aplicacdo de métodos matematicos, estatisticos e modelagens
computacionais para resolver dados quimicos.

Dos diferentes métodos matematicos e estatisticos usados na quimiometria,
podemos dividi-los em dois grupos: supervisionados e n&o-supervisionados. Dos
métodos ndo-supervisionados, podemos citar a Analise das Componentes Principais
(Principal Component Analysis, PCA) e dos supervisionados, os Minimos Quadrados
Parciais (Partial Least Squares, PLS) e suas variantes ortogonais (OPLS) e também
a Analise Discriminante (DA), conhecidas como PLS-DA (Partial Least Squares —
Discriminant Analysis) e OPLS- DA (Discriminant Analysis by Orthogonal to Partial
Least Squares Projections) (HERBERGER, 2008).

Ambos os métodos, supervisionados e ndo supervisionados, sdo técnicas de
reducdo de dimensionalidade, trazendo as informacdes em graficos bidimensionais
ou tridimensionais, chamados graficos de escores (informacdo entre as amostras) e
os graficos de loadings (informacbes sobre as variaveis). Os métodos néao-
supervisionados, como PCA, séo analises exploratdrias que ajudam a avaliar de fato
quais variaveis sdo importantes (VERBEECK, CAPRIOLI; PLAS, 2020). Em outras
palavras, a PCA separa 0s grupos por similaridade entre as variaveis.

Ja os métodos supervisionados, como PLS e PLS-DA, sdo mais robustos e
lidam melhor com ruidos e a falta de linearidade do modelo. A PLS-DA permite que o
algoritmo busque diferencas entre os grupos, e dessa forma, melhore a separacéo
entre eles (WORLEY; POWERS, 2015).

Halouska e colaboradores (2012) estudaram o mecanismo de acao de doze
antibioticos em M. tuberculosis e M. smegmatis, utilizando a analise de RMN e
metaboldmica. Para andlise estatistica multivariada, eles realizaram a OPLS-DA, onde
observaram uma boa separacéo dos grupos e dessa forma, conseguiram identificar o
mecanismo de acdo de trés substancias de mecanismos desconhecidos.

Hoerr e colaboradores (2016) realizaram um estudo para predizer o mecanismo
de agéo dos antibidticos sobre E. coli, utilizando a anélise do metaboloma por RMN.

Eles utilizaram a andlise de PLS-DA para estudar o perfil metabodlico intra e
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extracelular de E. coli, utilizando cinco classes de antibioticos diferentes, e por meio
da separacédo dos grupos, concluiram que o modo de acdo dos antibiéticos pode ser
predito, utilizando essas técnicas.

Assim, nosso obijetivo foi utilizar a analise metabolémica por RMN de uma cepa
de bactéria Gram-positiva S. aureus submetida ao tratamento com diferentes
antibioticos, a fim de diferenciar as mudancas metabdlicas causadas pelas diferentes
classes de fAdrmacos e usar a quimiometria para identificar o mecanismo de acao das
w- aminoalcoxilxantonas sintetizadas. Dessa forma, buscamos colaborar com o

desenvolvimento da area de pesquisa de compostos com potencial antibiotico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar a analise metabolémica de uma cepa da bactéria S. aureus na
presenca de quatro antibiéticos comerciais e derivados de w-aminoalcoxilxantonas, a
fim de analisar as mudancas metabdlicas causadas pelos antibiéticos e avaliar a

possibilidade de inferir o mecanismo de ac¢&o dos derivados xantonicos.

2.2. Objetivos especificos

= Sintetizar trés w-aminoalcoxilxantonas derivadas da liquexantona com
atividade antibiotica sobre S. aureus;

» Submeter as culturas bacterianas de S. aureus (NEWP0023) ao tratamento
com quatro antibiéticos de uso comercial (ampicilina, canamicina, tetraciclina e
ciprofloxacina) e com as w-aminoalcoxilxantonas;

» |dentificar e quantificar os metabolitos intracelulares das células bacterianas
utilizando a analise por ressonancia magnética nuclear;

» Realizar andlise estatistica multivariada dos dados;

= Contribuir com o entendimento do mecanismo de acdo dos compostos
sintetizados sobre a bactéria selecionada.

» Realizar estudos in silico para complementar e apoiar 0os resultados obtidos

através da analise metabolémica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e equipamentos

As reacoes de sintese foram realizadas com aparelhagem usual de laboratorio
de sintese organica.

Os solventes utilizados foram adquiridos comercialmente, com grau de pureza
PA (marca Merck). Todos foram destilados e secos com Na2SO4 antes do uso. O
solvente tolueno foi tratado com sédio metélico sob refluxo por 12 horas e destilado,
segundo PERRIN; ARMAREGO (1998). Os reagentes dibromados usados foram da
marca Sigma-Aldrich e a terc-butilamina (Merck) foi destilada antes do uso.

A purificagdo das substancias foi realizada por cromatografia em coluna,
utilizando silica gel (70- 230 mesh) em proporcéo de 1:50 (g amostra: g de silica). Os
solventes utilizados como eluentes foram misturas de hexano: acetato de etila em
gradiente de polaridade.

As substancias obtidas foram caracterizadas em espectrometro de ressonancia
magnética nuclear da marca Bruker, modelo AVANCE NEO 500, de 11,75 T (500 MHz
para a frequéncia do hidrogénio). Foi utilizada sonda de 5 mm de didametro interno
(Smartprobe®), utilizado o TMSP-d4 como sinal referéncia de deslocamento de
quimico.

Os meios de cultura e antibiéticos (ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina e
canamicina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os materiais e meios de cultura
utilizados para extracdo e analise biolégica foram autoclavados, em autoclave vertical
a 121°C por 15 min.

A cepa de S. aureus (NEWP0023) foi adquirida comercialmente (Newprov)
liofilizada, e o procedimento para ressuspensao seguiu as recomendacdes do
fabricante. Para preparagcdo das suspenc¢fes bacterianas foi utilizado turbidimetro
digital portatil TB- 1000P da marca Tecnopon.

Para o processo de filtragcdo, foi utilizado um sistema asséptico Steril para
filtracdo a vacuo em polisulfona, com didmetro de 47 mm e capacidade de 250 mL
(Millipore), com membranas de filtragdo em Ester Celulose Misto Hidrofilico (MCE),

com 0,22 pym de porosidade e 47 mm de didmetro (Merck) para retirada de
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macromoléculas no preparo das amostras para RMN foram utilizados filtros de
proteinas Amicon ® Ultra de 0.5mL, 3KDa (Merck).
Para analise quimiométrica, foram utilizados os programas de quimiometria
AMIX 3.8 Bruker e MetaboAnalyst 5.0 (disponivel em https://www.metaboanalyst.ca).
Para analise de modelagem molecular, o protocolo virtual, incluindo docking
molecular, foi realizado pelo programa HyperChem 7 (http://www.hyper.com), PyRx e

software AutoDock Vina.

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencao das w-aminoalcoxilxantonas (MICHELETTI et al, 2011)

Figura 13. Representagdo esqueméatica da obtencao de w-aminoalcoxilxantonas a partir da
liguexantona (1)
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A primeira etapa consistiu na obtencdo da norliquexantona (2). Em um baléo,
foram adicionados 0,1 mmol de liguexantona (1) e 0,75 mmol de AICIz em 15 mL de
tolueno seco. A solucéo foi mantida sob agitagéo e refluxo por 24 horas em atmosfera
inerte. ApoOs este periodo, a reacao foi interrompida com adigdo de uma solucdo de
HCI 10%, e em seguida, submetida a extracéo, primeiramente com tolueno e depois
com acetato de etila.

A purificagcdo ocorreu por fracionamento cromatografico em coluna, utilizando

silica gel e a mistura de hexano/ acetato de etila como eluente, em modo gradiente de
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polaridade. A norliguexantona (2) foi isolada das fracbes mais polares, com
aproximadamente 80% de rendimento.

RMN de 'H (& em ppm, CDCIz) (1): 2,85 (3H, s), 3,87 (3H, s), 3,90 (3H, s), 6,30 (1H,
d, J=2,3Hz), 6,33 (1H, d, J= 2,3 Hz), 6,67 (1H, dI), 6,69 (1H, d, J= 2,2 Hz), 13,53 (1H,
S).

