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RESUMO

Introdugao: Neisseria gonorrhoeae tem chamado a atencdo mundial pela sua grande
capacidade de desenvolver e adquirir resisténcia aos agentes antimicrobianos. A crescente ¢
alarmante descricdo de isolados resistentes a ultima linha de tratamento recomendado
internacionalmente para gonorreia vem incentivando a busca por novas opgdes terapéuticas.
Em 2012, a Organizacdo Mundial da Satide publicou um plano mundial de estratégias para
conter a transmissao e impacto da resisténcia antimicrobiana de N. gonorrhoeae, € propos
como prioridade as estratégias de avaliacdo de novos antimicrobianos ou terapias
alternativas para o tratamento da infec¢do gonocdcica. Objetivo: Avaliar o desempenho e
verificar o potencial antimicrobiano de compostos sintéticos e naturais contra
N.gonorrhoeae, utilizando isolados de colecdo e isolados clinicos. Metodologia: Realizou-
se a padronizacdo da metodologia REMA (do inglés, Resazurin Microtiter Assay Plate)
para avaliacdo da atividade antimicrobiano. Apos isso, realizou-se a triagem de um grupo
de substincias de compostos isolados, extratos e fracdes, totalizando 187 compostos, dos
quais 119 sdo sintéticos e 68 naturais. Os compostos que apresentaram os melhores
resultados foram escolhidos para seguimento do estudo da curva da determinagdo da
concentragdo inibitoria minima. Resultados e discussdo: Um composto sintético (RR103)
e quatro compostos naturais (AP1, AP10, AP12 ¢ AP16) apresentaram média de inibi¢do
da viabilidade bacteriana de 88,6 %, 89,9 %, 85,5 %, 98,8 % e 86,5 % respectivamente.
Entre os compostos naturais, AP12 na concentracdo de 100 mg/L obteve o melhor
resultado, apresentando uma a¢do inibitoria de crescimento bacteriano acima de 70% em
todas as cepas de N.gomnorrhoeae, até mesmo nas cepas multirresistentes como a cepa
WHO W, WHO Y, WHO X e WHO Z. O composto sintético RR103 apresentou atividade
antimicrobiana limitada, obtendo concentracdo inibitoéria minima variavel dependendo da
cepa o qual foi utilizada no ensaio. Conclusido: O composto natural AP12 mostrou-se ser
um potencial candidato para futuros estudos de desenvolvimento de novos medicamentos,
por demonstrar sua atividade sem depender dos diferentes mecanismos de resisténcia
expressos pelas diferentes cepas testadas, além de possuir caracteristicas quimicas que
possibilitam a ser um composto por via oral, favorecendo o seu acesso e uso para a

populagio.

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae; microdilui¢do; resazurina



ABSTRACT

Background: Neisseria gonorrhoeae has drawn worldwide attention for its great ability to
develop and acquire resistance to antimicrobial agents. The growing and alarming
description of isolates resistant to the last internationally recommended treatment line for
gonorrhea has been encouraging the search for new therapeutic options. In 2012, the World
Health Organization published a worldwide strategy plan to contain the transmission and
impact of N. gonorrhoeae antimicrobial resistance, and proposed as a priority strategies for
the evaluation of new antimicrobials or alternative therapies for the treatment of gonococcal
infection. Aims: To evaluate the performance and verify the antimicrobial potential of
synthetic and natural compounds against N.gonorrhoeae, using collection isolates and
clinical isolates. Methods: The REMA methodology (Resazurin Microtiter Assay Plate)
was standardized to assess antimicrobial activity. After that, a group of substances of
isolated compounds, extracts and fractions was screened, totaling 187 compounds, of which
119 are synthetic and 68 natural. The compounds that showed the best results were chosen
to follow the study of the determination of mininum inhibitory concentration. Results and
discussion: A synthetic compound (RR103) and four natural compounds (AP1, AP10,
AP12 and AP16) showed a great inhibition of bacterial viability of 88.6%, 89.9%, 85.5%,
98.8% and 86.5% respectively. Among the natural compounds, AP12 at a concentration of
100 mg/L obtained the best result, with inhibitory action of bacterial growth above 70% in
all strains of N.gonorrhoeae, even in multiresistant strains such as the WHO W, WHO Y,
WHO X and WHO Z. The synthetic compound RR103 showed limited antimicrobial
activity, obtaining a minimum inhibitory concentration that varies depending on the strain
used in the assay. Conclusion: The natural compound AP12 proved to be a potential
candidate for future studies on the development of new drugs, as it demonstrates its activity
without depending on the different resistance mechanisms expressed by the different strains
tested, in addition to have a chemical structure that makes it possible to be a drug. orally,

favoring its access and use for the population.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae; microdilution; resazurin
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1. INTRODUCAO

Neisseria gonorrhoeae (gonococo) ¢ um diplococo gram-negativo, patdogeno
humano obrigatorio e caracteriza-se por ser o agente etioldgico da gonorreia, uma infeccao
sexualmente transmissivel (1), que acomete cerca de 156 milhdes de pessoas a cada ano (2).
O gonococo infecta as membranas mucosas do trato genital inferior, reto, orofaringe,
conjuntiva e em casos raros, pode evoluir para infeccdo sistémica. A infecgdo pode ser
assintomatica ou com manifestacoes clinicas como secre¢do endocervical e uretral. Pode
evoluir para epididimite em homens e salpingite em mulheres e, quando ndo tratada, pode
causar infertilidade, sendo considerada uma das causas mais comuns dessa complicacdo no
género feminino (3).

Em homens sintomaticos o diagnostico laboratorial da gonorreia pode ser realizado
por meio de esfregaco de secrecdo uretral corado pelo método de Gram. No entanto, em
infecgdes assintomaticas e/ou extragenitais a coloragdo de Gram ndo ¢ recomendada devido
a sua baixa sensibilidade, resultante da presenca de Neisserias comensais nesses nichos. A
cultura ¢ um teste diagndstico amplamente utilizado e tem como principal vantagem, a
possibilidade de realizacdo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Devido a
caracteristica fastidiosa de N. gonorrhoeae, a viabilidade dos isolados deve ser preservada
por utilizagdo de meio de transporte especifico e meios de cultura enriquecidos como agar
Chocolate e/ou enriquecidos ¢ seletivos como agar Thayer-Martin. O meio seletivo ¢
indispensavel especialmente para amostras de sitios com microbiota residente abundante,
como orofaringe e reto (4).

Em 2018 foi publicado o primeiro estudo brasileiro de vigilancia da resisténcia in
vitro do gonococo — o Projeto Sengono, realizado entre 2015 e 2016, numa parceria entre o
Ministério da Satde e a Universidade Federal de Santa Catarina. Nesse estudo, foram
coletadas amostras de secre¢ao uretral masculina em sete centros da Rede de
Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana do Gonococo: Porto Alegre, Floriandpolis,
Sdo Paulo, Belo Horizonte, Brasilia, Salvador e Manaus representando todas as regides
brasileiras. Além da resisténcia ja bem estabelecida as sulfas, tetraciclinas e penicilinas, o
estudo constatou resisténcia em expansdo ao ciprofloxacino (CIP) , com taxas superiores a
50% em todas as regides do pais. Embora, as amostras de N.gonorrhoeae tenham sido
sensiveis as cefalosporinas de terceira geracdo, verificou-se isolados com diminuicao da
sensibilidade a cefixima (CFX) e ceftriaxona (CRO) (5). Os resultados do estudo

suscitaram imediata resposta do Ministério da Saude, que atualizou as recomendagdes de
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tratamento no territério nacional para infeccdo gonococica anogenital ndo complicada
(uretra, colo do tutero e reto), desaconselhando a utilizacdo do CIP e adotando a terapia
dupla com CRO 500mg intramuscular (IM) associada a azitromicina (AZT) 1g via oral
(VO) em dose tnica (6).

O gonococo tem chamado a atencdo mundial pela sua grande capacidade de
desenvolver e adquirir resisténcia aos agentes antimicrobianos (7). Na maioria dos paises, o
tratamento empirico para gonorreia € a utilizacdo de CRO em associagdo com AZT (8,9). A
resisténcia a CRO foi inicialmente relatada no Japao no ano de 2011 (10). Posteriormente,
isolados resistentes foram descritos novamente no Japdo, Espanha, Australia e Franca
(11,12,13,14). Devido a descrigdo crescente de isolados resistentes a CRO, o Centro de
Controle e Prevencao de Doencgas (CDC) incluiu N.gonorrhoeae na lista de organismos na
qual a resisténcia aos antimicrobianos ¢ considerada uma ameaca a satude publica (15).

A partir de 2012, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) publicou um plano
mundial de estratégias para conter a transmissdo e impacto da resisténcia antimicrobiana de
N. gonorrhoeae, e propds como prioridade as estratégias de avaliacio de novos
antimicrobianos ou terapias alternativas para o tratamento da infeccdo gonococica (16).
Segundo a OMS, um composto ideal para primeira linha de tratamento devera ser altamente
eficaz, amplamente disponivel em qualidade apropriada, ter uma boa relagdo de custo e
dose, sem toxicidade e possivelmente em uma dose unica com taxa de cura > 95 % dos
pacientes infectados (16). Nos ultimos anos, diversos derivados e analogos de
antimicrobianos desenvolvidos mostraram atividade in vitro contra N.gonorrhoeae. 1sso
inclui novas fluorquinolonas (17,18), tetraciclinas (19), carbapenémicos (20) e macrolideos
(21,22). A solitromicina ¢ o primeiro fluorocetolideo que recentemente entrou em estudo
clinico, sendo da mesma classe do antimicrobiano AZT (23,24). Um estudo preliminar
realizado na India em 2005, demonstrou atividade antimicrobiana de extratos de Ocimum
sanctum, Drynaria quercifoliae, Anonnas quamosa em N.gonorrhoeae (25), quando
comparada com AZT e beta-lactdmicos. Jacobsson e colaboradores demonstraram atividade
antimicrobiana in vitro da nova moditromicina de biciclolideos em isolados clinicos na
Suécia (26). Porém, o mesmo estudo identificou resisténcia cruzada em isolados com
resisténcia de alto nivel a AZT.

Com o incentivo de desenvolvimento e pesquisa de novos medicamentos, a
parceria global de pesquisa e desenvolvimento de antibiodticos, do inglés The Global
Antibiotic Research and Development Partnership (GARDP), o zoliflodacino (inibidor da

DNA topoisomerase II) ¢ o potencial antimicrobiano que, ap6s resultados promissores da
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fase II, esta sendo avaliado para um estudo global de fase III. O estudo, que estd avaliando
a eficacia e a seguranga do zoliflodacino em relagdo aos tratamentos padrdo, deve incluir
1.000 pessoas com gonorreia nos Estados Unidos, Holanda, Taildndia e Africa do Sul.
Além disto, o zoliflodacino também foi projetado como uma opgao de tratamento oral, com
potenciais beneficios em comparagdo com o atual padrdo de tratamento de injegdes
intramusculares (IM) (27).

A crescente e alarmante descri¢do de isolados resistentes a Ultima linha de
tratamento recomendado internacionalmente para gonorreia vem incentivando a busca por
novas opgoes terapéuticas (16,28).

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi de avaliar o desempenho e verificar
o potencial antimicrobiano de compostos sintéticos e naturais em N.gonorrhoeae,

utilizando isolados de colegao ¢ isolados clinicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 NEISSERIA

Neisseria gonorrhoeae pertence ao género Neisseria, do qual N.gonorrhoeae
(gonococo) ¢ um patogeno obrigatorio do género e Neisseria meningitidis (meningococo) ¢
um patdgeno oportunista, em que existem relatos de colonizagdo de 10% da populagdo sem
desenvolver a infecgdo (29). Além dessas, ainda existem oito espécies de Neisseria
comensais da microbiota nasal e da orofaringe (30). Analises filogenéticas mostram que
N.gonorrhoeae e N. meningitidis evoluiram de um ancestral comum ndo patogénico, mas
agora representam linhagens separadas que ocupam nichos distintos, a mucosa genital e a
mucosa nasofaringea, respectivamente (31,32). Embora N. meningitidis possa suportar a
desidratacdo, sobreviver fora do hospedeiro humano por periodos e ter transmissdo via
goticulas respiratorias, N.gonorrhoeae é inviavel se desidratada ou exposta a temperaturas
ndo fisiologicas, sendo considerada uma bactéria fastidiosa. Os eventos que levaram a
evolucdo de dois organismos que sdo altamente semelhantes no genoma e na fisiologia do
nicleo e causam doencgas distintas em diferentes locais do corpo humano, ainda nio sdo

compreendidos (33).

2.2. GONORREIA

A gonorreia ¢ uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) causada por
N.gonorrhoeae, sendo transmitida pelo contato intimo desprotegido. As manifestagdes
clinicas sdo distintas entre os sexos, majoritariamente sintomaticas nos homens e
assintomaticas nas mulheres. A gonorreia retal e faringea, geralmente assintomaticas, sdo
identificadas principalmente em homens que fazem sexo com homens (HSH), no entanto,
dependendo das praticas sexuais, pode ser encontrada em ambos os sexos. Se a infec¢do
urogenital permanecer sem ser detectada ou se ndo for tratada adequadamente, ela pode
atingir o trato genital superior e resultar em complicagdes reprodutivas graves
(principalmente, mas ndo exclusivamente, em mulheres), como endometrite, doenca
inflamatoria pélvica, resultando em infertilidade ou perda involuntaria durante a gravidez
ectopica, e em homens, pode ocasionar edema peniano, prostatite e epididimite. A
conjuntivite pode ocorrer quando ha infecgdo ocular por meio das secregdes genitais ¢ em
recém-nascidos durante o parto vaginal de mae infectada, ocasionando oftalmia neonatal,
que ¢ em alguns casos, leva a cegueira. A infec¢do gonococica disseminada pode ocorrer

em ambos os sexos, mas atualmente ¢ pouco descrita (34,16,35).



