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RESUMO

FERREIRA, Gleison Gongalves. Agao antimicrobiana e sinérgica das cascas de
Geissospermum laeve (Vell.) Miers. 2024. 110p. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Para. 2025.

A resisténcia bacteriana € um fendmeno global que vem gerando inumeros estudos
com o objetivo de reverter o quadro alarmante, que pode levar a uma epidemia
mundial. Estudos tém demonstrado que o extrato e as fragbes de Geissospermum
laeve havendo uma caréncia de estudo sobre a agao de seus alcaloides. O objetivo
deste trabalho foi avaliar se o fracionamento do extrato de G. laeve impacta na
atividade antibacteriana e no efeito sinérgico da associagdo com benzilpenicilina
(BZP) e imipinem (IMP). O p6 das cascas foi submetido a maceragcédo exaustiva,
obtendo-se o extrato (EEGL), sendo obtido a fragdo de alcaloide (FAGL) através da
particido acido: base. A caracterizacdo quimica EEGL e FAGL foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O alcaloide foi obtido por partigao
acido: base, com precipitagdo na basificacdo com hidroxido de aménia, foi entao
submetido a métodos cromatograficos e espectrométricos. A avaliagao
antimicrobiana foi realizada pelo método da microdiluigdo sendo determinada a
concentracéo inibitéria minima (CIM), foram utilizadas cepas das colegbes American
Type Culture Collection (ATCC) de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (sensivel) e
ATCC 43300 (resistente a meticilina), e de Escherichia coli ATCC 25922 (sensivel) e
o isolado clinico IEC 58932 (resistente). O efeito sinérgico foi avaliado pelo método
do tabuleiro de xadrez. Os estudos in silico foram conduzidos nos servidores
ADMETLab 3.0 e SwissADMET, com os alvos recuperados do servidor RCSB PDB e
otimizados no APBS, sendo os resultados visualizados no Discovery Studio e PyMol.
Analises em CLAE-DAD do EEGL e FAGL sugerem a presenca de alcaloides
inddlicos e B-carbolinicos, bem como estudos realizados em RMN-H1 que possuem
sinais sugestivos de alcaloide. Neste estudo foi isolado geissoschizolina (N4) metil
cloro (GN4MC), foi confirmado por espectrometria de massa e RMN, com sinais
caracteristicos de hidrogénios e carbonos consistentes com a literatura. A analise
por IR-TF corroborou a presenga de grupos funcionais que estdo presentes em
alcaloides. Para as cepas de S. auerus a FAGL foi mais ativa que o EEGL, onde
para a cepa sensivel os CIMs obtidos foram de 50 pg/mL e 200 pg/mL,
respectivamente e para a resistente 100 uyg/mL e 200 pg/mL, o GN4MC néao
demonstrou atividade. Para E. coli nao houve atividade nas concentracdes testadas.
Apenas FAGL apresentou efeito sinérgico de potenciacédo quando associada BZP,
para S. aureus, e ao IMP, para E. coli. Estudos in silico sugerem os alcaloides
geissoschizina e geissoschizolina (N4) Oxido destacam-se como candidatos
promissores para o desenvolvimento de um novo antimicrobiano, por serem mais
seletivos e menos toxicos. Em sintese, a atividade antimicrobiana de G. laeve esta
relacionada aos alcaloides, distintos de GN4MC, podendo ser a geissoschizina ou
geissoschizolina (N4) oxido. Esses alcaloides podem ser futuros adjuvantes
farmacéuticos revertendo a formagao do biofilme, além de apresentar atividade
antimicrobiana intrinseca.

Palavras-chaves: Geissospermum laeve; Resistencia antimicrobiana; Sinergismo;
Staphylococcus aureus; Geissospermina.



ABSTRACT

FERREIRA, Gleison Gongalves. Antimicrobial and synergistic action of
Geissospermum laeve (Vell.) Miers barks. 2024. 110p. Dissertation (Master’s
degree) — Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Institute of Health
Sciences, Federal University of Para. 2025.