RMN de 'H (& em ppm, DMSO-ds) (2): 2,77 (3H, s), 6,15 (1H, d, J= 2,0 Hz), 6,30 (1H,
d, J= 2,0 Hz), 6,67 (2H, sl), 13,53 (1H, s).

Para obter os compostos de cadeias laterais bromadas, foram dissolvidos em
um baldo 0,19 mmol de norliquexantona e 0,4 mmol de K2COs em 5 mL de acetona.
A solucéao foi mantida sob agitacdo por 30 min e em seguida foram adicionados 100
ML do w-dibromoalcano (1,3-dibromopropano, 1,4-dibromobutano e 1,5-
dibromopentano) e a agitagdo mantida por 24h. A solugéo foi filtrada e a mistura
reacional foi submetida a fracionamento cromatografico em coluna, utilizando como
eluente: hexano: acetato de etila em gradiente de polaridade, sendo as w-
bromoalcoxilxantonas isoladas das fragbes mais apolares.
3,6-bis (3-bromopropdxi) - 1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (3): RMN de *H (&
em ppm, CDClIs): 2,28 (2H, quint, J= 6,0 Hz), 2,30 (2H, quint, J= 6,0 Hz), 2,78 (3H, s),
3,54 (2H, t, J= 6,2 Hz), 3,55 (2H, t, J= 6,2 Hz), 4,11 (2H, t, J= 6,0 Hz), 4,14 (2H, t, J=
6,0 Hz), 6,23 (1H, d, J= 2,3 Hz), 6,27 (1H, d, J= 2,3 Hz), 6,60 (1H, dl), 6,63 (1H, d, J=
2,2 Hz), 13,30 (1H, s).
3,6-bis (3-bromobut6xi) - 1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (4): RMN de *H (& em
ppm, CDClIs): 1,87-2,06 (8H, m), 2,77 (3H, s), 3,43 (2H, t, J= 6,4 Hz), 3,44 (2H, t, J=
6,4 Hz), 4,00 (2H, t, J= 6,0 Hz), 4,02 (2H, t, J= 6,0 Hz), 6,21 (1H, d, J=2,2 Hz), 6,24
(1H, d, J= 2,2 Hz), 6,59 (2H, dI), 13,31 (1H, s).
3,6-bis (3-bromopentoéxi) - 1-hidréxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (5): RMN de *H (&
em ppm, CDCIs): 1,48-1,63 (4H, m), 1,72-1,83 (4H, m), 1,84-1,95 (4H, m), 2,77 (3H,
s), 3,38 (2H, t, J= 6,4 Hz), 3,39 (2H, t, J= 6,4 Hz), 3,93-4,03 (4H, m), 6,21 (1H, d, J=
2,2), 6,24 (1H, d, J=2,2), 6,59 (2H, dl), 13,32 (1H, s).

A Ultima etapa consistiu na obtencédo das w-aminoalcoxilxantonas. Cada w-
bromoalcoxilxantona (3, 4 e 5) (0,04 mmol) foi adicionada a um baldo de fundo
redondo juntamente com 0,5 mL da amina correspondente (terc-butilamina

(substancia 3 e 4) ou piperidina (substancia 5)). Foram adicionados 5 mL de acetona,
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sendo deixados em agitacdo por 48h em temperatura ambiente. O solvente foi
evaporado e a mistura foi dissolvida em uma solucdo aquosa de HCI (10%) e
submetida a extragdo com acetato de etila. O pH da fase aquosa foi ajustado para 12
com uma solucdo aquosa de KOH (10%), extraida nhovamente com acetato de etila.
Desta forma foram obtidas as substancias S6, S7 e S8.
3,6-bis[3-(t-butilamino)propdxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (S6): RMN de
'H (5 em ppm, metanol-da4): 1,43 (18H, s), 2,19 (3H, s), 2,20-2,27 (4H, m), 2,79-2,87
(4H, m), 4,20-4,28 (4H, m), 6,32 (1H, sl), 6,46 (1H, sl), 6,74 (1H, sl), 6,84 (1H, sl).
3,6-bis[4-(t-butilamino)butdxi]-1-hidroxi-8-metil-9H-xanten-9-ona (S7): RMN de
'H (5 em ppm, metanol-ds): 1,25 (18 H, s), 1,74-1,80 (8H, m), 2,77-2,81 (4H, m), 2,82
(3H, s), 4,10-4,18 (4H, m), 6,28 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,44 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,74 (1H,
d, J=2,0 Hz), 6,83 (1H, d, J= 2,2 H2z).
1-hidroxi-8-metil-3,6-bis(3-piperidin-1-ilpentil)oxi]-9H-xanten-9-ona (S8): RMN de
'H (5 em ppm, CDClz): 1,42-1,52 (8H, m), 1,55-1,64 (12H, m), 1,79-1,88 (4H, m), 2,31
-2,47 (12 H, m), 2,84 (3H, s), 3,99-4,06 (4H, m), 6,27 (1H, d, J= 2,2 Hz), 6,30 (1 H, d,
J=2,2 Hz), 6,65 (1H, dI), 6,66 (1H, d, J= 2,3 Hz).

3.2.2. Procedimento para obtencao dos metabdlitos intracelulares

Solucédo estoque: Foram preparadas solucdes de 100 uM, utilizando agua
deuterada como solvente, para cada antibiético comercial e para as substancias
sintetizadas. Essas solucdes foram preparadas no dia do uso.

Solucéo tampéo: A solucéo tampao, utilizada no preparo das amostras para a
RMN, foi preparada em baldo volumétrico contendo 9x102 mol/L de fosfato de
potassio (KH2POa), 6,73 x102 mol/L fosfato de sddio (NaHPO4) e 2,9 x10-° mol/L do
sal 3-(trimetilsilil)-2,2,3,3-d4-propionato de sodio tetradeuterado (TMSP-d4). O pH final
dessa solugéao foi de 6,71.

Foram realizadas, rigorosamente, 10 replicatas de cada grupo: branco,
ampicilina, ciprofloxacina, canamicina e tetraciclina, e 10 replicatas das trés
substéancias sintetizadas (S6, S7 e S8), como detalhado a seguir (HOERR et al., 2016).
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3.2.3.

Em um Erlenmeyer de 150 mL, foram adicionados 50 mL de caldo Muller-
Hinton e com auxilio de uma alca estéril, foi adicionado, aos poucos, o inéculo
de S. aureus, constituido de uma cultura bacteriana de 24h. A densidade otica
a 600 nm foi medida em turbidimetro até obter uma concentracéo de 0,6 na
escala McFarland;

Em cada Erlenmeyer, foram adicionados 500uL da solucdo estoque de
antibiético ou composto sintetizado (descrito acima) e deixado sob agitacao por
1h & temperatura de 37°C;

As amostras foram filtradas a vacuo, em um sistema de filtracdo “Milipore
Steril”, utilizando filtros de membrana 0,22 um, diametro de 47 mm hidrofilico-
MCE;

Os filtros foram retirados do sistema e colocados em tubos tipo Falcon, onde
foi adicionado N2 liquido, sendo macerados com ajuda de um bastéo de vidro.
Em seguida, foram adicionados 5 mL de agua destilada e realizados 5 ciclos
de congelamento/descongelamento;

As amostras foram centrifugadas a 4500 rotagbes por minuto (rpm) por 15
minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo Falcon e as
amostras foram congeladas e liofilizadas;

Apos a liofilizacdo, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até o
momento das analises de RMN.

O branco foi obtido seguindo o mesmo procedimento, sem adicdo dos

antibioticos.