16

2.2.1 Diagnostico

Em homens sintomaticos o diagndstico laboratorial da gonorreia pode ser realizado
por meio de esfregagco de secrecdo uretral corado pelo método de Gram. Na coloragdo de
Gram, os gonococos podem ser identificados por microscopia (ampliagdo, 1.000 X) como
diplococos Gram negativos intracelulares em leucécitos polimorfonucleares. No entanto,
em infecgOes assintomaticas e/ou extragenitais a coloragdo de Gram ndo ¢ recomendada
devido a sua baixa sensibilidade. A cultura ¢ um teste diagndstico amplamente utilizado e
tem como principal vantagem, a possibilidade de realizacdo dos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos. Devido a caracteristica fastidiosa de N.gonorrhoeae, a viabilidade dos
isolados deve ser preservada por utilizacdo de meio de transporte especifico e o isolamento
necessita de meios de cultura enriquecidos como agar Chocolate e/ou de meios
enriquecidos e seletivos como agar Thayer-Martin, no qual sdo adicionados vancomicina,
colistina, trimetroprim e nistatina. O meio seletivo ¢ indispensavel especialmente para

amostras de sitios com microbiota residente abundante, como orofaringe e reto (36).

2.2.2 Tratamento

O tratamento empirico da gonorreia na maioria dos paises ¢ a utilizacdo de CRO em
associacdo com AZT (8,9).

Pelo historico do gonococo relacionado ao desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos utilizados no tratamento da gonorreia, o uso de terapia combinada de dois
antimicrobianos com diferentes mecanismos de agdo (por exemplo, uma cefalosporina e um
macrolideo) melhora a eficiacia do tratamento e auxilia a retardar o surgimento e a
disseminacgdo de cepas resistentes aos antimicrobianos. O uso de AZT como segundo ATM
¢ preferivel a doxiciclina devido as vantagens de conveniéncia, conformidade da terapia de
dose unica e a prevaléncia substancialmente mais alta de resisténcia gonococica a
tetraciclina do que a AZT entre isolados do Projeto de Vigilancia de isolados gonococicos
(GISP) dos Estados Unidos da América, particularmente em cepas com concentragao
inibitéria minima (CIM) de CFX elevada (37). Dados limitados sugerem que a terapia
dupla com AZT pode aumentar a eficacia do tratamento para infeccdo faringea ao usar
cefalosporinas orais (38). Além disso, pessoas infectadas com N.gonorrhoeae
frequentemente sdo coinfectadas com Chlamydia trachomatis. Esse achado levou a

recomendacdo de que as pessoas tratadas para infecgdo gonococica também sejam tratadas
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com um regime eficaz contra a infec¢do genital ndo complicada por C. trachomatis,
apoiando ainda mais o uso de terapia dupla que inclui AZT (39).

No Brasil, conforme N.gonorrhoeae adquiriu e desenvolveu genes de resisténcia aos
antimicrobianos, os protocolos clinicos e as diretrizes terapéuticas referentes a gonorreia
sofreram alteragdes. Em 1999, o Ministério da Saude brasileiro preconizou a utilizagdo de
uma ampla variedade de antimicrobianos para o tratamento da gonorreia, dentre os quais, a
ofloxacina dose unica (400 mg) pela via oral (VO); dose tnica de CFX (400 mg) VO; dose
unica de CIP (500 mg) VO; dose tinica de CRO (250 mg) via IM; ou uma unica dose de
tianfenicol (2,5 g) VO (40).

No entanto, o Ministério da Saude publicou, em 2006, um novo manual que alterou
tais opgOes terapéuticas para terapia dupla, recomendando duas opg¢des para o tratamento da
gonorreia e da clamidia concomitantemente. A primeira opgdo consistia no uso de uma
unica dose de CIP (500 mg) VO ou dose unica de CRO (250 mg) IM associada com dose
unica de AZT (1 g) VO ou doxicilina (100 mg) VO por 7 dias. Ja a segunda opgdo de
tratamento compreendia o uso de uma tnica dose de CFX (400 mg) VO, dose unica de
ofloxacina (400 mg) VO ou dose unica de 2 g espectinomicina via IM concomitante com
eritromicina (500 mg) VO, tetraciclina (500 mg) VO ou ofloxacina (400 mg) VO (41).

Com a publicagdo do estudo brasileiro de vigilancia da resisténcia in vitro do
gonococo — o Projeto Sengono (5). O Ministério da Satde, atualizou as recomendagdes de
tratamento no territério nacional para infec¢do gonocodcica anogenital ndo complicada
(uretra, colo do utero e reto), desaconselhando a utilizacdo de CIP e adotando a terapia

dupla com CRO 500mg IM associada a AZT 1g VO em dose tnica (6).

2.2.3 Epidemiologia

A prevaléncia das infec¢des por N.gonorrhoeae € a segunda mais alta dentre as ISTs
bacterianas, sendo o primeiro lugar ocupado pelas infecgdes por C. trachomatis. Entre 2005
e 2008, o numero de casos reportados globalmente de infecgdes gonococicas aumentou em
21% em adultos entre 15 e 49 anos (42). Além disso, estima-se que ocorreram 106,1
milhdes de casos novos de infeccdo por N.gonorrhoeae em 2008 no mundo (42). Tal
incidéncia varia de acordo com as diferentes regides geograficas, sendo que a regido do
Pacifico Ocidental, que abriga paises como Camboja, Vietna, Filipinas, Republica da
Coreia, os quais possuem um baixo indice de desenvolvimento econdmico, possui a maior

incidéncia com 42 milhdes de novos casos em 2008 (8).
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A prevaléncia mundial da infec¢do por N.gonorrhoeae em mulheres ¢ estimada em
0,9% e nos homens em 0,7% (2). A comparagdo dessa prevaléncia com aquela encontrada
no Brasil ¢ dificultada pelos poucos estudos disponiveis, bem como seus resultados
conflitantes, variando entre 0,7% e 18% de infecgdes por N.gonorrhoeae em homens e
mulheres (43,44,45). A falta de informacdo sobre a epidemiologia das infecgdes por
N.gonorrhoeae também se deve ao fato de tais infecgdes ndo integrarem a lista nacional de
doencas e agravos de notificagdo compulsoria. Dessa forma, as informagdes disponiveis,
atualmente, sdo baseadas em estudos envolvendo determinadas parcelas da populagdo, o

que nao reflete o cendrio do territorio brasileiro.

2.2.4 Resisténcia aos antimicrobianos

O controle da saude publica da gonorreia depende totalmente do tratamento
apropriado, juntamente com esfor¢os de prevengdo generalizados e direcionados, uso de
métodos diagnodsticos eficazes, processos de notificagdo de parceiros e vigilancia
epidemioldgica. A terapia deve curar casos individuais para reduzir o risco de complica¢des
¢ impedir a transmissdo adicional da infec¢do. Considerando o grande nimero de casos
anuais estimados (156 milhdes) (2) em todo o mundo, o monitoramento da resisténcia em
N.gonorrhoeae tem implicagdes consideraveis no controle da gonorreia.

A perspectiva do aumento do nimero de cepas gonocdcicas que exibem resisténcia
a multidrogas (MDR) e resisténcia extensiva aos antimicrobianos (XDR), incluindo
resisténcia a CRO, a tltima opgao restante para monoterapia empirica de primeira linha em
muitos contextos, ¢ motivo de grande preocupagao (14) .

A primeira cepa gonocdcica com alto nivel de resisténcia a CRO (HO041) foi isolada
da faringe de uma mulher na cidade de Kyoto no Japao no ano de 2011 (10). O surgimento
de cepas resistentes a CRO ressalta preocupacdes para controlar a gonorreia pelo motivo de
que CRO ¢ amplamente recomendada e ¢ o tratamento de primeira linha para gonorreia na
maioria dos paises do mundo. Posteriormente, isolados resistentes foram descritos na
Franca, Espanha e Australia (14,12,13).

Em 2018, na Inglaterra foi descrito o primeiro caso de infeccdo uretral e faringea
por N.gonorrhoeae resistente a CRO associada a resisténcia de alto nivel para AZT. O
paciente obteve cura ap0Os o tratamento com ertapenem, antimicrobiano reservado para uso

hospitalar (46).
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2.3 Farmacos em pesquisa para o tratamento de gonorreia

Solitromicina ¢ o primeiro fluorocetolideo que recentemente entrou em
desenvolvimento clinico, pertence a mesma classe do antimicrobiano AZT (47,23). Ja sdo
descritos estudos in vitro da atividade desse medicamento em comparagdo com outros
antimicrobianos utilizados no tratamento (21), obtendo menor CIM e melhor estabilidade
em meio acido quando comparado a AZT (48). No estudo clinico de fase II, foram testadas
duas concentragdes do antimicrobiano (solitromicina 1200 mg e 1000 mg) para tratamento
de gonorreia ndo complicada, os resultados mostraram atividade em ambas as doses (49). O
estudo de fase III multicéntrico realizado nos Estados Unidos da América e na Australia
avaliou a eficacia e seguranca da solitromicina em dose unica VO em comparacao a terapia
combinada de dose IM de CRO (500 mg) mais dose oral de AZT (1000 mg), porém, foi
identificada uma taxa maior de efeitos adversos e houve falha terapéutica, comprovada por
cultura positiva apds sete dias de tratamento em comparacdo com o tratamento de primeira
linha. Isso demonstra que a Solitromicina em dose Unica ndo ¢ uma alternativa segura de
tratamento para da gonorreia, devido a insuficiéncia de duracdo da exposi¢do do
medicamento no sitio da infec¢do. Entretanto, os novos estudos com esse medicamento
devem considerar o potencial do risco gastrointestinal e a elevacdo das enzimas hepaticas.
(50,51).

Outro medicamento em estudo ¢ o Zoliflodacin (AZD0914 e ETX0914),
espiropirimidinatriona, que esta em estudo clinico de fase III. Este novo medicamento tem
como mecanismo de agdo a inibi¢do da biossintese de DNA bacteriano por meio da
inibicdo de topoisomerasesdo tipo II, que incluem a DNA girase e topoisomerase IV.
Embora ETX0914 e CIP tenham como alvo a DNA girase, os diferentes modos de ligagdo
sdo funcionalmente efetivos e suficientes para o ETX0914 inibir o crescimento de cepas

resistentes ao CIP (52).

2.4 Produtos naturais

Os produtos naturais possuem enorme diversidade estrutural e quimica que nao
pode ser comparada por quaisquer bibliotecas sintéticas de pequenas moléculas e
continuam a inspirar novas descobertas nas areas da quimica, biologia e medicina.
Acredita-se que o sucesso de produtos naturais como moléculas lideres no desenvolvimento
de novos farmacos seja devido a sua ‘pré-validagdo bioldgica’: organismos produzem
metabolitos secundarios que, ao longo da evolugdo, foram modificados para serem capazes

de interagir com alvos bioldgicos (53).
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Uma vez estudados, esses produtos sdo otimizados para melhorar sua estrutura e
muitas vezes sua atividade e estabilidade (54). A historia da medicina esta cheia de eventos
notaveis de como a descoberta de um produto natural que impactou profundamente os
avangos na biologia e inspirou a descoberta de medicamentos.

William C. Campbell e Satoshi Omura foram os ganhadores do Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina em 2015 pela descoberta da Avermectina, produto natural, que
originou a ivermectina, medicamento usado no tratamento de infec¢des parasitarias (em
especial por nematddeos). Esse medicamento reduziu significativamente o indice de
mortalidade e trouxe otimismo para novas descobertas com produtos naturais (55).

Com a pesquisa de novos medicamentos em expansdo, em especial os de fontes
naturais, espera-se identificar compostos com potencial atividade antimicrobiana em doses
que viabilizem a continuidade dos estudos para o desenvolvimento de farmacos. Para isso,
os compostos deverdo apresentar resultado satisfatério no ensaio de determinacdo da

concentragdo inibitdria minima que poderdo ser guia de novos estudos da fase pré-clinica.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho e verificar o potencial antimicrobiano de compostos

sintéticos e naturais em N.gonorrhoeae, utilizando isolados de colecdo e isolados clinicos.

3.2 Objetivos Especificos

e Padronizar o volume de resazurina e concentracdo do indculo bacteriano;

e Triar o potencial antimicrobiano em um conjunto de compostos naturais e
sintéticos;

e Verificar a atividade antimicrobiana dos compostos triados utilizando um painel
de 15 cepas de referéncia de N.gonorrhoeae;

e Avaliar a curva da determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos

compostos com melhor atividade antimicrobiana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Compostos:

Os compostos utilizados foram cedidos pelas professoras Dr’. Miriam de Barcellos
Falkenberg e Dr®. Lilian Sibelle Campos Bernardes (Laboratério de Produtos Naturais,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, Brasil). O grupo de substincias compreende compostos isolados, extratos e
fragoes, totalizando 187 compostos, dos quais 119 sdo sintéticos e 68 sdo naturais. Entre os
compostos naturais estdo os espécies do grupo das algas vermelhas (Laurencia catarinenis
e Laurencia dendroide), algas pardas (Dictyoteris jolyana, Dictyoteris plagiogramma,
Dictyoteris delicatula, Distyopteris justii e Dictyopteris sp.), algas marrons (Desmarestia

meziesii, Desmarestia anceps e Ascoseira mirabilise) e macroalga (Palmaria decipiens).

4.2 Producao do Caldo Graver-Wade (GW):

A produgdo do caldo GW foi realizada de acordo com protocolo estabelecido por
Graver ¢ Wade (2007) (56): foi preparado 1 litro do meio de cultura celular M199
(comercialmente disponivel com sais de Earle, mas sem L-glutamina, vermelho de fenol e
bicarbonato de sodio; Sigma-Aldrich®) em agua destilada. Ao meio M199, adicionou-se
500 mL de agua destilada com glicose (10,0 g; 37 mM), bicarbonato de amoénio (2,0 g; 17
mM), acetato de soédio tri-hidratado (1,0 g; 4,9 mM), L-glutamina (0,75 g; 3,4 mM),
espermidina (0,2 g; 919 uM), L-arginina (0,1 g; 383 uM), hipoxantina (0,05 g; 245 uM),
uracilo (0,05 g; 298 uM), oxaloacetato (0,05 g; 252 uM), cloridrato de tiamina (0,05 g; 99
puM), L-ornitina (0,01 g; 39 uM), dinucleotideo de nicotinamida adenina (0,01 g; 10 uM) e
DL-lactato de soédio (2,5 mL xarope a 60% p/p; 13 mM). Hipoxantina e Uracilo foram
dissolvidos cada um em 3 mL de NaOH 1M. Todos os reagentes foram adquiridos da
Sigma-Aldrich®. O pH foi ajustado para 6,8 com HCI IM e o caldo esterilizado a vacuo
por filtragao em 0,22 pm. O caldo foi armazenado em geladeira em temperatura (2-8°C) por

até 15 dias.