Bacterial resistance is a global phenomenon that has led to numerous studies aimed
at reversing this alarming trend, which could potentially lead to a worldwide epidemic.
Studies have shown that the extract and fractions of Geissospermum laeve have
been investigated, though there is a lack of research on the action of its alkaloids.
The objective of this study was to evaluate whether the fractionation of G. laeve
extract impacts antibacterial activity and the synergistic effect when combined with
Benzylpenicillin (BZP) and Imipenem (IMP). The bark powder was subjected to
exhaustive maceration to obtain the crude extract (EEGL), and the alkaloid fraction
(FAGL) was obtained through acid-base partitioning. The chemical characterization
of EEGL and FAGL was performed using High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC). The alkaloid was obtained via acid-base partitioning, with precipitation upon
basification using ammonium hydroxide, and was then subjected to chromatographic
and spectrometric methods. Antimicrobial evaluation was conducted using the
microdilution method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The
strains used were from the American Type Culture Collection (ATCC):
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (sensitive) and ATCC 43300 (methicillin-
resistant), as well as Escherichia coli ATCC 25922 (sensitive) and the clinical isolate
IEC 58932 (resistant). The synergistic effect was assessed using the checkerboard
method. In silico studies were conducted on the ADMETLab 3.0 and SwissADMET
servers, with targets retrieved from the RCSB PDB server and optimized in APBS.
The results were visualized using Discovery Studio and PyMOL. HPLC-DAD
analyses of EEGL and FAGL suggest the presence of indole and B-carboline
alkaloids, supported by 'H-NMR studies showing signals indicative of alkaloids. In
this study, geissoschizoline N4-methyl chloride (GN4MC) was isolated and confirmed
by mass spectrometry and NMR, with characteristic hydrogen and carbon signals
consistent with the literature. IR spectroscopy corroborated the presence of functional
groups typical of alkaloids. For S. aureus strains, FAGL was more active than EEGL,
with MICs of 50 ug/mL and 200 ug/mL, respectively, for the sensitive strain, and 100
pMg/mL and 200 pg/mL for the resistant strain. GN4MC showed no activity. For E. coli,
no activity was observed at the tested concentrations. Only FAGL exhibited a
potentiating synergistic effect when combined with BZP for S. aureus and with IMP
for E. coli. In silico studies suggest that geissoschizine and geissoschizoline (N4)
oxide stand out as promising candidates for the development of a new antimicrobial
agent due to their higher selectivity and lower toxicity. In summary, the antimicrobial
activity of G. laeve is related to alkaloids other than GN4MC, possibly geissoschizine
or geissoschizoline (N4) oxide. These alkaloids may serve as future pharmaceutical
adjuvants by reversing biofilm formation and exhibiting intrinsic antimicrobial activity.

Keywords: Geissospermum laeve; Antimicrobial Resistance; Synergism;
Staphylococcus aureus; Geissospermine.
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1 INTRODUGAO

O aumento da resisténcia bacteriana € um grave problema de saude publica e
decorre de uma série de fatores, que vao desde o uso indiscriminado de antibioticos
até o descarte inadequado desses agentes no meio ambiente, promovendo uma
pressao seletiva sobre um numero cada vez maior de microrganismos e limitando o
arsenal terapéutico disponivel (Croft; Antoni; Terzulli, 2007; Roca et al., 2015). Em
2019, 1,27 milhdo de mortes foram diretamente causadas por infecgbes por
bactérias multirresistentes, e 4,95 milhdes de obitos estiveram relacionados a
complicacbes decorrentes dessas infecgdes, tornando a resisténcia antimicrobiana
uma das principais causas de morte, superando até mesmo a AIDS e a malaria. Sem
medidas eficazes, estima-se que esse problema podera causar até 10 milhdes de
mortes anuais até 2050 (Croft; Antoni; Terzulli, 2007; Roca et al., 2015; Murray et al.,
2022).