Preparo das amostras para analise de RMN

Para preparar as amostras, os filtros de proteinas foram lavados com oxido de

deutério (D20) e centrifugados para retirada do glicerol, da seguinte forma:

- 2x 500 pL de D20 centrifugado a 14.000 rpm/15 min.
- 1x sem D20, com filtro invertido — 1000 rpm /2 min.
Apos esse procedimento, as amostras foram solubilizadas com 350 pL de D20

e adicionadas aos filtros, centrifugadas a 14.000 rpm/30 min. O filtro foi lavado com
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mais 200 pL de D20 e centrifugados por mais 30 min a 14.000 rpm. Em seguida, 500
puL de cada amostra foram transferidos para os tubos de RMN, onde foram

adicionados 100 pL de tampéo fosfato deuterado (pH 6,71, com TMSP-da4).

3.2.4. Parametros para aquisicdo das anélises de RMN

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker AVANCE NEO
500 (11,75 T), operando a 500 MHz para a frequéncia de 'H. Os espectros
unidimensionais de 'H, do conteldo intracelular de S. aureus apés tratamento dos
antibioticos e derivados xantonicos, foram adquiridos usando a sequéncia de pulsos
noesygpprld com supressao do sinal residual da agua em 4,70 ppm, 512 varreduras
(NS), largura do espectro (SW) de 30 ppm, tempo de espera (d1) de 3,0 s, tempo de
aquisicdo (AQ) de 2,23 s, numeros de pontos de dados amostrados (TD) de 65536,
ganho do receptor (RG) de 101 e DS de 4. Cada espectro teve duracdo de 45 minutos.

Posteriormente, os dados foram processados utilizando multiplicacédo
exponencial (LB) de 0,30 Hz e corre¢bes manuais de fase e linha de base. O sinal do
TMSP-d4 foi utilizado como referéncia interna para calibracdo dos espectros em 0,00
ppm. Também foram realizados experimentos bidimensionais, como TOCSY, HSQC,

COSY e Jres para auxiliar na identificagcdo dos metabdlitos intracelulares.

3.2.5. Tratamento quimiométrico

Os dados de RMN de 'H foram analisados por algoritmos ndo-supervisionados
(Principal Component Analysis, PCA) e supervisionados (Partial Least Squares —
Discriminant Analysis, PLS-DA), utilizando dois programas: AMIX 3.8 Bruker e
MetaboAnalyst 5.0.

No programa AMIX 3.8 Bruker foram construidas as bucket tables, utilizando a
forma retangular simples, com tamanho do bucket de 0,04 ppm e os dados foram
integrados pela soma da intensidade total e normalizados pela intensidade total. A

regido analisada foi de 0,7-8,5 ppm, com exclusGes das areas de ruidos entre 4,5—
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6,84 ppm e 7,46—7,94 ppm. Os arquivos das bucket tables foram abertos no programa
Excel e salvos no formato csv.

Essas matrizes de dados foram usadas no programa MetaboAnalyst 5.0 para o
tratamento das amostras. Nao foi utilizado nenhuma normalizacdo adicional sobre as
amostras, mas, para as variaveis, o método de pré-processamento aplicado foi Pareto.

As analises de PLS-DA foram obtidas com os mesmos parametros descritos acima.

3.2.6. Modelagem molecular

A andlise de modelagem molecular foi realizada sob supervisdo do professor
Dr. Roberto Gomes, da North Dakota State University (NDSU).

O conjunto das substancias S6, S7 e S8 foi construido no programa ChemDraw
(https://www.perkinelmer.com/product/chemdraw-professional-chemdrawpro) a partir
das estruturas 2D da série. Todas as geometrias foram virtualmente construidas e
otimizadas em mecanica molecular (MM+) e métodos semi-empiricos Austin Model 1
(AM1) usando o programa HyperChem 7 (http://www.hyper.com). Os arquivos de
saida foram convertidos em arquivos de entrada.mol2 do programa PyRx
(https://pyrx.sourceforge.io), utilizando 0 Open Babel

(http://openbabel.org/wiki/Main_Page).

Para predizer in silico a melhor orientagéo e conformacéo dos compostos na
proteina topoisomerase |V, foi utilizado o programa PyRx, que utiliza AutoDock Vina
como software de docking.

3.2.6.1. Selecao de alvos e simulacdes de acoplamento molecular

A estrutura cristalizada da proteina DNA topoisomerase |V foi obtida através do
RSCB PDB sob o codigo 4URN (https://www.rcsb.org/structure/4URN). Em seguida,
simulacbes de acoplamento foram realizadas para cada inibidor no alvo
correspondente. Este procedimento foi realizado usando o software AutoDock Vina
(TROTT; OLSON, 2010). O protocolo de docking usou o0s seguintes parametros: uma

amostra dos 3 compostos e ciprofloxacina como referéncia de energia de ligacdo; a
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caixa de grade com dimensdes de 25 Angstroms (A), 40 repeticdes por exaustdo e foi
centralizada com base nas coordenadas da novobiocina. Assim, a energia de
afinidade de ligacao foi avaliada.

As estruturas do sitio da proteina (.pdb) e dos ligantes (mol2) foram inseridas
no programa PyRx e, além de detalhar os aminoacidos participantes, foram realizadas

pelo visualizador BIOVIA Discovery Studio.

3.2.7 Anélise de variancia

Todos os dados das integracdes dos metabdlitos responsaveis por separarem
0S grupos nos eixos 1 e 2 na analise PLS-DA foram analisados no software Origin
2021, usando a andlise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de
comparagdo multipla de Tukey, com P <0,05 considerado estatisticamente

significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Sintese das w-aminoalcoxilxantonas

Para a sintese das w-aminoalcoxilxantonas, primeiro realizou-se uma reacao
de desmetilacdo na liquexantona (1), utilizando AICls e tolueno como solvente,
deixando em refluxo por 24h sob agitacdo. Apos esse periodo e separagdo
cromatografica em coluna, foi obtido a norliquexantona (2) com 80% de rendimento
(Fig. 14).

Figura 14. Esquema geral para obtencéo da norliguexantona
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O espectro de RMN de *H da liguexantona (1) apresentou sinais condizentes a
sua estrutura, tais como: um simpleto em 2,85 ppm referente aos hidrogénios da metila
ligada ao anel aromatico; dois simpletos em 3,87 e 3,90 ppm referentes aos
hidrogénios das metoxilas; os hidrogénios do anel aromatico foram observados em
6,30 e 6,33 ppm (d, J= 2,3 Hz) e 6,67 e 6,69 ppm (d, J= 2,2 Hz) e um simpleto em
13,39 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila fendlica (Fig. 15).

A estrutura da norliguexantona (2) foi confirmada por RMN de H, pela auséncia
dos sinais referentes aos hidrogénios das metoxilas. Os demais sinais se mantiveram
em ambos os espectros, como pode ser observado na Fig 15. Todos o0s sinais estéo
condizentes com a literatura (MICHELETTI et al., 2011)
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Figura 15.Espectro de RMN de *H da liquexantona (1) (CDCls, 500 MHz) e norliquexantona
(2) (DMSO-ds, 500 MHz)
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Com a norliguexantona sintetizada, a etapa seguinte foi a obtencdo das w-
bromoalcoxilxantonas. Para isso, foram utilizados trés dibromoalcanos: 1,3-
dibromopropano, 1,4-dibromobutano e 1,5-dibromopentano, sendo possivel sintetizar
as substancias 3, 4 e 5 (Fig. 16).