4.3 Preparo da solucio de uso dos compostos:
Os compostos foram ressuspendidos em dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se a

concentracdo de 10000 mg/L (solucdo de estoque), e em seguida, foram diluidos em caldo
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GW na concentragdo de 1000 mg/L (solucdo de uso), para utilizagdo no ensaio de

microdilui¢ao.

4.4 Cepa bacteriana e condi¢des de crescimento:

A cepa de referéncia WHO K de N.gonorrhoeae (57) foi utilizada para a realizagdo
da triagem inicial dos compostos.

Apo6s o ensaio de triagem, realizou-se o ensaio de determinacdo da concentragdo
inibitéria minima dos compostos avaliados com melhor atividade antimicrobiana
utilizando-se um painel contendo 15 isolados de N.gonorrhoeae.

Todas as cepas de N.gonorrhoeae foram armazenadas em caldo Casoy com 20 % de
glicerol em freezer -80°C. Na semana da realizacdo dos ensaios dos compostos, as cepas
utilizadas foram descongeladas e semeadas em placas de agar Thayer Martin (Laborclin®)
e incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2, por 16-18 horas e repicada em
placa de agar Chocolate (Laborclin®) e incubada nas mesmas condigdes por mais 16-18
horas.

Para a realizagdo do ensaio da concentragdo inibitoria minima foram utilizadas as 15
cepas de referéncia de N. gonorrhoeae.

O perfil de sensibilidade e resisténcia de cada cepa utilizada esta descrito no Anexo
A.

4.5 Inéculo bacteriano:

Apo6s o crescimento das cepas de N.gonorrhoeae no agar Chocolate (Laborclin®),
foi realizado o indculo 0.5 McFarland verificado em DensiCheck® (Biomerieux, Franca).
Pipetou-se 1 mL desse in6culo em um tubo tipo Falcon de 50 mL, ja contendo 14 mL do
Caldo GW aquecido em banho maria a 37 °C, obtendo-se a concentragdo final do indculo

de 1x10” UFC/mL.

4.6 Preparo da resazurina (Alamar Blue):

O po6 de resazurina sal sédico (Sigma-Aldrich®) foi diluido em tampao fosfato-
salino (PBS) (pH 7.,4) estéril na concentragdo final de 0,1 mg/mL (0.01%). Foram pesados
5 mg do p6 e adicionados 50 mL de PBS (pH 7,4) estéril. Logo apds o preparo da solugdo
de resazurina, o corante foi esterilizado a através do filtro de 0,22 pm e armazenado em

geladeira entre 2 e 8°C.
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4.7 Padroniza¢ao do volume de resazurina (Alamar Blue):

Foram realizadas quatro (4) concentragdes diferentes e decrescentes do inoculo da
cepa de referéncia WHO K de N.gonorrhoeae (1x10” UFC/mL; 7,5x10° UFC/mL; 5x10°
UFC/mL e 1x10° UFC/mL). Durante o ensaio, foi pipetado 1 mL do indculo na
concentragdo de 0.5 da escala de McFarland em 14 mL de caldo GW, obtendo-se a
concentracio de 1x10” UFC/mL. Para as outras concentracdes foram transferidos 0,75 mL,
0,5 mL e 0,1 mL do in6éculo (0.5 McFarland) em tubo contendo 14 mL do caldo GW cada,
assim obtendo 7,5x10° UFC/mL, 5x10° UFC/mL e 1x10° UFC/mL respectivamente. Além
dessas concentragoes, foram utilizados volumes diferentes de resazurina (20 pL, 30 uL e 50
uL).

Em cada pogo (placa de microdiluigdo estéril de 96 pogos e fundo em U) (Kasvi®)
foram adicionados 90 pL de cada concentragdo dos indculos, como demonstrado na figura
1. No controle positivo (controle de efetividade da atividade antimicrobiano) foram
adicionados 10 pL de solug@o de Triton x-100 em etanol e no controle negativo (presenca
do crescimento das bactérias), 10 uL. de PBS (pH 7,4) estéril. Ja nos pocos referentes ao

branco, pipetou-se somente 100 uL. do caldo GW.

Figura 1: Mapa das concentragdes dos indculos e os volumes de resazurina.
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Fonte: Proprio autor, 2020. CP: Controle positivo (Coluna 1, 4 e 7); CN: Controle negativo (Coluna 2, 5 e 8);
B: Branco (Coluna 3, 6 ¢ 9). Al a A9 e Bl a B9 Concentragdo do indculo de 1x10’ UFC/mL; Cl aC9¢ Dl a
D9 Concentragdo do indculo de 7,5x10° UFC/mL; E1 a E9 e F1 a F9 Concentracdo do indculo de 5x10°
UFC/mL; Gl a G9 e H1 a H9 Concentracio do indculo de 1x10° UFC/mL. Os volumes de resazurina
utilizados estdo demonstrados nas colunas 1, 2 e 3 para o volume de 20 uL; 4, 5 e 6 para o volume de 30 pL;

7, 8 € 9 para o volume de 50 uL. UFC: Unidade formadora de coldnias.

Apo6s o tempo de incubacdo de 6 horas, realizou-se a coloragdo de Gram com uma
aliquota do poco do controle negativo para confirmagdo de crescimento bacteriano
(Diplococos gram negativos) e avaliagdo de contaminagdo do caldo GW. Por fim foram
adicionados os volumes de resazurina (20 pL, 30 pL e 50 pL). A placa foi incubada
novamente por mais 60 minutos e a leitura da fluorescéncia foi realizada no fluorimetro(LS
55 PerkinElmer®) nos comprimentos de onda de 560 e 590 nm.

Foram avaliados os melhores volumes de resazurina e as concentragdes dos
indculos bacterianos utilizados no ensaio, a fim de definir o protocolo para as etapas
posteriores. Este deve ter uma boa conversdo da resazurina em resarufina sem ultrapassar o

limite de detecgao de fluorescéncia no fluorimetro (LS 55 PerkinElmer®) (58).

4.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana:

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana, foi utilizada a metodologia REMA (do
inglés, Resazurin Microtiter Assay Plate) (58). Foram pipetados 10 pL de cada composto
(solug@o de uso) em quadruplicata na placa de microdilui¢do estéril de 96 pocos e fundo em
U (Kasvi®) e em seguida 90 pL do inoculo bacteriano da cepa WHO K de N.gonorrhoeae
preparado previamente. Apds o periodo de incubacdo (6 horas a 35 +£1°C) em estufa com 5
% CO2 e atmosfera umida, foi adicionado o volume de resazurina (Alamar blue) definido
apos a padronizagdo. As placas de reagdo (Kasvi®) foram incubadas novamente durante 60
minutos. A concentragdo final de cada composto testado foi de 100 mg/L.

A determinag@o da fluorescéncia foi realizada no equipamento fluorimetro (LS 55
PerkinElmer®) nos comprimentos de ondas de 560 e 590 nm. Para cada rodada de testes
(placa de 96 pocos) foram utilizados: Controle positivo (10uL de Triton x-100 em Etanol),
controle negativo (10uL de PBS estéril) e branco (100uL do caldo GW).

Os compostos foram testados em trés dias diferentes, com o proposito de realizar
triplicata biologica, sendo que a cada dia o teste foi realizado em quadruplicata (Figura 2),
configurando replicatas técnicas. Foi calculada a média de cada quadruplicata para o

calculo de viabilidade.
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Figura 2:Esquema das testagens dos compostos em quadruplicata.

1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12

—{ Controle Positivo |

—‘ Controle Negativo |

Nota: Figura cedida por Alisson Bigolin
Legenda: as cores laranja,azul escuro, amarelo, verde, vermelho, marrom, rosa e azul claro (colunas 1 a 4)
indicam locais de testagem de compostos em quadruplicata. Posi¢des A9 a A12 correspondem ao controle

positivo, B9 a B12 controle negativo e H9 a H12 branco.

A avaliacdo da viabilidade bacteriana frente a cada composto foi realizada
comparando a fluorescéncia do controle negativo (100% de viabilidade bacteriana) em
relagcdo ao composto testado (Equacdo 1) (58).

% de Crescimento Bacteriano =M(1)
feN-fe

Em que: fCN representa a média da leitura da fluorescéncia do controle negativo, fB a

média da leitura do Branco e fC a média da leitura de cada composto testado.

Foram analisadas as porcentagens de crescimento bacteriano frente a cada composto
com o propodsito de selecionar os compostos com maior atividade para proceder com a
etapa posterior de ensaio da determinagao da CIM.

Foi considerada atividade antimicrobiana quando o tratamento das bactérias com o

composto apresentou crescimento inferior a 30%.
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4.9 Determinacio da concentrag¢ao inibitéria minima:

Para a realizagdo da determinacdo CIM, as 15 cepas de referéncia de N.gonorrhoeae
(57) foram descongeladas em 15 de em placas de dgar Thayer Martin (Laborclin®) a 35+1
°C em atmosfera umida com 5% de CO2 por 16 a 18 horas e repicadas em placa de agar
Chocolate (Laborclin®) com incubagdo por mais 16 a 18 horas

A diluigdo dos compostos foi realizada em tubos de 2 mL. Para a diluigdo seriada
foram adicionados 450uL de caldo GW no primeiro tubo e 400 pL nos tubos seguintes.
Para cada composto utilizado, adicionaram-se 50 pL da solugdo de estoque (10000 mg/L)
no primeiro tubo, obtendo a concentragcdo de 1000 mg/L. A diluigdo seriada (1:5) foi
realizada pipetando 100 pL da concentracdo anterior em 400 pL do caldo GW ja pipetado
(figura 3). As concentragdes intermediarias de cada composto variaram de 1000 mg/L a

0,000512 mg/L)

Figura 3: Esquema das testagens dos compostos em quadruplicata.

| 10our | [ 10ouL | | 100t | [ 100uL | [100pL | [100pL | [100pr | [ 0oL | [ 100uL |

'Y T T T Y

I

450pL de caldo 400pL de caldo
GW GW

50pL da solugdo
de estoque* de
cada composto

Fonte: Proprio autor.*Solugao estoque na concentragdo de 10000 mg/L.

Legenda: Tubos enumerados de 1 a 10 representando as dilui¢cdes que foram realizadas a partir da solugao de
estoque. A concentragdo final no tubo 1 foi realizado com a adigdo de 450 pL de caldo GW mais 50 pL da
solucdo estoque de cada composto. A partir do tubo 2 até o tubo 10 foram realizados as dilui¢des 1:5 com
adigdo de 400 puL de caldo GW mais a transferéncia de 100 pL do tubo anterior para o tubo correspondente.

Concentragao inicial partindo de 1000 mg/L (tubo 1) até a concentrag@o de 0,000512 mg/L (tubo 10).

Na placa de microdiluicdo estéril de 96 pocos e fundo em U (Kasvi®) foram

adicionados 10 pL das solucdes das concentracdes dos compostos preparados
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anteriormente. Nos primeiros po¢os (coluna 1), como controle positivo, foram adicionados
10 uL de Triton x100 em etanol ao invés dos compostos (Figura 4).

Para preparagao do indculo bacteriano utilizou-se um tubo do tipo Falcon de 50 mL
onde foram adicionados 14 mL de caldo GW previamente aquecido em banho maria a 37°C
e 1 mL do indculo bacteriano na escala 0.5 McFarland, obtendo-se a concentragdo final do
in6culo de 1x10” UFC/mL. Para cada cepa testada, foram adicionados 90 pL do indculo
preparado em cada pogo na placa estéril de 96 pocos (Kasvi®), ja contendo 10 puL dos
compostos com concentragdo decrescente (Figura 4). O contetido dos pocos foi
homogeneizado com o auxilio da micropipeta e a incubacdo foi feita durante 6 horas em
estufa 35+1 °C em atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO2.

Para cada cepa de N.gonorrhoeae foi utilizada uma placa de microdiluig¢do
(Kasvi®).

O resultado das concentracdes de cada diluicdo dos compostos esta demonstrado na

Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdo inicial a partir da solugéo estoque e concentracdo final na placa de
microdilui¢do.

Concentracdes dos compostos Concentracao final®
apos diluicao 1:5° (mg/L)
(mg/L)

1° tubo 1000 100
2° tubo 200 20
3° tubo 40 4
4° tubo 8 0,8
5° tubo 1,6 0,16
6° tubo 0,32 0,032
7° tubo 0,064 0,0064
8° tubo 0,0128 0,00128
9° tubo 0,00256 0,000256
10° tubo: 0,000512 0,0000512

Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: *:Diluigdo feita a partir da solugdo estoque de 10000 mg/L.P:Concentragdo realizada ap6s a adi¢ao
de 10 puL das dilui¢des dos compostos (1:5) mais 90 pL do indculo bacteriano.



29

Figura 4: Esquema da determinacdo da concentragdo inibitoria minima:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Composto 1 —
Composto 2 —
Composto 3 —
Composto 4 —
Composto 5 —

Composto 6 —

Composto 7 —

IG)_‘I'II'HUO_UJJ?

Composto 8§ —

Controle positivo ‘ ‘ Controle negativo ‘

Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: Controle positivo (coluna 1): 10 pL de Triton x-100 mais 90 pL do indculo bacteriano. Controle
negativo (coluna 12): 10 uL de PBS (pH 7,4) mais 90 pL do indculo bacteriano. Coluna 2 até a coluna 11

representa as concentragdes decrescentes de cada composto, variando entre 100 mg/L a 0,0000512 mg/L.

A leitura foi realizada apoés a adi¢do de 30 pL da solugdo de resazurina na
concentragdo de 0,1 mg/mL e incubacdo por mais 60 minutos a 35+1 °C em atmosfera
umida enriquecida com 5 % de CO2. A mensuracdo da intensidade da fluorescéncia foi de
560 nm e 590 nm de excitacdo no equipamento fluorimetro(LS 55 PerkinElmer®).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando Microsoft Office Excel 2007. A
avaliagdo da atividade antimicrobiana de cada composto sobre as diferentes cepas de

N.gonorrhoeae foi quantificada pela curva da determinagdo da CIM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZACAO DO VOLUME DE RESAZURINA E CONCENTRACAO DO
INOCULO BACTERIANO

Com o objetivo de verificar possivel interferéncia da fluorescéncia da resazurina no
ensaio, foram realizadas as padronizagdes do volume deste reagente e a concentracdo do
in6culo bacteriano para o estudo.