A aquisicdo desses mecanismos de evasio aos farmacos ocorre por meio de
alteragdes genéticas, que podem surgir tanto de forma esponténea, como resposta a
uma pressao sofrida, quanto por processos de transferéncia genética entre
microrganismos. Essas alteragbes podem modificar desde os sitios de agéo até a
producdo de enzimas especificas capazes de degradar o farmaco (Booton et al.,
2021). As bactérias podem ser classificadas em grupos distintos de resisténcia,
organizados com base na falha em responder a um farmaco especifico, a grupos de
farmacos ou a todos os farmacos existentes, sendo necessario buscar alternativas
terapéuticas que possam atuar como novos antimicrobianos e/ou nos mecanismos
de resisténcia (Thabit; Crandon; Nicolau, 2015).

O uso de plantas medicinais para esses fins ndo & novidade, pois 0s usos
tradicionais alimentam uma cadeia de informacbdes que permitem investigar o
potencial de uma determinada espécie para esse propodsito. Dessa forma, plantas
com uso alegado no tratamento de infeccbes ou condigbes sabidamente
bacterianas, como a erisipela, podem oferecer a resposta necessaria ao problema
discutido acima (Cheesman et al., 2017).

Na Amazobnia, as plantas da familia Apocynaceae ganham destaque,

principalmente por seus usos populares no tratamento de agravos infecciosos e
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inflamatdrios (Bhadane et al., 2018). O género Geissospermum se destaca por sua
capacidade de produzir alcaloides, um grupo de metabdlitos que, sabidamente,
atuam sobre a homeostase corporal, podendo promover respostas a estados
alterados de saude mediados por patégenos. Dentro do género, Geissospermum
laeve é uma espécie proeminente, sendo considerada uma das dez plantas
medicinais brasileiras de maior relevancia (Peckolt, 1942 apud Almeida et al., 2009).

A Geissospermum laeve (Vell.) Miers € uma arvore nativa, mas nao endémica
do Brasil, com ampla distribuicdo nos biomas brasileiros. Na regido Norte, é
encontrada nos estados do Para, Amazonas e Amapa. E popularmente conhecida
como pau-pereira, pau-forquilha, camara-do-mato, camara-de-bilro e pau-de-pente
(Reflora, 2023). Entre os usos populares atribuidos a G. laeve, destacam-se suas
propriedades antimalaricas (Mufioz et al., 2000), antipiréticas, estimulantes sexuais,
no tratamento de disturbios do trato gastrointestinal (Tavares, 2008), infecgbes
fungicas e como antisséptico (Fenner et al., 2006), além de ser utilizada para tratar
erisipela, diarreias cronicas, hemorragias e astenia (Almeida et al., 2009). Os
primeiros alcaloides isolados da espécie foram a pereirina (século XIX) e a
flavopereirina (século XX). Com o aprimoramento da técnica de particao acido-base,
foram isolados a geissospermina, a vellosimina, a geissoschizolina, o velosiminol, a
geissosvellina e a geissolasimina (Brandao, 2012).

Branddo (2012) demonstrou que o extrato etandlico obtido das cascas de G.
vellossi possuem atividade bacteriostatica frente a cepas de Staphylococcus aureus.
Saraiva e colaboradores (2012) demonstraram que o extrato etandlico possui
atividade frente a cepas S. aureus oxacilina resistente (ORSA). Partindo entdo, da
compreensdo da existéncia de uma atividade antimicrobiana associada a
Geissospermum laeve este trabalho caracteriza a agdo estremada de um alcaloide
isolado da espécie frente a bactérias, além de seu efeito sinérgico sobre os

antimicrobianos convencionais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Resisténcia a antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo agentes farmacoldgicos que atuam na diminuigdo da
proliferagcdo ou na morte de microrganismos, sendo classificados, de acordo com
sua acgao, como bactericidas ou bacteriostaticos (Abushaheen et al., 2020). Eles
formam um grupo relativamente pequeno de farmacos, divididos em classes,
geracdes e mecanismos de agdo. Entre os antimicrobianos mais comuns estdo as
quinolonas, os macrolideos e os B-lactamicos, sendo estes ultimos os principais
agentes utilizados, tanto em infecgdes adquiridas na comunidade (como as
pneumonias adquiridas na comunidade e tratadas com penicilinas) quanto em
infeccbes nosocomiais (como a sepse, tratada com carbapenémicos; Abushaheen et
al., 2020).