Figura 16. Esquema geral para obtencdo das w-bromoalcoxilxantonas
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Os espectros de RMN de 'H das substancias 3, 4 e 5 sdo muito semelhantes
entre si. Notamos nos espectros de RMN de 'H dessas substancias dois tripletos em
4,11 e 4,14 (3), 4,00 e 4,02 (4) e um multipleto na regidao de 4,03-3,93 (5) ppm
referentes aos hidrogénios dos grupos metilénicos ligados aos oxigénios (O-CH2) e
dois tripletos em 3,54 e 3,55 (3), 3,43 e 3,44 (4), 3,38 e 3,39 (5) ppm referentes aos
hidrogénios dos grupos metilénicos ligados aos atomos de bromo (CH2-Br). Os demais
sinais referentes aos hidrogénios do esqueleto xanténico se mantiveram. Na Tabela
1 encontram-se o0s deslocamentos quimicos dos sinais encontrados para as
substancias 3, 4 e 5 (MICHELETTI et al., 2011).
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos compostos w-bromoalcoxilxantonas (500 MHz; CDCls)

H 3 4 >
CH; O O©OH CH; O OH CH; O
7 2
BFMOOMBF gy 120 19 10b 10a 102 122 o 14 120 105 192 122 14a .
11b 5 4 11a 13b 11b 11a 13a 13b 11b 11a 13a
2 6,23 [1H, d, J= 2,3 Hz] 6,21 [1H, d, J= 2,2 Hz] 6,21 [1H, d, J= 2,2 Hz]
4 6,27 [1H, d, J= 2,3 Hz] 6,24 [1H, d, J= 2,2 Hz] 6,24 [1H, d, J= 2,2 Hz]
5 6,60 [1H, dI, J=2,2 Hz] 6,59 [2H, S| 6,59 [1H, sI]
7 6,63 [1H, d, J= 2,2 HZ]
—_ * —_ *
10a 4,11 [2H, t, J= 6,0 HZ] 4,00 [2H, t, J= 6,0 Hz] 3,93- 4,03 [4H, m]
10b 4,14 [2H, t, J= 6,0 Hz]* 4,02 [2H, t, J= 6,0 Hz]*
1 —_ *
1lla 2,28 [2H, quint, J= 6,0 HZ] 1,84-1,95 [4H, m]
11b 2,30 [2H, quint, J= 6,0 Hz]*
1,87-2,06 [8H, m]
—_ *
12a 3,54 [2H, t, J= 6,2 HZ] 1,48- 1,63 [4H, m]
12b 3,55[2H, t, J= 6,2 Hz]*
13a - 3,43 [2H, t, J= 6,4 Hz]*
1,72-1,83 [4H, m]
13b - 3,44 [2H, t, J= 6,4 Hz]*
14a - - 3,38 [2H, t, J= 6,4 Hz]*
14b 3,39 [2H, t, J= 6,4 Hz]*
CHs-Ar 2,78 [3H, s] 2,77 [3H, s] 2,77 [3H, s]
OH 13,30 [1H, s] 13,31 [1H, s] 13,32 [1H, s]

*Os valores para os hidrogénios “a” e “b” em uma mesma coluna podem estar trocados.
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As substancias 3, 4 e 5 foram utilizadas como material de partida para a

obtencdo das w-aminoalcoxilxantonas, por meio

da reacdo de aminacdo,

apresentadas na Fig. 17. Para os compostos S6 e S7 foi utilizada a terc-butilamina e

no composto S8 foi utilizada a piperidina.

Figura 17. Estrutura das w-aminoalcoxilxantonas
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Assim como para as w-bromoalcoxilxantonas, os espectros de RMN de 'H dos

compostos aminados S6, S7 e S8 foram bem semelhantes aos dos compostos

bromados. A confirmacéao da substituicdo do &tomo de bromo pelo grupo amino é dada
pela presenca dos multipleto entre 2,79-2,87 e 2,77-2,81 ppm (S6 e S7) e 2,31-2,47
ppm (S8) referentes aos hidrogénios metilénicos ligados ao nitrogénio e o
desaparecimento dos dois tripletos 3,54 e 3,55 (3), 3,43 e 3,44 (4), 3,38 e 3,39 (5)
como pode ser observado na Fig. 18, referentes aos hidrogénios metilénicos ligados

ao atomo de bromo. A Tabela 2 contém os demais sinais de RMN de H das 3

substancias.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H com ampliacédo na faixa de 3,8-2,4 ppm da: A) substancia 4 (*H, 500 MHz, CDCls); B) substancia S7 (*H,

500 MHz; MeOD-d4); C) substancia S8 (*H, 500 MHz; CDCls)
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN de *H dos compostos w-aminoalcoxilxantonas (500 MHz)

H S6 S7 S8
CH; O OH CH; O OH CH; O O©OH
Naw © 5 9 4 © 92 N 13b 11b 5 a 11a 13a 176 130 110 3 4 ta 13a 17a
2 6,32 [1H, sI] 6,28 [1H, d, J= 2,2 Hz] 6,27 [1H, d, J= 2,2 Hz]
4 6,46 [1H, sI] 6,44 [1H, d, J= 2,2 Hz] 6,30 [1H, d, J= 2,2 Hz]
5 6,74 [1H, sI] 6,74 [1H, d, J= 2,0 HZ] 6,65 [1H, dI, J= 2,3 Hz]
7 6,84 [1H, SI] 6,83 [1H, d, J= 2,0 H] 6,66 [1H, d, J= 2,3 H]
10a 4,20-4,28 [4H, m] 4,14 [2H, t, J=6,3 Hz]* 4,02 [2H, t, J=6,5 Hz]*
10b 4,16 [2H, t, J=6,3 Hz]* 4,04 [2H, t, J=6,5 Hz]*
11a
o 2,20-2,27 [4H, m] | 74-1.80 [8H. mi 1,55-1,64 [4H, m]
gg‘ 2,79-2,87 [4H, m] 1,42-1,52 [4H, m]
12;‘ 1,43 [18H, s] 2,77-2,81 [4H, m] 1,79- 1,88 [4H, m]
14a
e i 1,25 [18H, s]
15a _ _ 2,31-2,47 [12H, m]
15b
16a
16b - - 1,55-1,64 [8H, m]
17a
e i i 1,42-1,52 [4H, m]
CHa-Ar 2,19 [3H, 5] 2.82 [3H, 9] 2,84 [3H, 5]

As analises de RMN das substancias S6 e S7 foram feitas em metanol-ds e a substancia S8 em CDClz, em espectrdmetro de RMN de 500 MHz.
*Os valores para os hidrogénios “a” e “b” podem estar trocados;
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4.2. Aquisicdo dos espectros de RMN para a analise metaboldomica e

caracterizacdo dos metabdlitos intracelulares

Para a analise dos metabdlitos intracelulares em diferentes tratamentos das
culturas de S. aureus com 0s quatro antibioticos comerciais de diferentes modos de
acao (ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina e canamicina) e com os trés derivados
xantonicos sintetizados, realizamos um teste para selecionar as melhores condi¢des
para obter informacdes referentes aos metabalitos.

Para os parametros da andlise de RMN de 'H, foram testadas as seguintes as
sequéncias:

o 7ZG

e ZGCPPR

e H com supressdo de HOD (NOESYGPPR1d)

e H com supresséo de HOD + filtro de T2 (macromoléculas)
(CPMGPR1d)

A principal vantagem de usar a sequéncia CPMGPR1d € eliminar os sinais
alargados das moléculas com tempo de T2 curto, como exemplo, moléculas de
proteinas. Esses sinais alargados podem causar sobreposi¢cdo com outros sinais e
diminuir a quantidade de informacé&o contida nos espectros para analise quimiométrica
(TAVARES, 2007).

No entanto, ndo foi observado beneficio no uso dessa sequéncia, pois, os filtros
de proteinas usados nos preparos das amostras foram eficientes. Das sequéncias
citadas, os melhores resultados foram obtidos com a sequéncia NOESYGPPR1D
(conforme denominacéao Bruker). O perfil espectral pode ser visualizado na Figura 19.