A principio a deteccdo da fluorescéncia foi realizada no fluorimetro seguindo o
protocolo de Foerster e colaboradores (58). No entanto, ndo foi possivel a realizacdo da
analise de alguns controles e compostos devido a fluorescéncia estar além da faixa de
leitura do equipamento.

Foram utilizadas, portanto, quatro (4) concentragdes diferentes e decrescentes do
in6culo (1x10” UFC/mL, 7,5x10° UFC/mL, 5x10° UFC/mL e 1x10° UFC/mL), além do
branco, que avalia a interferéncia residual da propria fluorescéncia emitida pela resazurina
e a esterilidade do caldo GW; o controle positivo para a avaliacdo da morte bacteriana em
contato com o Triton X-100 e controle negativo o qual nos fornece informagdes da
viabilidade total das cepas de N.gonorrhoeae sem contato com agente inibidor de
crescimento.

Além dos inoculos testados, diminuiu-se o tempo de incubagdo para 60 minutos
para ndo ter risco de passar da escala do equipamento, ja que fluorescéncia emitida pela
conversdao da resazurina em resorufina ¢ diretamente proporcional a taxa metabodlica das
bactérias presentes nos pocos, ou seja, quanto maior o indculo bacteriano e a taxa de
divisdo celular, maior vai ser a fluorescéncia detectada (figura 5).

Os resultados para cada volume e inoculo usados estdo nas figuras 6, 7, 8, 9 e 10.
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Figura 5: Microplaca de diluigdo apds a incubagdo em estufa a 37°C.

|CP|CN|B|CP‘CN|B‘CPlCNlB‘

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

‘ 12107 UFC/mL ‘

‘ 7%5.10° UFC/mL ‘

‘ 5x10° UFC/mL ‘

G
H

‘ 1x10 UFC/mL ‘[

l | | 1 |

‘ 20uL Resazurina H 30uL Resazurina H 50pL Resazurina |

Fonte: Proprio autor, 2020.

Legenda: B: CP: Controle positivo (Coluna 1, 4 e 7); CN: Controle negativo (Coluna 2, 5 e 8); B: Branco
(Coluna 3, 6 ¢ 9). Al a A9 e Bl a B9 Concentragdo do inéculo de 1x10’ UFC/mL; C1 a C9 ¢ D1 a D9
Concentragdo do indculo de 7,5x10° UFC/mL; E1 a E9 e F1 a F9 Concentragdo do inoculo de 5x10°
UFC/mL; Gl a G9 e H1 a H9 Concentragio do indculo de 1x10° UFC/mL. Os volumes de resazurina

utilizados estdo demonstrados nas colunas 1, 2 e 3 para o volume de 20 uL; 4, 5 e 6 para o volume de 30 puL;

7, 8 e 9 para o volume de 50 pL. UFC: Unidade formadora de colonias. Resazurina 0,1 mg/mL (0.01%).

Figura 6: Resultados da leitura do controle positivo.

Controle positivo
25
2
o 13
g
= 1
05
0
1.108 5.108 7.5108 1.107
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
——20uL ——30pL ——50pL




Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: UFC: Unidade formadora de colonias. Log(f): Log da fluorescéncia.

Figura 7: Resultados da leitura do controle negativo.

Controle negativo
3
135 F
2
)
13
=
1
0.3
0
1.108 5.108 7.5.108 1.107
UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL  UFC/mL
—20pl —30plL —30ul
Fonte: Proprio autor, 2020.

Legenda: UFC: Unidade formadora de coldonias. Log(f): Log da fluorescéncia.

Figura 8: Resultados da leitura do branco.

Branco
3
25
2
=)
® 15
| S
1
0.5
0
1.108 5.108 7.3.10% 1.107
UFC/mL UFC/mL UFC/mL TUFC/mL
—20pL ——30pL —350puL
Fonte: Proprio autor, 2020.

Legenda: UFC: Unidade formadora de coldnias. Log(f): Log da fluorescéncia.
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Figura 9: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 20 pL de resazurina 0,1
mg/mL (0.01%).

20pl Resazurina

= s

Log(f)

1107 UFC/mL 7.5.105UFC/mL 5.105UFC/mL 1. 105 UFC/mL

——F —a—(CP ——CN

Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescéncia. UFC:

Unidade formadora de coldnias.

Figura 10: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 30 pL de resazurina 0,1
mg/mL (0.01%).

30pl Resazurina

(e ]

(=]
,,:

b4 LA
|
by
i

Log(f)
[ ]
/
i

0.5
0
1.107 UFC/mL 7.5.10°UFC/mL 3.10°UFC/mL 1.10°UFC/mL
UFC/mL
—&—3 —&—(CP —=—CN

Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescéncia. UFC:

Unidade formadora de colOnias.
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Figura 11: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 50 pL de resazurina 0,1
mg/mL (0.01%).

S0pL Resazurina
3
25
= 2

g 15 . . .
- 1
0.3
]
1.107 UFC/mL 7.5.10°UFC/mL 5.105UFC/mL 1108 UFC/mL
UFC/mL
——B CP CN

Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescéncia. UFC:

Unidade formadora de coldnias.

A viabilidade celular ¢ a atividade metabdlica podem ser mensuradas pela
quantidade de NADH e NADPH, visto que esses nucleotideos de piridina sdo formados
durante a atividade metabolica. A medicdo direta desses agentes redutores é possivel, mas
os niveis absolutos ndo sdo um indicador ideal para a atividade metabdlica, pois sua taxa de
rotatividade ¢ importante. A taxa de rotatividade pode ser avaliada pela reducdo seletiva de
certos compostos como diferentes sais de tetrazélio (MTT, XTT, MTS ou WST) ou
resazurina, com a reducdo enzimatica desses compostos pelas desidrogenases, usando
NADH/NADPH como co-substrato. A forma reduzida desses compostos resulta em um
produto colorido que pode ser medido por métodos espectroscopicos basicos (59).

A escolha da resazurina para a realizacdo do experimento e ndo os sais de
tretrazolio, considerou que esses outros sais quando sofrem o processo de redugdo, ou seja,
ganho de elétron, se tornam um composto insoluvel ndo possibilitando a sua passagem pela
membrana bacteriana. Para a realizacdo da leitura seria necessario fazer a lise celular,
destruindo a integridade da membrana e causando morte celular. Ja a resazurina, descoberta
por Weselsky (60) e utilizada primeiramente para estimar a contamina¢do bacteriana em
leite (61), e a resorufina sdo substancias soliveis sendo possivel fazer a sua detecgdo
intracelular, mantendo a viabilidade bacteriana e tornando possivel a realizagao da leitura

dentro do tempo estabelecido do experimento (59). Além disso, o uso da resazurina
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possibilita a realizacdo do controle de contaminagdo, observado pelo poco contendo o
branco.

O controle Branco possui apenas o caldo GW estéril e a sua mudanga de cor indica
que houve alguma contaminagdo durante o experimento, sendo necessario a investigacio da
fonte desta alteragdo para que interfere nos resultados e deve ser corrigida. Durante uma
rodada do ensaio de triagem, observou-se a mudanca de cor (azul para o rosa),o que indica
que houve contaminacgao, visto isto, foi realizada a coloragd@o de Gram para identificar qual
tipo de bactéria estava presente. Na avaliagdo microscopica observaram-se somente bacilos
gram negativos, indicando que a fonte de contaminagdo deve-se a presenca desses
microorganismos, podendo estar presentes nas solugdes e reagentes utilizados. Com essa
possibilidade, foram preparados novos reagentes e solucdes a fim de diminuir as chances de
contaminagoes durante os ensaios.

A resazurina ¢ um corante pouco toxico (62), mas ndo sem toxicidade para as
células. A citotoxicidade da resazurina depende de sua concentragdo e do tempo em contato
com as cé¢lulas (63). Mencionado isso, uma semeadura foi realizada no final do ensaio,
utilizando uma aliquota do pogo contendo o indéculo em contato com resazurina/resorufina,
em agar Chocolate e foi incubado a 35+1 °C em atmosfera umida enriquecida com 5 % de
CO2 por 24 horas. Isso foi feito para observar a viabilidade bacteriana apds o contato com o
corante e também para identificar possiveis contaminagdes com crescimento de outros tipos
de bactéria. Verificou-se que houve crescimento de colonias indicativas de N.gonorrhoeae
(pequenas, brilhantes, viscosas e extremamente aderidas ao meio) (Figura 12). Pela
coloracdo de Gram foi possivel observar os diplococos gram negativos (figura 13). Esses
experimentos para observar a viabilidade bacteriana, auséncia de contaminagdo
possibilitaram constatar a seguranca na escolha da resazurina na concentracdo de 0,1
mg/mL; mesma concentragdo utilizada nos estudos de Foerster e colaboradores (58) e
Foerster e colaboradores (64). O experimento ainda possibilitou verificar que a incubagio
da bactéria em contato com a resazurina na estufa de CO2 por 60 minutos, a viabilidade
bacteriana foi mantida (Figura 12 e 13).

Os resultados dos experimentos de viabilidade bacteriana em relagdo a concentragdo
de resazurina e tempo de incubacdo foram estimados para rodas as concentracdes

bacterianas testadas.
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Figura 12: Crescimento do indculo em agar Chocolate na estuda de CO2 apo6s incubagéo de
60 minutos em contato com a resazurina.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Legenda: Crescimento de colonias indicativas de N.gonorrhoeae (pequenas, brilhantes, viscosas e

extremamente aderidas ao meio)

Figura 13: Colora¢do de Gram de uma coldnia oriunda da placa de agar Chocolate apds
incubag¢do em contato com a resazurina.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
Legenda: Microscopia utilizando a objetiva de 100x em 6leo de imersdo. Presenga de diplococos gram

negativos sugestivo de N.gonorrhoeae.



37

Ap6s a leitura na intensidade da fluorescéncia no fluorimetro(LS 55 PerkinElmer®)
no comprimento de onda de 560 nm e 590 nm, foi constatada pouca diferenga entre
intensidade de fluorescéncia entre os volumes de resazurina no controle negativo (100%
viavel) (figura 7), obtendo-se valores de leitura parecidos. Com isso, valida a ideia que a
concentragdo de células vidveis em uma suspensdo contendo resazurina determina
diretamente o tempo para uma conversao visivel da cor plrpura para a rosa (65).

O volume de resazurina usado neste experimento foi definido em 30uL e ndo 50uL
preconizado por Foerster e colaboradores (58) pelo motivo de ndo apresentar alteragcdo de
fluorescéncia significativa (figura 9, 10 e 11). Além disso, optou-se este volume por reduzir
o consumo de reagentes nos ensaios.

Na leitura do branco (figura 8), pode-se dizer que nao houve contaminacdo durante
0 experimento, visto que as leituras foram proximas entre si nas diferentes concentracdes
dos in6culos em contato com caldo GW estéril.

Em relag@o a concentragdo do inoculo, foi observado que somente a concentragdo
de 1x10° UFC/mL ndo obteve o crescimento esperado por conta da quantidade reduzida de
bactéria (figura 5 e 7). Nao houve diferenca entre as leituras nas concentragdes dos indculos
de 1x10” UFC/mL, 7,5x10° UFC/mL e 5x10° UFC/mL.

Optou-se nesse experimento pelo uso da concentragdo do indculo de 1x10” UFC/mL
por apresentar maior quantidade de bactérias e por garantir a conversao da resazurina. Com
isso, diminuiram-se as chances de invalidar a rodada dos ensaios por ndo ter o crescimento
esperado.

Na padronizacdo e na triagem inicial do experimento foi utilizada a cepa de
referéncia WHO K de N.gonorrhoeae que, de acordo com Unemo (57), no estudo sobre as
cepas WHO e sua caracterizacdo fenotipica, genética e a gendmica, € um cepa sensivel a
CRO e resistente ao CIP (Alto nivel > 32 mg/L).

Por ser tratar de uma cepa com resisténcia e ndo do tipo selvagem (57), observamos
um bom nivel de conversao da resazurina em resorufina, tendo uma maior diferenciagdo de
coloracdo do azul para o rosa e pela leitura obtida da intensidade da fluorescéncia no
fluorimetro. Isso indica que a cepa WHO K de N.gonorrhoeae obteve um bom crescimento
no caldo GW e resistiu as variagdes sofridas durante o experimento em conjunto com
garantia de crescimento com a utilizacdo do inéculo de 1x10” UFC/mL. Somado a isso, os
possiveis vieses de leitura que poderiam ser causados por morte de bactérias durante os
procedimentos dos ensaios foram evitados e, portanto, diminuindo interferéncia na

intensidade da fluorescéncia e das porcentagens de crescimento em caldo GW. Isso porque
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N.gonorrhoeae € considerada uma bactéria fastidiosa em que mudangas de ambientes e
possiveis estresses sofridos durante os ensaio como variagdo de pH, temperatura e
concentragao de CO2 causariam perda e por fim diminui¢do do indculo bacteriano.

Os gonococos podem crescer em um meio contendo glicose em uma faixa de pH de
6,0 a 8,0, com um pH 6timo de 7,0 a 7,5 (66,67,68). Seus requisitos de temperatura sdo
estreitos, com crescimento de 25 a 41 °C, com uma temperatura ideal de 36 £ 1 °C. O
organismo ¢é sensivel a dessecacgdo e ndo pode sobreviver a temperaturas menores que 25°C
por longos periodos de tempo, sendo necessario que durante a realizacdo do experimento
haja um controle do tempo de manuseio e preparo dos ensaios. Além do mais, a viabilidade
de N.gonorrhoeae diminui rapidamente na fase estacionaria, devido a autdlise aprimorada
apos a deplecdo de glicose do meio. Recomenda-se que os gonococos sejam incubados com
CO2 em 3% a 10%, pois o CO2 melhora o desenvolvimento do crescimento exponencial
(69).

O caldo GW, validado no estudo de Graver ¢ Wade (56), possui os insumos
necessarios e condi¢cdes para o crescimento de N.gonorrhoeae. Sendo assim, foi possivel a
realizacdo do ensaio de microdilui¢do. No estudo, os autores constataram que o caldo GW
permitiu o crescimento de indculo bacteriano entre 10° UFC/mL e 10° UFC/mL em 24
horas de incubagdo, utilizando a metodologia de contagem de células viaveis apds os
periodos de incubagdo (56). Nesse mesmo trabalho relatou-se como limitagdes a utilizacdo
de um painel relativamente pequeno e que foram utilizados isolados locais podendo néo ser
representativo.