As atuais classes de antimicrobianos disponiveis no mercado estido se
tornando eficazes para um numero cada vez mais limitado de patégenos. Alguns
fatores podem contribuir com a resisténcia, como o uso indiscriminado, a falta de
adesdo ao tratamento, a utilizacido de doses subdtimas ou ao descarte incorreto
desses agentes (Greni; Ancona; Caracciolo, 2018; Sweileh et al., 2021; D’ambrosio
et al., 2022; Gomes, 2022).

Assim, as bactérias sido classificadas em resistentes a multiplos farmacos
(RMF; do inglés multidrug-resistant, MDR), quando o microrganismo € resistente a
pelo menos um farmaco em trés ou mais grupos de antimicrobianos; extensivamente
resistentes (ER; do inglés extensively drug-resistant, XDR), referindo-se aos que séo
resistentes a pelo menos um farmaco em todos os grupos de antimicrobianos; e pan-
resistentes (PR; do inglés pandrug-resistant, PDR), que sdo 0s microrganismos que
nédo respondem a nenhum farmaco em nenhum grupo (Magiorakos et al., 2012).

A resisténcia pode ocorrer por processos associados a fendtipo esperado
resistente e/ou extrinsecos ao patégeno (Tornimbene et al., 2018). O fendtipo
esperado resistente (anteriormente resisténcia intrinseca) sdo aqueles naturais ao
patdgeno, ou seja, caracteristicas genéticas que fazem parte da sua biologia basica

e que nao podem ser transferidas para outras bactérias. Por outro lado, os fenétipos
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de resisténcia adquiridos (ou extrinsecos) resultam de uma complexa rede de
compartilhamento genético, que envolve processos como recombinagéo,
transferéncia horizontal de genes (THG) e mutagdes, permitindo ao patégeno
garantir sua sobrevivéncia e adaptagdo a ambientes hostis (Allen; Stanton, 2014;
Munita; Arias, 2016; Hu; Gao; Zhu, 2017). A resisténcia a antimicrobianos € um
processo pelo qual microrganismos que anteriormente sensiveis a um farmaco ou
grupo de farmacos, passam a nao responder de forma satisfatéria a sua acao,
resultando no aumento da proliferagdo do agente infeccioso e a cronificagdo da
infeccao (Tornimbene et al., 2018).

Dentro do processo de recombinacdo genética encontram-se as mutacdes e
THG. A primeira ocorre em bactérias susceptiveis, enquanto a segunda geralmente
advém de outras bactérias ou de um meio que as estressa, estando relacionada, a
priori, @ obtengdo de um gene de resisténcia (ARG, do inglés Antibiotic Resistance
Gene) por meio de agentes de transferéncia genética, como conjugacao, transducao
e transformacéo (Depardieu et al., 2007; Munita; Arias, 2016; Zhuang et al., 2021).

Os agentes de transferéncia de genes sao entidades semelhantes a virus que
codificam e empacotam uma sequéncia aleatéria de genes que foram liberadas
durante o processo de lise da parede celular. Nesse sentido, nem sempre as
sequéncias obtidas corresponderdo a uma que permita sua traducdo em
componentes proteicos. Embora todo esse processo seja coordenado por
mecanismos de regulagao, a aquisicdo de um gene de resisténcia por meio desse
mecanismo é mais limitada (Figura 1; McDaniel et al., 2010; Arnold; Huang; Hanage,
2022).