Escolhida a sequéncia, o proximo passo foi realizar a analise do perfil espectral
dos metabdlitos. Para elucidacdo dos metabdlitos, verificamos os experimentos de
RMN de *H (Fig. 19), bidimensionais e dados da literatura (TIAN et al., 2013; WANG
et al.,2018; ZHANG; POWERS, 2012; BHARTI et al., 2011; SOBOLEYV et al., 2005;
FAN, 1996). A multiplicidade do sinal a ser identificado no espectro de RMN de *H foi
confirmada pelo experimento de Jres, como exemplificado para o aspartato (Fig. 20),
e em seguida analisada a correlacdo de *H-'H pelos experimentos COSY (Fig. 21).
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Figura 19. A) Espectro de RMN de *H do grupo controle (*H, 500 MHz; DO/TMSP-d4); B)

Expanséo de -0,6-3,06 ppm do espectro de RMN de *H do grupo controle; C) Expanséo de

3,5-4,5 ppm do espectro de RMN de *H do grupo controle; D) Expanséao de 6,5-9,0 ppm do
espectro de RMN de 'H do grupo controle
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Figura 20. A) Espectros de RMN de *H do grupo controle referentes aos sinais do aspartato
na regido de 2,90-2,60 ppm e 3,90-3,80 ppm); B) Mapa de correlacdo Jres referente aos
sinais do aspartato (*H, 500 MHz; D,O/TMSP-d4)
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Figura 21. Mapa de correlacdo homonuclear *H-tH (COSY) do grupo controle na faixa de
4,00-2,50 ppm referente aos sinais do aspartato (*H, 500 MHz; D.O/TMSP-d4)
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O experimento TOCSY (Fig. 22) foi utilizado para confirmar o esqueleto
estrutural dos metabdlitos, pois mostra as correlacdes dos prétons num determinado
sistema de spins, 0 que ajuda em analises de multipletos sobrepostos ou sinais com
deslocamentos quimicos muito parecidos. O HSQC (Fig. 23) foi utilizado para
identificar o deslocamento do *3C ligado a cada um dos *H dos metabdlitos. Seguindo
esse procedimento e juntamente com os dados da literatura (TIAN et al., 2013; WANG
et al., 2018; ZHANG; POWERS, 2012; BHARTI et al., 2011; SOBOLEYV et al., 2005;
FAN, 1996), foram identificados 21 metabdlitos intracelulares nos espectros de RMN
de 1H, relatados na Tabela 3. Na Fig. 24, temos a representacdo estrutural dos

metabolitos encontrados.
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Figura 22. Mapa de correlagdo homonuclear *H-'H (TOCSY) do grupo controle referente
aos sinais do aspartato (*H, 500 MHz; D,O/TMSP-d.)
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Figura 23. Mapa de correlacéo heteronuclear *H-*C (HSQC) do grupo controle referente
aos sinais do aspartato (*H, 500 MHz; D,O/TMSP-d.)
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de H e *C dos metabdlitos identificados nos
grupos tratados com antibiéticos, derivados xantdnicos e no grupo controle (D-O/TMSP-ds,
500 MH2z) (continua)

Deslocamento quimico

Multiplicidade

Metabdlito (ppm) (3, em Hz) Atribuicdo
1H 13C
Acetam@a/ N- 200 S CHa
acetil
Acetato 1,92 26,0 S CHs
O- acetil 2,14 S CHs
. 1,48 19,0 d (7,2) CHs
Alanina
3,75- 3,77 57,3 S CH
2,68 39,5 dd (9,0 ; 17,5) B-CH
Aspartato 2,82 39,5 dd (3,6; 17,5) B'-CH
3,90 55,1 dd (3,6; 9,0) a-CH
] 3,27 56,0 S CHs
Betaina
3,91 69,0 S CH:2
Dimetilamina 2,73 2,0 S CHs
1,19 19,7 t (7,1) CHs
Etanol
3,65 65,2 q(7,1) CH:2
7,41- 7,45 132,1 m H/C-3,5 anel
Fenilalanina 7,36- 7,42 131,6 m H/C-4- anel
7,32-7,34 132,3 m H/C-2,6 anel
Formato 8,46 S CH
Glicina 3,56 44 .2 S CH2
2,02-2,10 29,9 m B-CH2
Glutamato 2,30 - 2,37 36,4 m y-CH2
3,75-3,77 57,3 m a-CH
2,10- 2,17 29,9 m B-CH:2
Glutamina 2,34- 2,40 32,5 m y-CH2
3,76- 3,80 57,1 a-CH
o 7,12 sl H-2-anel
Histidina 7.96 d (1,1) H-4-anel
0,94 13,7 t (7,5) 0-CHs
ISOIeUCina 1,01 17,4 d (7,0) Y'CH3
1,98-2,03 38,8 m B-CH
3,67 62,5 d (4,0) a-CH
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de H e *C dos metabdlitos identificados nos
grupos tratados com antibidticos, derivados xantdnicos e no grupo controle (D.O/TMSP-ds,
500 MHz) (concluséao

Leucina

Lisina

Prolina

Tirosina

Treonina

Valina

0,96
0,97
1,67-1,76
1,67 - 1,76
3,74 - 3,77
1,45- 1,50
1,67-1,76
1,89- 1,94
3,02
3,76-3,80
1,99-2,04
2,00-2,07
2,31-2,36
3,31-3,36
3,40-3,46
4,13
6,90- 6,91
7,18- 7,20
1,33
3,57
4,26
0,99
1,05
2,26-2,30
3,61

23,7
24,9
27,1

42,7
56,3

29,3
32,8
41,8

48,8
48,8
63,8
118,8
133,6

22,4
63,3
68,9
19,2
20,7

32,0
63,1

d (6,6)
d (6,6)
m

N 3 3 3 33
o

333333

dd (6,3; 6,8)
m
m

d (6,7)

d (4,9)
dqg (4,9; 6,7)
d (7,0)

d (7,0)

M
d(4,4)

0-CHs
0'-CH3
B-CH:2
y-CH
a-CH
y-CH2
0-CH2
B-CH:2
€-CH2
a-CH
y-CH2
B-CH:2
B’-CH:2
0-CH:2
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CH
CH
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Figura 24. Representacéo estrutural dos metabdlitos identificados nos grupos tratados com

antibiéticos, derivados xanténicos e no grupo controle
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4.3. Uso da quimiometria para sugerir 0 mecanismo de acdo das w-
aminoalcoxilxantonas

Como conhecido, B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas e quinolonas
agem em alvos especificos e com diferentes estratégias de perturbacdo para o
crescimento e sobrevivéncia das bactérias (SCHELLI, ZHONG; ZHU, 2017). Com a
andlise de PCA, buscamos avaliar o comportamento dos grupos das quatro amostras
tratadas com os antibiéticos utilizados (ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina e
canamicina), do branco e das amostras tratadas com os derivados xantonicos (S6, S7
e S8).

Antes de adentrarmos na explicacdo dos gréaficos de PCA e PLS-DA, vamos
citar alguns problemas que encontramos durante a etapa de extracao dos metabalitos.
Inicialmente, nossa proposta consistia em 10 replicatas de cada antibiético comercial,
branco (grupo controle) e substancias sintetizadas. Apos preparar todas as amostras
e obter todos os experimentos de RMN de !H, realizamos a analise de PCA para
analisar o comportamento das amostras. Assim, nos deparamos com uma variacao
muito grande entre as amostras do mesmo grupo, sendo impossivel tirar qualquer
conclusdo. No entanto, as substancias sintetizadas tiveram um bom comportamento,
0 que nos levou a fazer uma analise visual em cada espectro de RMN obtido.

Observamos que o perfil espectral dos espectros de RMN de *H das amostras
tratadas com os antibiéticos comerciais e do branco variava muito, enquanto que, o
das amostras tratadas com as substancias sintetizadas se mantinha uniforme. Logo,
suspeitamos que haveria alguma falha durante o processo, por mais que todas as
etapas tenham sido realizadas cuidadosamente.

Devido a quantidade limitada de equipamentos que possuimos, as amostras
tiveram tempos de espera diferentes umas das outras no inicio, enquanto a densidade
Otica era ajustada, e também na etapa de filtracdo, resultando em um tempo total de
incubacéo diferente para cada amostra.

Nas amostras das substancias sintetizadas, o tempo de espera foi menor,
porque foram feitas menos amostras durante o dia, justificando a maior uniformidade
espectral entre as replicatas de um mesmo derivado xantbnico. Desta forma,

decidimos realizar mais 5 replicatas das culturas de S. aureus tradadas com cada

62



antibiotico e do branco, sendo realizado o procedimento completo de preparo de uma
amostra por vez. Assim, garantimos que todas as amostras tivessem o mesmo tempo
de incubacéo total.

Apbs obtencdo dos espectros desse novo conjunto de amostras, a analise
visual dos espectros revelou uma uniformidade intragrupo. Sequencialmente,
realizamos uma nova PCA e o gréafico de escores esta apresentado na Fig. 25,
somente com os antibiéticos comerciais que j& possuem seus mecanismos de acéo
conhecidos e 0 branco para observar a separagao entre eles, com 60,7% de variancia

nas duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2).