Com relagdo as demais cepas de N.gonorrhoeae utilizadas neste estudo, foi possivel
observar diferencas de crescimento dependendo da cepa utilizada no caldo GW utilizando
0s mesmo parametros e técnicas em toda parte de triagem (figura 14 e 15). No entanto, as
diferengas so6 foram observadas durante a etapa da curva da determinagdo da CIM, na qual
foram utilizadas todas as 15 cepas de N.gonorrhoeae. Uma hipotese € que houve morte
bacteriana durante a realizacdo do experimento por ter cepas mais sensiveis as variagdes
intra-ensaio, limitando a leitura dos dados. Outro indicio é que dependendo da cepa
utilizada e suas caracteristicas fenotipicas e genéticas refletem na conversdo da resazurina
em resorufina, e, portanto, no seu metabolismo e taxa de reprodugdo. Foerster e
colaboradores (2017) relataram que cepas com resisténcia a8 CFX e CRO utilizadas nos
ensaios apresentaram resultados falso-positivos na comparacdo dos dados entre a
metodologia de microdilui¢do baseada em resazurina e a metodologia utilizando E-test.

Consequentemente houve uma superestimacdo da porcentagem de cepas consideradas
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resistentes nesse estudo (58), além disso o complexo mecanismo de acdo e evolucdo da
resisténcia a esses antimicrobianos ndo s3o totalmente compreendidas e envolvem varios
determinantes de resisténcia em interagdoes multifacetadas (pend, penB, mtrR, fator X) (58).

Com esses dados, cepas com resisténcias sdo mais propicias a ter um crescimento
maior em comparagdo com cepas mais sensiveis no caldo GW, conforme observa na figura

14 ¢ 15.

Figura 14: Placa da curva da determinagdo da concentrag@o inibitoria minima utilizando a
cepa WHO F de N.gonorrhoeae.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Legenda: Figura representa a conversio da resazurina em resorufina pela cepa WHO F de N.gonorrhoeae.
A cor azul indica que ndo houve a reducdo do corante, e consequentemente, o metabolismo bacteriano. Ja a
cor mais proximo do rosa e/ou roxo, indica que houve redugdo e portanto o metabolismo bacteriano. A2 a
A1l representa os concentragdes utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 a Cl1,
composto AP12; D2 a D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o Controle
positivo, sem crescimento bacteriano e a coluna 12 indica o Controle negativo (100%) vidvel. As
concentragdes finais utilizadas na placa sdo: Coluna 2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4: 4 mg/L;
Coluna 5: 0,8 mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128
mg/L; Coluna 10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 0,000512 mg/L.

Cepa WHO F de N.gonorrhoeae é sensivel a todos os antimicrobianos usados no tratamento da gonorreia

(57)
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Figura 15: Placa da curva da determinagdo da concentrag@o inibitoria minima utilizando a
cepa WHO L de N.gonorrhoeae.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Legenda: Figura representa a conversdo da resazurina em resorufina pela cepa WHO L de N.gonorrhoeae.
A cor azul indica que ndo houve a reducdo do corante, e consequentemente, o metabolismo bacteriano. Ja a
cor mais proximo do rosa e/ou roxo, indica que houve redugdo e portanto o metabolismo bacteriano. A2 a
A1l representa os concentragdes utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 a Cl1,
composto AP12; D2 a D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o Controle
positivo, sem crescimento bacteriano e a coluna 12 indica o Controle negativo (100%) vidvel. As
concentragdes finais utilizadas na placa sdo: Coluna 2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4: 4 mg/L,;
Coluna 5: 0,8 mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128
mg/L; Coluna 10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 0,000512 mg/L.

Cepa WHO L de N.gonorrhoeae possui resisténcia com alto nivel para CIP, resisténcia moderada para

AZT e resisténcia baixa para CRO (57).

Em relacdo as concentracdes dos compostos utilizados, optou-se pelo uso da
concentragdo em miligrama por litro (mg/L) tanto em compostos isolados, geralmente
utilizado em pMol, quanto em extratos pelo motivo de se tratar de uma triagem inicial de
um banco de conjuntos de compostos isolados ou ndo, e o crescimento ou ndo na
concentragdo utilizada ja seria, portanto, um resultado que demonstra sua atividade frente
N.gonorrhoeae que, posteriormente, ensaios mais aprofundados de cada compostos

poderiam ser feitos a partir desta triagem.

5.2 TRIAGEM DOS COMPOSTOS:

A partir da leitura realizada pelo fluorimetro (LS 55 PerkinElmer®) e analise das
intensidades de fluorescéncias, foram calculados as médias das trés leituras em dias
diferentes (Figura 16), foram selecionados quatro (4) compostos naturais € um (1)

composto sintético para progredirem no restante do trabalho.
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Figura 16: Resultado da placa apds incubacdo com a conversdo de resazurina em
resorufina.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Legenda: Resultado apos incubagio e a conversdo de resazurina em resorufina. Coluna 1 a 4 ¢ 5 a 8 indicam
locais de testagem de cada composto em quadruplicata. Al a A4 ; Bl aB4; Cl aC4; D1 aD4; El aE4;Fl a
F4; G1 aG4; Hl aH4; A5a A8; B5aB8;C5aC8; D5aD8; F5aF8; G5aGS8; H5aH8;C9aCl12;D9a
DI12; E9 a E12; F9 a F12; G9 a G12, correspondem aos compostos testados em quadruplicata. Cores
proxima da tonalidade de azul, indica menos conversdo e cores mais proximas do rosa, maior conversao.

Posicdes A9 a A12 correspondem ao controle positivo, B9 a B12 controle negativo e H9 a H12 branco.

Os resultados estdo apresentados nos Apéndices A e B.

Dos 119 compostos sintéticos, 7 (5,8 %) deles inibiram o crescimento bacteriano
em mais de 70 % (70-96 %) e o composto RR103, com inibi¢do de 88,6 %, foi escolhido
para proceder nos estudos posteriores.

Em relagdo os compostos naturais, totalizando 68 compostos, 41 (60,29%) inibiram
o crescimento bacteriano em mais de 70 %, entre eles, 15 (36,58%) compostos
apresentaram a¢ao inibitoria de crescimento acima de 99 %.

Com esses resultados, foi optado por utilizar o grupo de isolados proveniente da
alga D. meziessi, ja que além do composto isolado AP1, outros isolados desta alga

obtiveram resultados favoraveis e semelhantes entre si.
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Os outros isolados sdo AP10, AP12 e AP16 que, em contato com a bactéria,
apresentaram média de inibicdo de 85,5 %, 98,8 % ¢ 86,5 % respectivamente, utilizando o
inéculo WHO K de N.gonorrhoeae.

As escolhas de cada um deles estdo relacionados as questdes de disponibilidade dos

compostos e pesquisa do proprio laboratorio de sintese.

5.3 COMPOSTOS

5.3.1 AP1

A substancia AP1 apresenta-se como 6leo amarelo-alaranjado e foi extraida de uma
amostra de D. menziessi, com rendimentos que somam 80,5 mg. Possui MM 410,2821
g/mol. Apresenta Rf 0,3 em CCD eluida com n-hexano e acetato de etila na propor¢ao 8:2
(v;v), tendo caracteristica apolar.

A estrutura do composto AP1 (9’-hidroxisargaquinona) esta demonstrada na figura

17.
Figura 17: Estrutura do composto AP1 (9’-hidroxisargaquinona).
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5.3.2 AP12

A substancia AP12 foi isolada como um 6leo amarelo-alaranjado e foi extraida de
uma amostra de D. menziessi, com rendimento de 18,2 mg. Possui MM 428.2927 g/mol.
Apresentou Rf 0,2 em CCD eluida com n-hexano e acetato de etila na propor¢do 7:3 (v/v)
(mais polar que AP1);

A estrutura do sargatetrol estd demonstrada na figura 18.
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Figura 18: Estrutura do composto AP12 (sargatetraol).

O composto sargatetraol ainda ndo possui relatos de atividades biolodgicas, o que

desperta o interesse na sua investigacao bioldgica.

5.3.3 AP10

A substancia AP10 foi obtida como um 6leo vermelho-alaranjado, com rendimento
de 156,3 mg. Possui MM de 658,91 g/mol. Apresentou-se em Rf 0,4 na CCD em n-hexano
e acetato de etila (4:6) (mais polar que AP12).

A estrutura da fucoxantina estd demonstrada na figura 19.

Figura 19: Estrutura da substancia AP10 (fucoxantina).

534 AP 16

Composto sem identificacdo até o momento, 2020.

5.3.5RR103

O composto sintético 5-(azidometil)-3-(4-metoxifenil)isoxazol (C;;H;9N4O;) possui
MM de 230,22 g/mol e clogP: 3.26. O rendimento global da rota de obtencdo do composto
RR 103 ¢ de 43%

A estrutura do 5-(azidometil)-3-(4-metoxifenil)isoxazol esta demonstrada na figura

20.
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Figura 20: Estrutura do composto RR103 (5-(azidometil)-3-(4-metoxifenil)isoxazol).
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5.4 CURVA DA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Ap6s a selecdo dos compostos na etapa da triagem, foi realizada a leitura qualitativa
de cada cepa testada através da leitura observacional de mudanga de cor, comparando
visualmente a intensidade da cor, de azul para rosa; quanto mais proximo do tom de azul
menor ¢ a atividade metabolica ou menor a quantidade de bactéria viavel presente. Quanto
mais proximo da coloragdo rosa, maior é a taxa metabolica ou maior a quantidade de
bactéria viavel na reacdo (poco) (tabela 2).

Com isso, ap6s a incubagdo dos indculos bacteriano em contato com as diferentes
concentragdes dos compostos, a observacdo de mudanga de cor de um pogo para o outro,

indica a CIM (figura 21).

Figura 21: Placa contendo os indculos bacteriano (WHO L) em contato com as diferentes
concentragdes dos compostos.

Fonte: Proprio autor, 2020.

Legenda: A2 a A1l representa os concentra¢des utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2
a C11, composto AP12; D2 a D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o
Controle positivo (Triton X-100) e a coluna 12 indica o Controle negativo, PBS pH (7,4) . As concentra¢des
finais utilizadas na placa sdo: Coluna 2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4: 4 mg/L; Coluna 5: 0,8
mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128 mg/L; Coluna
10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 0,000512 mg/L. Composto AP1: CIM de 20 mg/L; Composto AP10: CIM de
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100 mg/L; Composto AP12: CIM de 20 mg/L, Composto AP16: CIM 100 mg/L e composto RR103: 100
mg/L.

Tabela 2: Resultado da leitura qualitativa da curva da determinagdo da concentragdo
inibitéria minima das diferentes concentragdes dos compostos em contato com os indculos
bacterianos de cada cepa de N.gonorrhoeae.

AP1* AP10* AP12* Al6* RR103*

WHO F 100 100 20 100 100
WHO G 20 20 4 4 100
WHO K 20 100 20 100 100
WHO L 20 100 20 100 100
WHO M 20 20 20 20 100
WHO N 100 100 100 100 20

WHO U 100 >100 20 >100 20

WHO V 4 4 4 >100 >100
WHO W 20 20 20 20 >100
WHO X 20 100 20 20 >100
WHO Y 20 100 20 20 >100
WHO Z 100 >100 20 100 >100

Fonte: Proprio autor, 2020.
Legenda: Leitura realizada visualmente observando a mudanga de cor do azul (baixa conversdo da resazurina)
e rosa (alta conversdo de resazurina). *Concentragdes (mg/L) referente as dilui¢des finais na placa (Kasvi®)

de cada composto. Observagao de mudancga de cor de um pogo para o outro, indica a CIM.

Além da leitura qualitativa, foi realizado a leitura quantitativa, estimando a
porcentagem de crescimento bacteriano de cada cepa em contato com 0s compostos nas
diferentes concentragdes utilizadas.

Todas as cepas WHO de N.gonorrhoeae cresceram no controle negativo com
excegdo da ATCC e da WHO P, as quais ndo apresentaram crescimento satisfatorio para a
realizacdo dos calculos de viabilidade. Ao total 15 cepas foram testadas, todavia as analises
dos dados e de leitura s6 foram possiveis em 13 cepas.

As cepas WHO O e WHO U apresentaram crescimento reduzido no controle
negativo, porém foi possivel estimar a porcentagem de crescimento. Visto que cada placa
incubada representa um ensaio completo e as condi¢des de crescimento foram iguais para
todas as placas, sendo assim, possivel realizar a comparacgdo entre 0os comportamentos das
outra cepas utilizadas. Portanto, o calculo da viabilidade bacteriana foram possiveis entre as

leituras das intensidades da fluorescéncia do controle negativo e dos indculos em contato
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com as concentragdes dos compostos, assim validando rodada embora baixa intensidade de

fluorescéncia (figura 22).

Figura 22: Placa contendo o in6culo de cepa WHO O de N.gonorrhoeae ap6s incubagdo em
estufa de CO2 em contato com a resazurina.

Fonte: Proprio autor, 2020.

Legenda: Observagdo de pouca diferenga de tonalidade das cores de cada pogo. A2 a All representa os
concentragdes utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 a C11, composto AP12; D2 a
D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o Controle positivo (Triton X-100) e a
coluna 12 indica o Controle negativo, PBS pH (7,4). As concentragdes finais utilizadas na placa sdo: Coluna
2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4: 4 mg/L; Coluna 5: 0,8 mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7:
0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128 mg/L; Coluna 10: 0,000256 mg/L e Coluna 11:
0,000512 mg/L.