A conjugacao se configura como um método direto para a obtencdo de genes
de resisténcia. Para que ela ocorra, € necessario que as bactérias estejam proximas.
Durante o contato superficial entre as células, os anexos bacterianos (adesinas ou
pili) promovem a transferéncia dos ARG de um doador, que possui o fator F — um
DNA capaz de se autorreplicar de maneira independente e de formar um pilus
sexual, para um receptor que nao possui o fator F. Esse pedagco de DNA
extracromossémico recebe o nome de plasmideo, e, dentre os plasmideos, o fator F
€ 0 modelo mais comum (Von Wintersdorff et al., 2016; Virole et al., 2020).

A transdugdo € um processo mediado por agentes virais, os bacteriéfagos, que
s&o capazes de transferir DNA cromossémico e elementos genéticos moveis (EGM),
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0s quais codificam enzimas e proteinas que facilitam a mobilidade intra e
intercelular, de uma bactéria para outra. Como agentes ubiquos, os bacteriéfagos
sdo um dos principais meios de aquisicdo de ARG. A transducédo pode ocorrer de
forma generalizada, em que virtualmente qualquer gene pode ser transportado de
uma bactéria para outra, embora seja um processo pouco eficiente. Por outro lado,
na transdugao especializada, ocorre a transferéncia de um gene especifico entre as
bactérias, sendo esse tipo de transdugcdo mediado por bacteri6fagos lisogénicos
(Yang et al., 2021; Weisberg e Chang, 2023).
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Figura 01 — Esquematizagdo dos eventos de transferéncia de ARG. Fonte: Autor, 2024.

Ja a transformagédo ocorre quando a bactéria capta o DNA livre no meio

ambiente e o internaliza, promovendo sua incorporagdo ao material genético celular.
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Entretanto, nem todas as bactérias sao capazes de realizar esse processo. As que
realizam essa agédo por meio de proteinas de competéncia (Com) sdo conhecidas
como "competentes". Assim, ao ser capturado, o DNA desencadeia um processo de
recombinagao que requer homologia entre 0 DNA doador e o do hospedeiro para ser
bem-sucedido (Wilharm et al., 2010).

Existem alguns elementos que facilitam a aquisicdo de genes de resisténcia,
como os plasmideos, que sao autorreplicaveis e extracromossomais, atuando
principalmente na conjugagédo. Os elementos transponiveis, que por sua vez, sao
aqueles que podem se movimentar ao longo da cadeia de DNA por meio de
transposicao, estando localizados dentro dos plasmideos e permitindo a captura ou
eliminacdo de ARG (Fan et al., 2019). Os integrons, que nao sao moveis, mas
possuem capacidade recombinante, sdo capazes de integrar ou mover informacdes
presentes no cassete génico e, por esse processo, conduzir ARG de uma bactéria
para outra (Bennett, 1999; Carattoli, 2001; Sabbagh et al., 2021).

Nesse contexto, € comum que, quando os agentes antimicrobianos sao
administrados em doses subterapéuticas ou em combinagbes pouco eficazes ou
antagénicas, haja inducdo da produgdo de peptideos antimicrobianos (PAMs) e
alteracbes na parede celular bacteriana, favorecendo, por exemplo, a ativagao de
bombas de efluxo (Assoni et al., 2020; Koutsoumanis et al., 2021). Essa resisténcia
pode ocorrer de forma cruzada, em que o uso de agentes antimicrobianos em doses
subodtimas pode levar a polimorfismos de ganho de fungéo, principalmente na parede
celular. Além disso, a producéo de biofilmes caracteriza-se como um forte indutor de
resisténcia cruzada, uma vez que, como fator de viruléncia, o biofiime dificulta a
destruicdo das colbnias e promove um ambiente controlado de pressio seletiva
(Monteiro et al., 2016; Uruén et al., 2020). A partir desses mecanismos, de forma
individual ou combinada, as bactérias sdo capazes de desenvolver ou adquirir

resisténcia aos antimicrobianos.