Figura 25. Gréfico de escores PCA obtido a partir dos dados de RMN de *H da cultura de S.
aureus ap0s tratamento com antibiéticos
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Pelo grafico de escores da PCA acima, verificamos uma boa homogeneidade
das amostras dentro de cada grupo dos antibiéticos analisados, além de observar uma
similaridade do grupo da canamicina e da tetraciclina em PC1 positivo. J4 a
ciprofloxacina se distanciou dos demais em escores negativos de PC1. O grupo da
ampicilina se distanciou do grupo da tetraciclina e canamicina em escores negativos

de PC1, mas, nao foi possivel obter uma boa separacéo do grupo controle, que estao
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muito proximos do grupo da tetraciclina e canamicina em escores positivos de PC1.
Por isso, recorremos a andlise supervisionada, PLS-DA, fim de investigar de forma

mais aprofundada as similaridades e diferencas entre estes grupos (Fig. 26).

Figura 26. Gréfico de escores de PLS-DA obtido a partir dos dados de RMN de *H da
cultura de S. aureus apés tratamento com antibiéticos
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Pela analise de PLS-DA da figura acima, o grupo controle se separou dos
antibiéticos com alvos intracelulares, como a canamicina e a tetraciclina em escores
negativos de PC1, assim como em relacao a ciprofloxacina e ampicilina. Buscando
aprimorar o comportamento dos grupos de antibiéticos, fizemos a comparagcdo aos
pares dos antibi6ticos comerciais e o grupo controle (Fig. 27).

Nessas comparacoes, observamos uma boa separacédo deles em relacdo ao
grupo controle, sendo o grupo da ciprofloxacina o que mais se distanciou do branco
em relacdo aos outros (Fig. 27c, e, f) e também o que apresentou uma maior diferenca
dos grupos da ampicilina, tetraciclina e canamicina (Fig. 27c, e, f), o que pode
confirmar seu mecanismo de acdo diferente dos demais (os gréficos de loadings
encontram- se em anexo, Fig. A9-A14).
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Figura 27. Gréficos de escores de PLS- DA obtidos a partir dos dados de RMN de *H da
cultura de S. aureus apdés tratamento com o0s seguintes antibiéticos e o branco (grupo
controle): a) ampicilina e canamicina; b) ampicilina e tetraciclina; c) ampicilina e
ciprofloxacina; d) canamicina e tetraciclina; e) ciprofloxacina e tetraciclina; f) ciprofloxacina e
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Em relacdo ao grupo da canamicina e tetraciclina (Fig. 27d), podemos notar
uma proximidade entre esses grupos, corroborando o observado na Fig. 26. Esta
proximidade pode ser justificada pela similaridade do modo de acédo relatado na
literatura para a canamicina e tetraciclina (inibicdo da sintese proteica).

Comparando a ampicilina com a canamicina (Fig. 27a) e a ampicilina com a
tetraciclina (Fig. 27b), pode ser constatado que o grupo da canamicina apresenta uma
maior variabilidade intragrupo, mas, quando comparado a distancia da canamicina
com ampicilina e tetraciclina com ampicilina, a distancia € a mesma, e isso é justificado
pela similaridade do modo de a¢édo da canamicina e tetraciclina (Fig. 27d).

Ao inserir as trés substancias sintetizadas (S6, S7 e S8) na PCA, obtivemos o
grafico de escores (Fig. 28), com 63,7% de variancia nas duas primeiras componentes
principais (PC1 e PC2). Os grupos S6, S7 e S8 foram parecidos com a ciprofloxacina
no eixo de PC1 positivo, com uma alta variabilidade intragrupo para S6 e S8. No
entanto, pela PCA o grupo controle ndo se separou dos grupos canamicina e

tetraciclina ao longo das componentes 1 e 2.

Figura 28. Gréfico de escores PCA obtido a partir dos dados de RMN de *H da cultura de S.
aureus ap0s tratamento com antibiéticos e derivados xanténicos
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Desta forma, embora os resultados encontrados com o algoritmo
supervisionado PLS-DA tenham apresentado valores baixos para acuracia, R? e Q?
(0,375; 0,399; 0217, respectivamente), o que demonstra baixa relevancia preditiva, os
resultados permitiram investigar melhor as respostas metabdlicas de S. aureus frente
aos antibioticos e compostos sintetizados (Fig. 29a). O grupo controle se separou do
grupo da canamicina e tetraciclina em escores negativos de PC1 e, ao adicionar as
substéancias sintetizadas S6, S7 e S8, notamos uma forte tendéncia dos grupos S6,
S7 e S8 a serem semelhantes ao grupo da ciprofloxacina.

Analisando o grafico de loadings (Fig. 29b) juntamente com o perfil metabdlico
dos espectros de RMN de 'H e a Fig. 30, que mostra as proporcdes relativas dos
metabdlitos em cada grupo, conseguimos observar como cada antibidtico e
substéancia sintetizada afetou o metaboloma de S. aureus, apresentando diferencas
na quantidade de aminoacidos e precursores importantes para as vias metabolicas/
biossintéticas da bactéria, como, betaina, acetamida/N-acetil, glutamato, lisina,

alanina, isoleucina/ leucina, acetato, treonina, prolina, aspartato e etanol.
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Figura 29. Gréficos de a) escores e b) loadings de PLS-DA obtidos a partir dos dados de
RMN de !H da cultura de S. aureus ap6s tratamento com antibiéticos e derivados xantdnicos
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A betaina e a acetamida, ambos metabdlitos induzidos por estresse (HOERR
et al, 2016), foram responsaveis por separar o grupo controle (branco) dos demais em
valores positivos da componente 2 (Fig. 29), apresentando maior propor¢ao quando
comparado aos outros grupos (Fig. 30a) e no caso da acetamida/N-acetil, 0 grupo
controle foi o Unico onde esse metabdlito foi encontrado (Fig. 30D). A elevada
guantidade encontrada de betaina no grupo controle em relacdo aos demais grupos e
da acetamida/N-acetil (encontrada somente no grupo controle) é resposta ao estresse
causado pelo choque térmico, uma vez que a betaina atua como um osmoprotetor
nos microrganismos (ZHOU et al., 2016).

Uma vez que todas as amostras sofreram choque térmico, a baixa quantidade
de betaina encontrada nos grupos tratados com os antibiéticos sugere que esse
metabdlito ndo foi acumulado, como ocorreu no grupo controle, e sim, usado para
suprir as necessidades do metabolismo afetado pelos antibiéticos de cada grupo, pois,
a betaina € um osmalito organico que possui caracteristicas zwitteribnicas e age como
um intermediario no metabolismo de proteinas e de energia, por ser um doador de
metila e aminoacidos (ZHOU et al., 2016).

Figura 30 Proporcéo relativa dos metabdlitos intracelulares de S. aureus apos tratamento
com cada antibiético, derivados xant6nicos e o branco (grupo controle) (continua)
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Figura 30 Proporcéo relativa dos metabdlitos intracelulares de S. aureus apds tratamento
com cada antibiético, derivados xantonicos e 0 branco (grupo controle) (concluséo)
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A prolina também €& um osmodlito de protecdo em bactérias (KIAMCO et al,

2018), responsavel por agrupar o grupo S7 em escore positivos de LV1 e LV2, estando

em maior propor¢cdo quando comparado com os demais antibiéticos e o branco (Fig.

30J). O etanol, metabdlito de energia (HOERR et al, 2016) foi responséavel por alocar

0 grupo da tetraciclina e canamicina nos fatores 1 e 2 negativos, estando em maior

proporcao no grupo S7 (Fig. 30E).