Nas figuras 23, 24, 25, 26 e 27 estdo demonstradas as porcentagens de viabilidade
de cada cepa de N.gonorrhoeae frente a cada composto.
No apéndice C, estdo demonstradas as porcentagens de crescimento frente a cada

composto testado.
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Figura 23: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae em
contato com o composto AP1.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

Figura 24: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae em
contato com o composto AP10.
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Fonte: Proprio autor, 2020.
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Figura 25: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae em
contato com o composto AP12.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

Figura 26: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae em
contato com o composto AP16.
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Fonte: Proprio autor, 2020.
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Figura 27: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae em
contato com o composto RR103.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

Foi possivel observar que o composto AP12 obteve a melhor atividade
antimicrobiana em compara¢do aos compostos AP1, AP10, AP16 e RR103, com as
bactérias apresentando uma taxa de crescimento inferior de 30% na concentracdo de 100
mg/L em todas as cepas de N.gonorrhoeae, até mesmo nas cepas multirresistentes como a
cepa WHO W, WHO Y, WHO X ¢ WHO Z. Desconsiderando as cepas WHO O e WHO U
que obtiveram crescimento menor que as outras cepas, os inoculos bacteriano em contato
com composto AP12 apresentam uma taxa de crescimento abaixo dos 20 %, ou seja, o
composto apresentou capacidade de inibir o crescimento bacteriano em 80 %. Esses
resultados sugerem que as atividades do AP12 nio dependem dos diferentes mecanismos de
resisténcia expressos pelas cepas testadas. Além do mais, essa diferenca de resultado entre
cada isolado pode estar associada a polaridade da molécula, pois hd a relacdo de
lipofilicidade e hidrofilicidade. Isso deve-se ao fato que compostos com a mesma
polaridade possuem afinidades entre si.

A membrana externa (ME) das bactérias gram-negativas, atua como uma barreira de
permeabilidade eficaz contra agentes nocivos externos e o lipopolissacarideo (LPS) ¢ a
molécula chave desta funcgao (70). O LPS ¢ um dos principais fatores que contribuem para a
viruléncia de N.gonorrhoeae e desempenha varios papéis na patogénese da gonorreia (71).

A forma continua formada pelas moléculas de LPS fornecer um ambiente hidrofilico que
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oferece uma barreira muito eficaz para compostos hidrofobicos (72). Dadas essas
informagdes, compostos mais hidrofilico possuem maior agdo em bactérias gram negativas,
ou seja, quanto mais polar ¢ o composto, mais facilmente atravessa a membrana bacteriana.

Porém, além dessas caracteristicas, o tamanho do composto também influencia no
transporte para dentro da célula. As porinas sdo canais de difusdo passiva que cobrem a ME
de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Sdo permedaveis para pequenos solutos
polares com limites de exclusdo em torno de 600 Da, mas excluem moléculas apolares de
tamanhos comparaveis (73).

Os resultados das CIM mostram que os compostos APl e AP16 apresentaram
capacidade de inibir o crescimento das cepas de N.gonorrhoeae na concentragdo de 100
mg/L, com excecdo da cepa WHO U (figura 24 e 26).

Ao calcular a tendéncia linear da cepa WHO F de N.gonorrhoeae em relacao a cada
composto testado e estipular a viabilidade bacteriana utilizando outras concentracdes nao
realizadas, observou-se que o composto AP12 é capaz de reduzir a viabilidade bacteriana
em 100% concentragdo de 64 mg/L e de 94,8 % na concentragdo de 32 mg/L. AP1, AP10,
AP16 e RRI103 apresentaram capacidade de reduzir a viabilidade bacteriana na
concentragdo de 64 mg/L de 58,5 %, 11,4 %, 26,0 % e 38,4 % respectivamente. Ja na
concentragdo de 32 mg/L, estipulou-se 32,3 %, 0 %, 4,4 % e 24,5 % respectivamente
(figura 26).

Utilizou-se para calcular a tendéncia linear dos resultados da cepa WHO F de
N.gonorrhoeae pelo motivo de ser uma cepa com caracteristicas genéticas do tipo
selvagem, ndao possuindo mutacdes que ocasionam resisténcias a nenhum tipo de
antimicrobiano (57). Sendo assim, possibilitando a observacdo do comportamento frente
aos potenciais inibidores de crescimento, ndo possuindo o viés de ter alguma cepa de
referéncia possuir mecanismos de resisténcia que possa causar alteragdo da porcentagem de

viabilidade frente aos compostos.
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Figura 28: Resultado da viabilidade bacteriana (%) em relacdo a estipulacdo de diferentes
concentragcdes dos compostos testados, utilizando a cepa WHO F de N.gonorrhoeae.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

O composto AP12 ¢ mais polar que o composto APl e com massa molecular
semelhante, 428,29 g/mol e 411,29 g/mol respectivamente. Ao analisar a curva da
determinagdo da CIM, foi possivel observar comportamentos diferentes entre si, mostrando
uma curva de inibi¢do mais acentuada do composto AP12 na concentragdo de 20mg/L em
relacdo a 100 mg/L (figura 23 e 25). Esse resultado sugere que a diferenga entre a
polaridade pode interferir na permeabilidade da membrana.

Ja o composto AP10 ¢ mais polar que o composto AP12, porém possui maior massa
molecular (658,91 g/mol) fato que sugere que o tamanho do composto possa interferir na
sua absorgao.

O composto sintético RR103 apresentou atividade antimicrobiana limitada, obtendo
CIM variavel dependendo da cepa o qual foi utilizada no ensaio. Na concentragdo de 100
mg/L o composto obteve taxa de morte bacteriana entre 14,4 % em contato com a cepa
WHO X a 76,1 % em contato com a cepa WHO M. J4 na concentragdo de 20 mg/L, o
composto ndo apresentou atividade antimicrobiana nas cepas WHO K, WHO X e WHO W,
obtendo crescimento semelhante com o controle negativo. A cepa WHO N apresentou
viabilidade de 27% na concentra¢do de 20 mg/L.

A regra dos cinco de Lipinski determina se um composto quimico com uma certa

atividade farmacologica ou bioldgica tem propriedades quimicas e fisicas que tornaria um
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provavel medicamento oralmente ativo em humanos. Sdo utilizados quatro pardmetros
fisico-quimicos que estdo associados com medidas de permeabilidade, sendo eles: Massa
molecular < 500 Da, coeficiente de parti¢cao octanol/agua calculado <5 (usando o programa
ClogP), nimero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio <5 (soma dos atomos O-H e
N-H) e nimero de atomos aceptores de ligagdo de hidrogénio < 10 (soma dos atomos O e
N). Lipinski sugeriu que compostos que apresentem dois ou mais pardmetros com valores
fora destas faixas de corte tém grande chance de serem pouco permeaveis (74). O composto
AP12 possui massa molecular menor que 500 Da e 4 ligagdes de hidrogénio tanto aceptoras
quanto receptoras. Portanto com esses dados, este composto apresenta caracteristicas que o
tornam um possivel medicamento por VO, favorecendo o seu acesso e uso para a
populacao.

Em 2006, Silva e colaboradores (75) utilizando o método de diluicdo em &gar
avaliou o efeito antimicrobiano do extrato de Terminalia macropteral, uma planta nativa
africana utilizada para tratar a gonorreia, contra nove cepas referéncias de N.gonorrhoeae,
incluindo cepas resistentes a penicilina e a tetraciclina. Foi demonstrado que o extrato das
folhas possui atividade antimicrobiana contra todas as cepas e as CIM entre 100 mg/L e
200 mg/L e apos a utilizagdo do método de particao liquido-liquido para dividir o extrato de
T. macropteral em cinco fragdes, foi demonstrado que todas as fragdes apresentaram
atividade antimicrobiana e a mais ativa foi identificada com aquela que contém a ligacdo
éter dietilico, apresentando valores de CIM entre 25 mg/L e 50 mg/L contra todas as cepas.
Por tratar-se de uma fracdo, a concentracdo dos compostos presentes ¢ a porcentagem nao
sdo conhecidos, podendo conter baixas concentragdes de cada isolado. Sabendo disso,
estudos de cada componente isolado sdo necessarios, pois avaliam se ha sinergismo ou
antagonismo entres os componentes da fracdo e se ha um isolado com maior potencial,
além de fornecer dados de rendimento de cada componente da fracdo que sdo avaliados na
fase pré-clinica do desenvolvimento de um novo medicamento (76).

No estudo de Shokeen e colaboradores (25), que avaliou estudos preliminares sobre
a atividade extratos de Ocimum sanctum, Drynaria quercifolia e Annonas quamosa contra
N.gonorrhoeae, foi utilizada a metodologia de disco difusdo em que foram impregnados
com a concentragdo de 1000 pg/disco, exceto os extratos de sementes de 4. squamosa, que
estavam em forma de 6leo, dos quais 10 pL foram usados por disco. Além disso o teste foi
feito com discos de outros antibidticos. A inibicdo percentual de N.gonorrhoeae pelos
extratos foi calculada considerando a inibi¢do de cada uma com penicilina (0,5 UI) e CIP (1

ug) como 100% e depois foi calculada a inibigdo percentual correspondente pelos extratos.
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Com as porcentagens de inibicdo, feita a partir da comparagdo entre os halos de inibigao,
foi feita uma separagdo em resistente (sem inibi¢do de crescimento), menos sensivel (1% a
50% de inibi¢do), sensivel (51% a 99% de inibicdo) e altamente sensivel (maior ou igual a
100% de inibigdo). Nesse estudo, todas as seis cepas WHO testadas eram sensiveis aos
extratos de todas as trés plantas. Os extratos dessas trés plantas mostraram alta inibicdo de
cepas de N.gonorrhoeae WHO e de isolados clinicos, mais ainda com cepas de
N.gonorrhoeae multirresistentes.

No presente estudo, utilizando a classificagdo usada pelo Skokeen e colaboradores
(25), algumas cepas de N.gonorrhoeae seriam consideradas sensiveis e somente WHO U
seria considerada menos sensivel na concentracdo de 20 mg/L e todas sensiveis com a
concentracdo 100 mg/L. Porém esse estudo foi feito com extratos em uma concentracao 10
vezes maior que a maior concentragdo utilizada na curva determinagdo da concentragdo
inibitéria minima. Isso deve ser considerado, pois um extrato, assim como uma fragdo,
possui mais de um composto e em concentragdes variaveis.

Atendo a isso, no trabalho publicado pelo mesmo autor, em 2008, foi demonstrado
que o composto isolado extraido das folhas de Ocimum sanctum, eugenol (164,21 g/mol), é
um antisséptico natural obtendo uma concentragdo inibitéria minima entre 85 mg/L e 256
mg/L. Em vista de sua eficacia, o eugenol foi considerado uma molécula potencialmente
adequada a ser avaliada clinicamente em resposta a isolados resistentes emergentes de
N.gonorrhoeae. (77).

No Canada, Ruddock e colaboradores (78) avaliaram a atividade antimicrobiana de
19 produtos naturais derivados do alho e mais cinco extratos aquosos em diferentes tempos
de extracdo contra a cepa WHO V de N.gonorrhoeae. Foi utilizada a metodologia de
microdilui¢do nas concentracdes entre 0,1 ¢ 100 mg/mL e avaliou-se a concentragdo de
alicina (alil-2-propenotiosulfinato), constituinte primario associado a atividade
antimicrobiana. A CIM foi determinada por leitura de densidade Optica na absor¢ao de 595
nm. O melhor extrato avaliado apresentou CIM de 0,1 mg/mL, todavia o estudo adverte
que ha divergéncia do nivel de alicina entre os produtos naturais. Além disso, no estudo,
por tratar-se de extratos, a comparagdo com outros estudos referentes a produtos derivados
do alho foi dificultada e os autores sugerem que o nivel de alicina interfere na atividade
antimicrobiana. Diferente do estudo de Shokeen (25) ,ndo houve critérios de nivel de
resisténcia e somente foi avaliada a inibicdo completa de crescimento, isso deve-se as
metodologias utilizadas nos estudos e a forma de avaliagdo através dos controles. Na

metodologia de disco difusdo ha a possibilidade de avaliar na mesma placa de petri
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diferentes compostos simultaneamente, e também ha disponivel no mercado discos em
concentragdes padronizadas de antimicrobianos utilizados atualmente. Ja na metodologia de
microdilui¢do, a quantidade de crescimento nos pogos ou tubos contendo o antimicrobiano
deve ser comparada com a quantidade de crescimento nos pogos ou tubos de controle de
crescimento (sem antimicrobiano) usada em cada conjunto de testes ao determinar os
pontos finais de crescimento (79). E uma técnica sensivel, de alto rendimento, na qual
possibilita a analise de pequenas amostras sendo esta uma das principais vantagens da sua
utilizacdo quando se refere a amostras vegetais (80). Mesmo que existam alguns
inconvenientes, tais como precipitacdo de compostos presentes em alguns extratos ¢ a
coloracdo do extrato em concentracdo alta que poderdo interferir na analise, essa técnica ¢ a
mais adequada (80).

No mesmo ano de 2005, o mesmo grupo de pesquisadores da Universidade de
Ottawa avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do peptideo sintético HE2a, baseado
da sequéncia terminal C da proteina HE2a (81). Essa proteina ¢é expressa
predominantemente no trato reprodutor masculino, sitio primdrio da infeccdo de
N.gonorrhoeae. Utilizou-se a metodologia de tempo e dose dependente com 6 cepas de
N.gonorrhoeae nas concentragdes de 100 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L e 12,5 mg/L e tempo de
incubacdo de 5, 10, 15, 30 ¢ 60 minutos. Apds cada tempo de incubacdo, a referente
concentracdo foi plaqueada, utilizando uma aliquota, em placa de agar e incubou-se
novamente por mais 24 horas e apos realizada a contagem de colonias. A CIM foi entre 25
e 100 g/L e em 12,5 mg/L ndo houve atividade. Apesar do nosso estudo ndo apresentar
dados sobre o tempo e dose dependente, a CIM desse composto isolado estd comparavel
com o composto AP12 que obteve CIM entre 20 e 100mg/L.