2.1.1 ALTERAGCAO DA PROTEINA DE LIGAGAO A PENICILINAS (PBP)

Essas proteinas estdo envolvidas no metabolismo da parede celular

bacteriana, atuando como transpeptidases ou carboxipeptidases. Os motivos que
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codificam a familia de enzimas de reconhecimento de penicilina com serina no sitio
ativo (conhecida pela sigla em inglés PBPs (Penicillin-Binding Proteins) sao as
SXXK, (S/Y)XN e (K/H)S/T)G, sendo a serina presente no motivo SXXK
fundamental para o processo catalitico que leva a formagdo do peptidoglicano
(Zapun; Contreras-Martel; Vernet, 2008; Sauvage et al., 2008; Darby et al., 2023).

Nas transpeptidases, a serina do sitio ativo se liga a uma carbonila D-alanil,
que sofre um ataque nucleofilico por uma amina primaria ligada a residuos terciarios
de outra cadeia peptidica. Essa interacdo é descrita como “doadora-aceptora”’ e
resulta na formagcdo de uma ponte peptidica entre os dois peptideos curtos,
estabelecendo uma ligacdo entre as cadeias de glicano. Por sua vez, nas DD-
carboxipeptidases, o intermediario acil-enzimatico é hidrolisado, resultando na
eliminagdo dos peptideos haste da cadeia denominados “doadores” do
peptidoglicano. Esse mecanismo é fundamental para a formagdo e manutengao
estrutural da parede celular bacteriana, especialmente no que diz respeito a
resisténcia a antibioticos B-lactamicos (Uddin et al., 2021; Urban-Chmiel, 2023).

Os antibidticos B-lactamicos atuam imitando o processo descrito acima, onde o
substrato dipeptideo D-Ala-D-Ala, ligando-se irreversivelmente aos sitios
eletrostaticos negativos das PBPs. Dessa forma, em vez de a serina atacar a
carbonila do substrato no sitio ativo, ela ataca a carbonila do anel B-lactamico,
resultando na abertura do anel e na formagao de um complexo covalente acil-
enzimatico, levando a morte celular (Sulaiman; Roberts; Abdul-Aziz, 2022). No
entanto, o uso em larga escala das penicilinas, muitas vezes de forma irracional,
propiciou o surgimento de cepas resistentes, com alteragdes nas PBPs, que

reduziram sua afinidade pelos B-lactamicos (Sulaiman; Roberts; Abdul-Aziz, 2022).

2.1.2 PRODUCAO DE B-LACTAMASES

As B-lactamases sao enzimas responsaveis pela hidrélise do anel B-lactadmico
presente em uma ampla variedade de antibidticos, incluindo penicilinas e
carbapenémicos. Essas enzimas podem ser classificadas com base em dois
sistemas principais. A primeira, a Classificagcdo de Ambler, organiza as B-lactamases
em quatro classes (A, B, C e D) de acordo com a homologia da sequéncia de

aminoacidos e a estrutura da enzima. A segunda, a Classificagdo de Bush-Jacoby-
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Medeiros, agrupa as B-lactamases em fungao de sua atividade enzimatica, dividindo-
as nos Grupos 1, 2 (subdivididos em subgrupos a-f), 3 e 4, considerando também as
propriedades especificas dos substratos que essas enzimas hidrolisam. Essa
dualidade de classificacao permite uma compreensao mais precisa da diversidade e
das fungbes das B-lactamases, o que facilita o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas contra infecgdes resistentes. (Samaha-Kfoury; Araj, 2003; Bush, 2023).