O ciclo de Krebs € o ponto chave para a producdo de intermediarios

biossintéticos e no processo de respiracao celular para muitos organismos (NELSON;

COX, 2014). Para S. aureus, o ciclo de Krebs € completo (Fig. 31) e desempenha

funcdes importantes nesses organismos durante a patogénese, estando envolvido na

viruléncia, sobrevivéncia e persisténcia desses seres vivos (SOMERVILLE et al.,

2003).
Figura 31. Representacéo esquematica do Ciclo de Krebs
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O acetato € um intermediario metabdlico que serve de precursor de um grande
namero de produtos, consumido na via catabdlica do ciclo de Krebs como fonte
secundéria de carbono (NELSON; COX, 2014; HALSEY et al., 2017). Dos grupos
analisados, o0 acetato se apresentou em maiores propor¢des no grupo controle e no
grupo da ampicilina (Fig. 30B). O destino catabdlico do piruvato € determinado pelas
condicbes do crescimento, e devido ao estresse que a bactéria sofreu e em resposta
a ampicilina, acreditamos que a via metabdlica aerébia do ciclo de Krebs se modificou
fazendo com que houvesse acumulo de acetato através do piruvato (SOMERVILLE et
al., 2003; NELSON et al., 2007).

O grupo tratado com S7 apresentaram niveis maiores de glutamato/glutamina
e a ciprofloxacina apresentou maiores de propor¢cfes deste metabdlito quando
comparado com canamicina, tetraciclina, S6 e S8 (Fig. 30F). O glutamato é um dos
solutos organicos intracelulares mais proeminentes presentes nas bactérias, além de
ser 0 metabdlito chave para interligar o metabolismo do carbono com o do nitrogénio.
Em alta concentragéo, permite que as enzimas funcionem de forma eficiente e em
resposta ao estresse, € acumulado rapidamente para manter as fun¢cées metabdlicas
(MOAT, FOSTER; SPECTOR, 2002; FEEHILY; KARATZAS, 2012; STANNEK et al.,
2015).

A ciprofloxacina € conhecida por induzir a resposta SOS (uma das varias redes
regulatérias complexas que modificam a transcricdo em resposta ao estresse
ambiental) bacteriana, levando a uma resposta negativa do metabolismo da
biossintese de purina e pirimidina (CIRZ et al., 2007; DORRIES, SCHLUETER; LALK,
2014). Segundo DORRIES; SCHLUETER e LALK (2014), niveis aumentados de
aminoacidos, como glutamato, podem resultar da regulacdo negativa das partes
principais do metabolismo da purina e pirimidina, pois doadores de nitrogénio, como
glutamina e glutamato, sdo menos importantes se a biossintese de purinas e
pirimidinas forem interrompidas.

Também em resposta ao estresse, as células tendem a acumular ions potassio,
resultando no aumento da sintese de glutamato para compensar o acréscimo dos ions
potassio, agindo como um protetor temporario as células e como um sinal intracelular
de estresse (FEEHILY; KARATZAS, 2012).
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Os grupos da ciprofloxacina e da substancia S7 também exibiram as maiores
guantidades de alanina, isoleucina, leucina, lisina e treonina (Fig. 30C, G, H, | e K).
No estudo realizado por Ddrries e colaboradores (2014), foi observado que esses
precursores da parede celular bacteriana aumentaram drasticamente, sendo
apontado para uma assinatura metabdlica induzida pelo estresse por ciprofloxacina.

Higgis e colaboradores (1974) ja haviam observado em seu estudo com
Streptococcus faecalis, que quando as sinteses de DNA e RNA séo inibidas, ocorre
um bloqueio na formacéo do septo e um espessamento da parede celular. Isso pode
justificar a elevada quantidade de alanina, lisina e treonina encontrada no grupo
tratado com ciprofloxacina, que pode estar associado a quantidades alteradas de
precursores do peptideoglicano, para os quais a lisina e a alanina sdo necessarias
como parte da cadeia peptidica e a treonina, precursor de ancoragem da parede
celular, onde o C-terminal é responsavel pela ligacdo covalente ao peptideoglicano da
parede celular (SCHNEEWIND, FOWLER; FAULL, 1995; GEOGHEGAN; FOSTER,

2015).

A ciprofloxacina, antibiético das classes das quinolonas, interrompe a
replicagdo do DNA bacteriano inibindo as enzimas topoisomerases (ALDRED,
KERNS; OSHEROFF, 2014). As topoisomerases, a DNA girase e a topoisomerase |V,
sdo enzimas fundamentais para ajudar a manter o DNA celular bacteriano no estado
adequado de superenrolamento nas regides de replicacdo e nao replicagdo do
cromossomo. A DNA girase remove 0 excesso de superenrolamento positivo e a
topoisomerase IV conduz a separacao das moléculas de DNA-filhas ligadas apds a
replicacéo estar completa (ALDRED, KERNS; OSHEROFF, 2014).

Os derivados xantdnicos se apresentam como uma potente classe inibidora de
topoisomerases (SHAGUFTA, 2016), como foi encontrado no estudo por Jun e
colaboradores (2011) que sintetizaram oito derivados de xantonas com diferentes
heterodtomos e avaliaram a atividade inibitéria sobre topoisomerases | e Il. Desses
compostos, 0 que possuia amina secundaria na cadeia lateral do nucleo da xantona
foi mais eficiente na inibigcdo da topoisomerase II.

Minniti e colaboradores (2017) também sintetizaram uma série de compostos

xantdnicos poliaminados e observaram que esses derivados diminuiram a atividade
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catalitica geral da topoisomerase Il ao inibir a capacidade da enzima de realizar a
passagem da fita de DNA.

As topoisomerases humanas do tipo Il desempenham papéis criticos em uma
série de processos de &cido nucleico, incluindo replicacdo de DNA, transcricao,
recombinacdo e segregacdo cromossémica. Essas enzimas clivam transitoriamente
ambas as fitas da dupla hélice, permitindo a passagem da outra cadeia através desta
guebra, evitando dessa forma o superenrolamento das fitas de DNA e removendo 0s
emaranhados e nés do genoma humano para ligar nhovamente as extremidades
clivadas (POMMIER et al, 2010; MINNITI et al, 2017).

Os derivados xanténicos aminados atuam no sitio ativo de clivagem / ligacao
do DNA da topoisomerase |l humana e prejudicam a atividade catalitica, fazendo um
blogueio na etapa de passagem da fita de DNA do ciclo catalitico da topoisomerase
II. Os derivados xantdnicos e a ciprofloxacina apresentam similaridades no modo de
acao sobre topoisomerases, mostrando uma correlacdo com o0s resultados que
obtivemos na analise de PLS-DA.

Assim, como o0s metabdlitos dos derivados xantdnicos apresentaram
similaridades com o grupo tratado com a ciprofloxacina, foi realizado ensaio in silico
com a enzima topoisomerase IV bacteriana, principal enzima alvo da ciprofloxacina
em S. aureus (ALT et al, 2011), a fim de estudar a interagcdo dos compostos com o

sitio ativo da enzima.

4.4 Modelagem molecular

Para prever in silico a melhor orientacdo e conformacdo dos compostos
sintetizados ligados a proteina topoisomerase IV (cdédigo PDB: 4URN), foi usado o
programa PyRx, que usa AutoDock Vina como software de docking. Com base nesses
perfis e estruturas dos compostos, AutoDock Vina infere as possiveis interacdes
farmacoldgicas e permite que os compostos mais promissores sejam classificados de
acordo com a atividade bioldgica estudada, utilizando a funcéo de escore empirico
para esta classificacdo (TROTT; OLSON, 2010).
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A novobiocina foi usada como referéncia para estabelecer as coordenadas da
caixa de encaixe. A energia de ligacdo dos trés compostos previstos por docking foi
analisada e classificada de acordo com a afinidade de ligagédo descrita em Kcal/mol.
A Tabela 4 mostra os valores das energias de interagdo com a topoisomerase |V

(cristalizada) e de todos os compostos obtidos pelo software Autodocking Vina.

Tabela 4. Energias das intera¢cdes do complexo ligante-receptor com a topoisomerase IV

(cristalizada) (afinidade de ligacdo (Kcal/mol))

Afinidade de
Compostos ligacao
(kcal/mol)
Novobiocina

(ref.) 72
Ciprofloxacina -7,8
S6 -7,3
S7 -6,8
S8 -7,3

A previsdo da ligagdo da ciprofloxacina (antibidtico estabelecido) e das 3
substéancias testadas (S6, S7 e S8) (Fig. 32), gerou 27 poses. Assim, as conformacdes
com menos energia envolvida (afinidade de ligacdo aumentada) representam 0s
complexos ligante-receptor e estdo proximas das conformacdes biologicamente ativas
(TROTT,; OLSON, 2010).