Outro estudo de Ruddock e colaboradores (82), avaliou a atividade antimicrobiana
de flavanoides derivados de extratos de 19 plantas da Coldmbia, dos quais sdo utilizados na
cultura local para infec¢do cutanea. A metodologia foi por disco difusdo e 71% dos extratos
apresentaram atividade antimicrobiana, em particular o extrato de Piper lanceaefolium em
que apdés a comprovagdo a atividade do seu extrato, foram isolados compostos: 5,7-
dihidroxiflavanona (pinocembrina) e 2'-4'-6'-trihidroxicalcona (calconapinocembrina).
Pinocembrina e calconapinocembriana apresentaram 100% de inibicdo de crescimento na
concentragdo de 64 mg/L e 128 mg/L respectivamente. Esse estudo evidencia que a
diversidade de metabolitos secundarios achados nas plantas naturais representa uma fonte
alternativa de recursos de potencial antimicrobiano, assim como na caso do composto AP1

¢ derivados.
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Jacobsson e colaboradores (22), investigaram as atividades in vitro das novas
moditromicina dos bicicletélidos (EDP-420, EP-013420, S-013420) ¢ EDP-322 contra as
cepas de N.gonorrhoeae e comparadas com antimicrobianos recomendados para o
tratamento da gonorreia utilizando a metodologia de agar dilui¢do e Etest. A faixa de CIM
de moditromicina e EDP-322 foram 0,004 - 256 mg/L e 0,008-16 mg/L, respectivamente.
As atividades de moditromicina e EDP-322 foram principalmente superiores as da AZT e
de antimicrobianos adicionais investigados, porém também foi observado uma resisténcia
cruzada com cepas resistentes a AZT.

Recentemente foi demonstrado que a solitromicina, primeiro fluorocetolideo, possui
atividade bactericida contra cepas resistentes de N.gonorrhoeae, incluindo outros
microorganismos (Staphylococcus Aureus, Listeria Monocytogenes e Legionella
Pneumophila) (83), devido ao alto acimulo intracelular, e esta bem distribuida nos tecidos
extracelulares. Também ¢ bem absorvida por VO, com altos niveis plasmaticos e
distribuigdo tecidual, possui longo efeito pos-antimicrobiano e propriedades anti-
inflamatorias e parece segura e bem tolerada em altas doses (dose unica de 1,6 g) (84).
Além disso, possui melhor atividade e estabilidade em meio acido em comparacdo com a
AZT (48). No estudo de Fase II, Hook e colaboradores (49) comprovou que a solitromicina
VO em dose unica, em doses de 1000 mg e 1200 mg, foi 100% eficaz no tratamento da
gonorreia comprovada por cultura nos locais genital, oral e retal da infeccdo e foi
considerado um novo agente promissor para o tratamento da gonorreia. Porém no estudo de
Fase III, onde ha um niimero maior de participantes (n=261), a solitromicina em dose unica
de 1000 mg ndo foi uma alternativa adequada a CRO mais AZT como tratamento de
primeira linha para gonorreia. Isso deve-se a um maior percentual de pacientes que
relataram efeitos adversos gastrointestinais e taxas de cura inferiores ao tratamento atual. A
possivel causa relatada ¢ que a duracdo insuficiente da exposi¢do a solitromicina no local
da infeccdo em um subconjunto de individuos foi o motivo das falhas no tratamento, o qual
pode ser tratado adequadamente com o ajuste da dose. No entanto, quaisquer outros ensaios
com doses mais longas precisam considerar o risco potencial de efeitos gastrointestinais e
elevagdo das enzimas hepaticas (51).

Em resposta a esse trabalho, Fernandes e Craft (85) fizeram algumas consideracdes
em relagdo a metodologia do estudo. Primeiro é em relagdo a comparagdo entre um
monoterapia de dose tnica com um novo macrolideo, solitromicina, com a combinagdo de
duas drogas o qual um deles também é um macrolideo. Outro ponto ¢ a populacdo de

estudo o qual o maioria eram HSH (94%) onde nao foi realizada o controle dos parceiros,
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isso fornece margem para ndo ter certezas de foram falhas de tratamento ou reinfecgao.
Além disso, 11 (8%) dos pacientes do grupo da solitromicina vivem com HIV e esse
medicamento ¢ metabolizada pela CYP3A4, enzima que também ¢ induzida pelo ritonavir.
Com isso, a possibilidade da interferéncia em relagdo a biodisponibilidade ¢ maior. A AZT
também € metabolizada pela mesma enzima, porém ha a CRO que garante a protegdo
contra a infec¢do gonococica (85).

O Zolifladacino ¢ um medicamento bactericida com baixa frequéncia de resisténcia
e potente atividade antibacteriana contra N.gonorrhoeae, incluindo cepas multirresistentes
(CIM variando de <0,002 a 0,25 mg/L) (27), que no estudo de Fase Clinica II obteve 97%
de sucesso no tratamento em infecgdes urogenital, mas infec¢des na faringe ndo esta
estabelecido (86). Solitromicina obteve 100% de taxa de cura na fase clinica II (cultura
negativa — Urogenital, orofaringe e reto) (49). Foerster e colaboradores (87) afirmaram que
o zoliflodacino sozinho ou em combinacdo com antimicrobianos terapéuticos para
infecgOes sexualmente transmissiveis, mata rapidamente os gonococos. O zoliflodacino
permanece promissor para a monoterapia oral para gonorreia e como parte da terapia
antimicrobiana dupla com baixo potencial de emergéncia de resisténcia. Um estudo de Fase
III para avaliar a eficdcia e a seguranca do zoliflodacino no tratamento da gonorreia nao

complicada foi realizado em 2019.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

. Dos 68 compostos naturais, 41 (60,29%) inibiram o crescimento bacteriano em mais
de 70 %, entre eles, os compostos derivados da alga D. menziessi AP1, AP10, AP12 e
AP16, com inibicdo de crescimento bacteriano de 91,1%, 85,5%, 98,8% e 86,5%
respectivamente.

o O composto natural AP12 apresentou a CIM de 100 mg/L para todas as cepas de
referéncia de N.gonorrhoeae utilizadas.

. O composto sintético RR103 apresentou taxa variavel de morte bacteriana frente as
cepas de N.gonorrhoeae. Na concentragdo de 100 mg/L o composto obteve taxa de morte
bacteriana de 14,4 % em contato com a cepa WHO X e de 76,1 % em contato com a cepa
WHO M. Ja na concentragdo de 20 mg/L, o composto ndo apresentou atividade
antimicrobiana nas cepas WHO K, WHO X e WHO W, obtendo leituras de intensidade de
fluorescéncia semelhantes com o controle negativo. A cepa WHO N apresentou a menor
viabilidade na concentracdo de 20 mg/L, sendo de 27 %.

. A utilizagdo do painel de 15 cepas de referéncia de N.gonorrhoeae permitiu a
observagdo do comportamento de cada uma delas. Algumas cepas mais sensiveis as
variagdes intra-ensaios apresentaram pouco crescimento no caldo GW (WHO O e WHO
U).

. A tendéncia linear permitiu estipular a viabilidade bacteriana da cepa WHO F de
N.gonorrhoeae em relagdo a cada composto e concentracdes ndo realizadas, sugerindo que
o composto AP12 ¢ capaz de inibir a viabilidade bacteriana em 100% na concentragdo de
64 mg/L e de 94,8 % na concentracdo de 32 mg/L.

. O composto natural AP12 mostrou-se ser um potencial candidato para futuros
estudos de desenvolvimento de novos medicamentos, por demonstrar sua atividade sem
depender dos diferentes mecanismos de resisténcia expressos pelas diferentes cepas
testadas, além de possuir caracteristicas quimicas que possibilitam a ser um composto por

via oral, favorecendo o seu acesso e uso para a populacao.
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APENDICE A: Informagdes dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento

de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, apoés incubacao a 35+1

°C em atmosfera umida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e
mais 1 horas de incuba¢ido em contato com a resazurina.

(continua)
Cédigo PM (g Massa DMSO (uL) % % % Média Desvio
mol™) (mg) para Cresc. 1* Cresc. 2* Cresc. 3* padrio

estoque de  Leitura Leitura Leitura

10mg/mL

SRL101 358,41 2,24 224 32,9 9,5 20,4 23,9 9,6
SRL102 378,83 2,5 250 39,3 35,1 44,4 39,5 3,8
SRL103 362,38 2,19 219 29,5 43,6 17,5 30,0 10,7
SRL104 389,38 2,29 229 22,8 16,7 38,6 25,2 9,2
SRL105 282,32 3,4 340 7 5,9 5,5 6,4 0,6
SRL106 388,84 2,44 244 90,5 102,1 82,4 91,4 8,1
SRL107 408,86 2,33 233 96 100,2 71,8 91,0 12,5
SRL108 3924 3,12 312 12,3 10,7 6,7 10,5 2,4
SRL109 3724 2,59 259 12,9 48,9 40,9 28,9 15,4
SRL110 403,37 2,52 252 24 11,8 12,5 18,1 5,6
SRL111 376,36 1,99 199 42 35,1 37,7 39,2 2,8
SRL112 392,81 2,8 280 37,8 51 30,9 39,4 8,3
SRL113 32838 2,09 209 54,6 101,6 48,6 64,9 23,7
SRL114 359,37 3,17 317 99,9 102,5 85 96,8 7,7
SRL117 4194 1,91 191 113,1 102,4 46,5 93,8 29,2
SRL118 373,38 2,03 203 41 105,6 19,4 51,8 36,6
SRL119 404,35 1,14 114 50,7 110,3 46,3 64,5 29,2
SRL120 377,35 1,4 140 68,2 107,6 48 73,0 24,7
SRL121  393,8 1,05 105 71,5 103,1 53,3 74,9 20,6
RR101 175,06 3,29 329 71,8 93,4 44,5 70,4 20,0
RR102 205,07 236 236 39,5 87,3 30,5 49,2 24.9
RR103 230,22 3,76 376 17,1 9,2 2,2 11,4 6,1
RR104 251,18 234 234 91,3 99,5 18,3 75,1 36,5
RR106 189,17 1,38 138 88,3 102,4 31,4 77,6 30,7
RR108 281,31 244 244 73 108,3 47,6 75,5 24,9
RR109 311,33 2,67 267 82,5 108,2 13 71,6 40,2
RR111 296,28 2,3 230 71,6 95,1 58,5 74,2 15,1
RR112 193,17 224 224 72,4 92,6 15 63,1 32,9
RR113 269,27 2,05 205 86,5 92,9 10,5 69,1 37,4
RR114 23524 6,77 677 67,9 87,8 5,5 57,3 35,1
RR115 219,19 2,08 208 57,2 84 48,3 61,7 15,2
RR116A 50547 244 244 79,7 102,7 44,4 76,6 24,0
RR116B 337,32 2,76 276 86 91,6 22,7 71,6 31,2
RR117A 54948 2,26 226 79,6 87,3 17,7 66,1 31,2
RR117B 381,33 2,29 229 78,1 89,9 27,8 68,5 26,9
RR118 295,29 1,36 136 74,3 98,9 9,4 64,2 37,8
RR119 337,32 1,1 110 87,4 95,3 5,1 68,8 40,8

RR120 2783 2,62 262 71,6 73,7 72,7 72,0 0,5
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APENDICE A: Informacdes dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, , apés incubacgio a 35+1
°C em atmosfera umida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e

mais 1 horas de incuba¢ido em contato com a resazurina.

(continua)
Cédigo PM (g Massa DMSO (nL) % % % Média Desvio
mol™) (mg) paraestoque Cresc.1® Cresc.2* Cresc.3” padrio

de 10mg/mL  Leitura  Leitura  Leitura
RR121 336,38 1,1 110 104,9 78,7 72,2 94,0 16,4
RR122 279,29 2,07 207 90,6 57,3 51,3 77,5 19,7
RR123 280,27 2,34 234 78 45,5 45,5 67,2 16,3
RR124 313,73 2,19 219 76,6 39,8 42,8 65,3 16,9
RR125 221,25 2,06 206 92,8 57,7 60,3 82,0 16,3
AL61 286,29 2,3 230 73 28,9 80,4 63,8 22,7
Al62 347,37 2,12 212 96,8 150,1 100,1 111,0 24.4
LM10 36238 245 245 94,1 93,8 99,7 95,4 2,7
LM13 362,38 232 232 95,8 134 99,5 106,3 17,2
LM14 33236 2,25 225 97 141,6 100 108,9 20,4
LM20 346,38 244 244 99,9 135,9 102,1 109,5 16,5
LM21 37444 2,19 219 94 98,2 102,8 97,3 3,6
LM22 36238 2,66 266 103,5 115,9 103,3 106,6 5,9
LM23 392,41 2,2 220 98,8 96,2 108,1 100,5 5,1
LM24 376,41 2,36 236 98,2 106,9 102,4 101,4 3,6
LM25 360,41 2,61 261 95,3 86,3 96,9 93,5 4,7
LM26 41635 236 236 93,2 1444 100,2 107,8 22,7
LM31 377,35 2,33 233 90,4 147,7 97,5 106,5 25,5
LM32 350,35 2,29 229 99,6 108,5 96,8 101,1 5,0
LM35 37542 2,26 226 103,1 108,6 99,1 103,5 3,9
LM36 412,44 2,1 210 104,8 128,4 108,6 111,7 10,3
LM37 402,49 2,52 252 99,1 108,1 103,6 102,5 3,7
LM47 616,57 2,02 202 96,6 96,1 94,5 96,0 0,9
LM59 316,31 2,34 234 64,3 48,5 71,3 62,1 9,5
LM60 392,41 2,1 210 100,9 100,9 98,1 100,2 1,3
LM61 392,41 2,16 216 100,6 105,9 97,6 101,2 3,4
LM62 362,38 2,14 214 104 54,9 58,5 87,6 24,6
LMe63 37641 2,02 202 101,8 113 110,8 106,9 4,8
LM64 404,46 2,2 220 97,9 76,3 96,7 92,2 9,9
LM65 392,41 2,2 220 102,6 92,7 95,7 98,4 4,1
LM66 42243 2,17 217 104,2 75,3 95,5 94,8 12,1
LM69 40643 2,19 219 100,9 94,5 98,3 98,7 2,6
LM70 390,44 2,16 216 106,6 107,7 99,1 105,0 3,8
LM71 446,39 2,37 237 106,4 105,7 100,1 104,7 2,8
LM72 407,38 2,2 220 107 119,5 102,7 109,1 7,1
LM73 380,37 2,6 260 101,5 107,6 104,7 103,8 2,5
LM74 44247 2,05 205 103,3 104,2 101,3 103,0 1,2
LM75 43251 2,21 221 96,2 106,4 96,8 98,9 4,7
LM79 3774 1,08 108 98,3 71 91,3 89,7 11,6
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APENDICE A: Informacdes dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, , apés incubacgio a 35+1
°C em atmosfera umida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e
mais 1 horas de incuba¢iao em contato com a resazurina.