Comparando os compostos testados, observa-se que ha pouca variacao da
energia de ligacao entre os derivados xantbnicos (S6, S7 e S8) e a ciprofloxacina. Isso
indica que os compostos testados apresentam grande probabilidade de se ligarem ao
sitio ativo da enzima alvo (topoisomerase V), uma vez que, quanto menor a energia

de ligacao, melhor é o encaixe.
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Figura 32. Compostos testados na analise de docking molecular
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De acordo com a funcéo de pontuagédo do Autodock Vina, as conformacdes
tridimensionais mais estaveis sdo mostradas “"datadas" na superficie da
topoisomerase IV na Fig. 33. A andlise da Tabela 4 e das Fig. 34 e Fig. 35 revela a
grande relevancia das intera¢cdes de aminoacidos para a conexao no sitio ativo da
topoisomerase IV.

Em comparacédo com ciprofloxacina, S6 compartilha interacdes via ligacao de
hidrogénio com Glu 53, Arg 138, Gli 80 e Arg 79. Além destas, S6 apresenta outros
tipos de interacdes envolvendo Met 81 e Pro 82. J4 S7 compartilha com ciprofloxacina
interagbes com os aminoacidos Glu 53, Met 81 e Pro 82 através de interacdes
diferentes de ligacdo de hidrogénio. A substancia S8 apresenta interacdes em comum
com ciprofloxacina via ligacdo de hidrogénio com Arg 138 e também com outras
interacbes envolvendo Glu 53, Pro 82 e Met 81 (Fig 35). Essas interacfes sao
semelhantes a novobiocina, antibiotico usado como referéncia para realizar o docking

neste estudo (Fig. 34).
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Figura 33. Interacéo da ciprofloxacina e das substancias S6, S7 e S8 no sitio ativo da
topoisomerase IV

*QO sitio da topoisomerase IV é mostrado como uma superficie da molécula do arquivo PDB 4URN. As

conformacdes previstas no encaixe para os compostos de teste (verde) sdo mostradas sobrepostas no
sitio da topoisomerase IV no formato de bastdo. O sitio da topoisomerase IV é indicado com

conformacdes sobrepostas preditas dos trés compostos e ciprofloxacina (azul) como referéncia.

Na Fig. 35, é possivel notar que a ligacdo dos compostos selecionados ao sitio
ativo da topoisomerase IV é ancorada principalmente por interacfes de ligacdes de
hidrogénio e, que sdo altamente relevantes para a interacdo e estabilidade da
proteina-ligante. Além disso, todos o0s compostos apresentam um numero
consideravel de interacbes com os aminoacidos do sitio ativo, o que estabilizaria os
compostos em uma posicdo adequada para interagir com o sitio ativo da
topoisomerase IV.

A substancia S6 apresentou mais interacdes por ligagdes de hidrogénio do que
a ciprofloxacina, o que poderia explicar o valor da afinidade de ligac&o proxima a ela,
resultando em uma possivel ligagdo estavel com a proteina. J& S8, apresentou
somente uma interacao via ligacdo de hidrogénio e teve o mesmo valor de afinidade

de ligacao de S6. O que pode justificar a proximidade do valor da energia de ligacao
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entre as substancias S6, S8 e a referéncia (ciprofloxacina), € a interacdo com o
residuo Arg 138, residuo com o qual as trés substancias interagem. Ja a substancia
S7 apresenta mais interacdes, porém ndo compartilha das mesmas interacfes via
ligacbes de hidrogénio que as moléculas de referéncia, como a novobiocina e a
ciprofloxacina. Essa diferenca de interacao resulta no efeito em que a molécula tem
sobre o sitio ativo.

As substancias S7 e S8 apresentam uma quantidade significativa nas
interacdes hidrofilicas que ocorrem entre as moléculas e os aminoéacidos Gli, Arg, Tre
e Asn, contribuindo para uma consideravel estabilidade energética com o sitio ativo
da proteina. As substancias testadas mostram uma afinidade excelente para esta
proteina com base nos resultados de energia de ligacdo obtidos por docking usando
a proteina topoisomerase IV cristalizada. Eles podem ser 6timos candidatos para

estudos adicionais no desenvolvimento de medicamentos.
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Figura 34. Representacéo das interacdes dos aminodcidos com a novobiocina
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Figura 35. InteragBes dos aminoacidos com a ciprofloxacina e compostos S6 (6), S7 (7) e
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5. CONCLUSAO

Foram sintetizadas trés w-aminoalcoxilxantonas (S6, S7 e S8), substancias
derivadas da liquexantona, que possuem atividade antibiética sobre S. aureus.
Culturas dessa bactéria foram tratadas com as substéancias sintetizadas e antibidticos
comerciais (ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina e canamicina) e as alteracdes
metabdlicas causadas por cada tratamento foram estudadas utilizando a técnica de
RMN em conjunto com quimiometria. A partir destas analises foi possivel identificar
as variagcdes nos metabdlitos intracelulares, sendo possivel caracterizar 21
metabdlitos.

As andlises quimiométricas nos mostraram como o metaboloma de S. aureus
foi afetado por cada antibiético e substancias sintetizadas, apontando diferencas na
guantidade de aminoacidos e precursores importantes, como, betaina, acetamida,
glutamato, lisina, alanina, isoleucina/leucina, acetato, treonina, prolina e etanol.

Pela andlise do perfil quimico, concluimos que as substancias S6, S7 e S8
apresentaram uma similaridade com o grupo da ciprofloxacina, um antibiético que age
no DNA bacteriano, inibindo a enzima topoisomerase V.

O teste in silico de modelagem molecular corroborou os resultados de PLS-DA,
mostrando alta afinidade das substancias S6, S7 e S8 com a enzima topoisomerase
IV, enzima essa, alvo da ciprofloxacina.

Dessa forma, nossos resultados mostraram a importancia do uso das técnicas
de RMN em conjunto com a metabolémica e quimiometria, onde conseguimos extrair
informacBes de como o0s compostos influenciam no metabolismo celular, e
consequentemente, como se d4 a atividade antimicrobiana, sem fazer uso de ensaios
fenotipicos especializados. O uso dessas técnicas para inferir mecanismo de acéo
indiretamente ndo descarta a necessidade de ensaios posteriores, mas com certeza,

podem direcionar a execucao desses ensaios, reduzindo tempo e custo.
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Figura Al. Espectro de RMN de 'H da liguexantona (1) (CDCls)
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Figura A2. Espectro de RMN de !H da norliguexantona (2) (DMSO-d6)
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Figura A3. Espectro de RMN de 'H da substancia 3 (CDCls)
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Figura A4. Espectro de RMN de 'H da substancia 4 (CDCls)
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Figura A5. Espectro de RMN de *H da substancia 5 (CDClIs)
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Figura A6. Espectro de RMN de *H da substancia S6 (MeOD- d4)
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Figura A7. Espectro de RMN de *H da substancia S7 (MeOD- d4)
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Figura A8. Espectro de RMN de 'H da substancia S8 (CDClIs)
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Figura A9. Grafico de loadings de PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apés
tratamento com ampicilina e tetraciclina (Fig. 25a)
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Figura A10. Grafico de loadings de PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apés
tratamento com ampicilina e canamicina (Fig. 25b)
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Figura A11. Grafico de loadings de PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apés

tratamento com ampicilina e ciprofloxacina (Fig

. 25¢C)
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Figura A12. Grafico de loadings de PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apés
tratamento com canamicina e tetraciclina (Fig. 25d)
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Figura A13. Grafico de loadings de PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apés
tratamento com ciprofloxacina e tetraciclina (Fig. 25e)
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Figura A14. Grafico de loadings de PLS-DA da cultura de S. aureus sem e apés
tratamento com canamicina e ciprofloxacina (Fig. 25f)
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