(continua)

Coédigo PM (g Massa DMSO (uL) % % % Média Desvio
mol™) (mg) paraestoque Cresc.1* Cresc.2* Cresc. 3* padrio

de 10mg/mL  Leitura  Leitura Leitura

LM80 40545 2,19 219 100,8 74,5 97,4 93,4 11,7
LM81  646,6 2,29 229 101,5 85 88,9 94,2 7,0
LM203 256,26 1,05 105 73,6 78,5 94,7 80,1 9,0
LM204 332,36 0,5 50 84,3 116,3 97,2 95,5 13,1
LM205 332,36 2 200 83,3 81,1 99,6 86,8 8,3
LM206 302,33 1,5 150 94,6 103,9 98,1 97,8 3,8
LM207 316,36 2,28 228 79,8 105,9 96,6 90,5 10,8
LM208 344,41 2,15 215 102,8 100,5 97,4 100,9 2,2
LM209 33236 2,23 223 97,5 100,1 99,1 99,6 0,5
LM210 362,38 2,4 240 65,1 61,2 61,2 61,2 0,0
LM215 300,27 1,52 152 74,4 80,2 109,7 84,7 15,5
LM216 376,37 2,12 212 97,4 79,5 105,6 95,0 10,9
LM217 376,37 1,27 127 95,1 83,8 98,4 93,1 6,3
LM218 430,34 2,22 222 97 87,4 98 94,9 4,8
LM219 391,34 0,4 40 96,4 67 93,6 88,4 13,2
LM220 346,38 2,08 208 102,3 67,3 92,8 91,2 14,8
LM221 330,38 2,01 201 94,3 86,1 94,1 92,2 3,8
LM222 386,33 2,22 222 106,7 90,9 95,1 99,9 6,7
LM223 34733 232 232 101,9 108,4 106,4 104,7 2,7
LM224 320,32 2,5 250 99,5 100,5 105,7 101,3 2,7
LM225 372,46 2,21 221 99,2 87,1 99,3 96,2 5,7
LM232 38241 2,28 228 97,1 96,3 100 97,6 1,6
LM233 3454 2,5 250 93,9 87,6 95,8 92,8 3,5
LM234 586,55 1,5 150 103,8 81,9 88,9 94,6 9,1
LM235 317,34 0,6 60 106,2 91,4 90,3 98,5 7,2
LM241 346,34 2,26 226 104,1 105,6 96,7 102,6 3,9
LM242 360,37 2,09 209 98,9 102,7 97,2 99,4 2,3
LM243 38842 2,16 216 97,4 96,2 93,7 96,2 1,5
LM244 376,37 2,01 201 64,8 92 90,8 78,1 12,5
LM245 406,39 1,42 142 102,4 88,9 87,5 95,3 6,7
LM246 390,39 233 233 104,1 92,8 87,3 97,1 7,0
LM247 374,39 1,03 103 106,8 93,6 89,7 106,8 0,0
LM248 416,47 2,26 226 63 1354 110,8 93,1 30,1
LM249 426,42 0,96 96 41,8 136,3 106,9 81,7 39,5
LM251 364,33 2,08 208 52,9 147,6 102,2 88,9 38,7
LM252 389,41 1,89 189 125,5 1443 97,7 1233 19,1
LM253 361,36 1,23 123 85 156,1 101,9 107,0 30,3
LM254 630,56 1,93 193 84,4 142 98,2 102,3 24,6
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APENDICE A: Informacdes dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, , apés incubacio a 35+1
°C em atmosfera umida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e

mais 1 horas de incuba¢ido em contato com a resazurina.

(conclusao)

Cédigo PM (g Massa DMSO (uL) % % % Média Desvio
mol ™) (mg) paraestoque Cresc.1* Cresc.2” Cresc.3? padrio

de 10mg/mL.  Leitura  Leitura Leitura

LD68B 462,41 2,24 224 58,4 126,1 102,4 86,3 28,0
LD27B 4184 2,05 205 11,8 99,4 104,8 57,0 42,6
LD25B 4344 2,03 203 12,6 103,9 107,5 59,2 43,9
LM26B 478,17 2,26 226 8,9 90,7 99,4 52,0 40,8




73

APENDICE B: Informagdes dos compostos naturais e porcentagem de crescimento de
cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, apés incubacio a 351 °C
em atmosfera umida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e mais
1 horas de incubacio em contato com a resazurina.

(continua)
Cédigo PM (g Massa DMSO % % % Média Desvio
mol")  (mg) (pL) para Cresc. Cresc. Cresc. padrio
estoque de 1* 2? 3*
10mg/mL  Leitura Leitura Leitura
DI1 - 15,8 1580 94,6 109,1 94,9 98,3 6,8
DP7 - 5,44 544 0,7 58,4 0,5 15,1 27,2
DP8 - 3,95 395 0,6 29,5 0,4 7,8 13,7
DP9 - 8,69 869 52 11,5 1,5 59 4,1
D1 - 7,88 788 4,8 6,6 0,2 4,1 2,7
D2 - 12,5 1250 15,1 49 61,9 35,3 19,7
D3 - 8,3 830 3,5 49,2 24,7 20,2 18,7
D4 - 4,39 439 7,1 42,1 59,8 29,0 21,9
D5 - 2,56 256 22,9 57,3 71,8 43,7 20,5
DD1 - 7,2 720 28 107,6 95,6 64,8 35,0
DD2 - 4,23 423 63,1 67,9 5,3 49,9 28,4
DD3 - 4,89 489 13,9 36,2 30,6 13,9 0,0
DD4 - 4,61 461 89,1 52,2 101,4 83,0 20,9
DD5 - 5,6 560 83,3 59,2 99,4 81,3 16,5
GE1 252,14 421 421 -0,2 -0,3 0 -0,2 0,1
GE2 208,11 5,9 590 -0,5 -0,3 -0,3 -0,4 0,1
JA1 426,6 2,58 258 0,1 0 -0,3 0,0 0,2
LCT3 443,95 1,5 150 91,2 77,4 96,3 89,0 8,0
LICA - 24,9 2490 0 1 0,4 0,4 0,4
DJ1 - 7,44 744 0,5 2,7 3.9 1,9 1,4
DJ2 - 17,01 1701 44,1 23 76,1 46,8 21,8
DJ3 - 10,97 1097 61,6 39 81,4 60,9 17,3
DJ4 - 11,82 1182 51,3 39,7 61,7 51,0 9,0
DJ5 - 8,04 804 60,4 37,8 75,4 58,5 15,5
DJo - 8,21 821 43,8 27,6 64,4 44,9 15,1
DJ7 - 5,46 546 59,4 24,2 67,2 52,6 18,7
DJ8 - 5,96 596 28,5 12,2 32,3 25,4 8,7
DJ9 - 7,37 737 68,1 453 71,5 63,3 11,6
DJ10 - 5,21 521 70,8 42 84,9 67,1 17,9
DP1 - 18,46 1846 33,9 19 43,6 32,6 10,1
DP2/4 - 8,41 841 27,9 14,7 62,1 33,2 20,0
DP3 - 9,52 952 -0,2 0,8 0,5 0,2 0,4
DP5S - 5,02 502 2 2,6 1,6 2,1 0,4
DP6 - 4,16 416 04 0,6 0,8 0,6 0,2
AP1 411,29 42 420 52 0 25 8,9 10,8
AP2 41237 2,8 280 98,54 95,24 96,16 97,1 1,4
AP10 658,42 2,5 250 11,66 19,1 15,65 14,5 3,0
AP12 42829 2,6 260 1,67 1,6 0 1,2 0,8
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APENDICE B: Informacdes dos compostos naturais e porcentagem de crescimento de
cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, apo6s incubacio a 35+1 °C
em atmosfera imida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e mais
1 horas de incubacio em contato com a resazurina.

(conclusao)
Cédigo PM (g Massa DMSO % % % Média Desvio
mol’) (mg) (uL)para Cresc. Cresc. Cresc. padrio
estoque de 1? 2° 3
10mg/mL. Leitura Leitura Leitura
AP16 4244 2,8 280 18,08 16,97 1,03 13,5 7,8
AP18 196,1 2,5 250 97,52 95,77 59,54 87,6 17,5
AP24 456,28 2,5 250 58,22 69,37 17,31 50,8 22,4
AP27 - 19 1900 7,4 1,4 20,8 9,3 8,1
AP39 - 8,2 820 4,5 0 20 7,3 8,6
AP47 - 18,1 1810 1 -0,4 4,6 1,6 2,1
ADMPP - 9,1 910 2,3 0 8,8 3,4 3,7
ADMPP3 - 7,3 730 2,3 -0,3 43,7 12,0 20,2
ADMPP4 - 4,1 410 -0,3 -0,5 6,2 1,3 3,1
ADMPP5 - 4,6 460 -0,4 -0,4 -0,2 -0,4 0,1
ADMPP6 - 53 530 -0,5 -0,1 0,1 -0,3 0,2
ADMPP7 - 10,5 1050 -0,1 -0,7 3 0,5 1,6
A4 - 3,8 380 0,4 0,1 0,5 0,4 0,2
A6 - 2,4 240 0 -0,5 0,1 -0,1 0,3
A7-12 - 11,1 1110 22,4 44,5 82,8 43,0 25,0
Al6 - 7,2 720 38,4 90 84,2 62,8 23,1
Al17 - 53 530 68,8 83,1 63,2 71,0 8,4
M3 - 2 200 0,3 -0,2 0,1 0,1 0,2
F11 397,98 2 200 9,6 3,5 100,5 30,8 44,4
AAM - 4,9 490 92,2 58,5 95,5 84,6 16,7
ADA - 15,7 1570 2,5 0,4 18,2 5,9 7,9
APD - 8,6 860 31,9 17,3 22,7 26,0 6,0
ADMHM - 11,7 1170 0,8 -0,2 14,4 4,0 6,7
ADMIE - 4 400 0,8 1,6 0,5 0,9 0,5
LCT1 427,95 7,9 790 1,6 0,5 0,2 1,0 0,6
LCT2 443,95 4,5 450 6,2 0,4 1 3,5 2,6
LDAC7  414,6 7,8 780 1,5 10,7 0,8 3,6 4,5
LDT2 413,97 2 200 1,6 35,3 4,7 10,8 15,2

AC2 304,24 4,62 462 2,6 21,8 3,1 7,5 8,9
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APENDICE C - Grifico da porcentagem de crescimento referente a cada cepa de
N.gonorrhoeae
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WHO K
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WHO V
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Caracteristicas
p-Lactamase
Penicilina G (0,032 — >32)*
Ampicilina (0,032 - >256)"
Temocilina (0,064 — 32)*
Cefuroxima(0,032- 16)*
Cefixima (<0,016 — 4)"
Ceftriaxona (<0.002 — 2)*
Ertapenem (0,004 — 0,125)*
Eritromicina (0,5 — >256)"
Azitromicina (0,125 — >256)*
Ciprofloxacino(0,004 — >32 *
Gemifloxacino (0,004 — 16)*
Moxifloxacino (0,004 — 16)*
Espectinomicina (8 — >1024)"
Gentamicina (4 — 8)*
Tetraciclina (0,25 — 32)*
Rifampicina(0,125 — >32)*
Sulfametoxazol (16 — >1024)"
Solitromicina (0,064 — 32)*
Zoliflodacino (0,032 - 0,125)*

ANEXO A - Perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas de referéncia WHO de N.gonorrhoeae (n=14)

WHO F
S (0,032)
0,032
0,064
0.064
S (<0,016)
S (<0,002)
0,004
0,5
S (0,125)
S (0,004)
0,004
0,004
S (16)

4
S (0,25)
0,125
64
0,064
0,032

WHO G
1(0,5)
0,25
1
0,5
S (<0,016)
S (0,008)
0,008
1
S (0,25)
BNR(0,125)
0,125
0,064
S (16)

4
32
0,5
512
0,064
0,064

Fonte: Adaptado de Unemo et al., 2016
Legenda: S, sensivel; I, resisténcia intermediaria; R, resistente; BNR, baixo nivel de resisténcia; ANR, alto nivel de resisténcia.

“Fenotipo de resisténcia baseado na CIM (mg/L).

WHO K
2
2
16
16
BNR (0,25)
S (0,064)
0,125
1
S (0,25)
ANR (>32)
16
8
S (16)

4
R(2)
0,5
128
0,064
0,064

WHO L

= U Y

S (0,125)
BNR (0,25)
0,032
2
1(0,5)
ANR (>32)
8
16
S (16)

4
R(2)
0,5
16
0,125
0,064

WHO M

0,5
S (<0,016)
S (0,016)
0,016
1
S (0,25)
R (2)
0,5
1
S (16)
4
R (2)
>32
128
0,064
0,064

0,25
S (<0,016)
S (0,004)
0,008
0,5
S (0,25)
R (4)
1
1
S (16)
4
16
>32
256
0,064
0,125

WHO O
Pos
>32
24

4
1
S (0,016)
S (0,032)
0,032
1
S (0,25)
S (0,008)
0,008
0,016
ANR (>1024)
4
R(2)
0,25
128
0,125
0,064

WHO P
1(0.25)
0,064
1
0,125
S (<0,016)
S (0,004)
0,008
4
R 4)
S (0,004)
0,016
0,032
S(8)

4
1(1)
>32
64
0,5
0,125

WHO U
1(0,125)
0,125
0,5
0,032
S (<0,016)
S (0,004)
0,004
>256
R4
S (0,004)
0,008
0,008
S(®)

4
1(1)
0,25
32
0,25
0,064

WHO V
Pos
>32
>256

4
1
S (<0,016)
S (0,064)
0,0125
>256
ANR (>256)
ANR (>32)
4
8
S (16)

R#)
0,5
>1024
32
0,064

WHO W

®© N

8
BNR (0,25)
S (0,064)
0,064
2
1(0,5)
ANR (>32)
16
8
S (16)

R4
0,25
64
0,064
0,064

WHO X
4
2
32
8
ANR (4)
ANR (2)
0,064
2
1(0,5)
ANR (>32)
16
8
S (16)

R Q)
0,5
128

0,064

0,064

WHO Y

(1)
0,5
8
8
ANR (2)
ANR (1)
0,008
2
R (1)
ANR (>32)
2
4
S (16)

R#)
0,5
64

0,125

0,064

80

WHO Z

CoI S N

8
HRL(2)
BNR (0,5)
0,032
4
R (1)
ANR (>32)
8
8
S (16)

R(4)
0,5
128

0,125

0,064