As B-lactamases da Classe A incluem enzimas de espectro estendido (ESBL,
do inglés Extended-Spectrum Beta-Lactamases), que tém a capacidade de hidrolisar
tanto penicilinas quanto cefalosporinas. No entanto, essas enzimas podem ser
inibidas por compostos como o acido clavulanico. Um exemplo representativo € o
gene TEM, que sofre mutacbes frequentemente transmitidas por plasmideos e é
amplamente encontrado em enterobactérias. Além disso, dentro dessa classe,
destacam-se as carbapenemases, que hidrolisam os carbapenémicos (Samaha-
Kfoury; Araj, 2003; Philippon et al., 2016). Por outro lado, as B-lactamases da Classe
B sdo Metalobeta-lactamases (MBLs), que requerem um ion de zinco (Zn?*) para a
ativagdo de sua atividade enzimatica. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar
todos os antibidticos B-lactamicos, exemplo notavel é a imipenemase, codificada
pelo gene blaive (Pongchaikul; Mongkolsuk, 2023).

Na Classe C, encontram-se as [-lactamases cromossémicas ou plasmidicas,
responsaveis pela resisténcia as cefalosporinas, sendo por isso frequentemente
denominadas AmpC. Essas enzimas sao codificadas por genes como CMY, DHA e
FOX (Philippon et al., 2022). Por outro lado, as B-lactamases da Classe D estao
associadas a resisténcia a oxacilinas e carbapenémicos, sendo codificadas por
genes OXA. Devido a essa caracteristica, sdo também conhecidas como
oxacilinases (Yoon; Jeong, 2021).

2.1.3 ALTERAGCOES NA PERMEABILIDADE DA MEMBRANA CELULAR

A parede celular das bactérias Gram-positivas € predominantemente composta
por peptidoglicano, além de polimeros acidos lineares, como os acidos teicoicos e
teicurénicos, que sdo anibnicos. A presenca de canais transportadores, como as
porinas, também contribui para uma maior permeabilidade dessas bactérias aos

antibiéticos. Contudo, alguns mecanismos podem modificar a permeabilidade da
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parede celular, resultando em uma redugao da entrada de farmacos o que favorece
o desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos (Lambert, 2002; Malanovic;
Lohner, 2016).

Um dos mecanismos de resisténcia envolve a modificacdo dos acidos teicoicos
e lipoteicoicos, moléculas que se ligam a parede celular e possuem carga negativa
devido a presenga de grupos fosfatos. Essa modificagdo diminui a capacidade de
ligacdo dos antibiéticos carregados positivamente, como as polimixinas, dificultando
sua interacdo com a bactéria. Como resultado, a acao do antibidtico é
comprometida, impedindo a sua ligagdo eficaz a parede celular e,
consequentemente, a lise bacteriana. Esse mecanismo tem sido associado a
resisténcia bacteriana as polimixinas (Xia; Kohler; Peschel, 2010; Han et al., 2023).

Outro mecanismo de resisténcia envolve a modificacdo de fosfolipidios, como o
fosfatidilglicerol, fosfatidilserina e fosfatidilcolina, que alteram a carga da parede
celular bacteriana, conferindo resisténcia a antimicrobianos. Os genes cls (do inglés
cardiolipin synthases) sado responsaveis pela biossintese da cardiolipina, um
fosfolipidio essencial nas membranas bacterianas. A indugdo desses genes pode
resultar em alteragdes na composicao dos fosfolipidios da membrana, dificultando a
acao de antibidticos dependentes da interacdo com a carga da célula, como a
daptomicina (Davlieva et al., 2013; Leeten et al., 2024). De maneira geral, os
mecanismos de resisténcia que envolvem alteracbes na permeabilidade da
membrana celular estdo associados a neutralizagdo das cargas da parede
bacteriana, o que diminui ou anula a eficacia de farmacos que dependem dessa

interacdo para exercerem sua agao.

2.1.4 EFLUXO ATIVO DE ANTIBIOTICOS

As bombas de efluxo constituem um grupo de familias transportadoras
responsaveis pela expulsdo de substancias toxicas do interior da célula bacteriana
para o meio extracelular. Elas séo classificadas em diferentes familias com base em
sua estrutura, numero de regides transmembranares, fontes de energia e substratos
transportados. As principais familias incluem a familia de Resisténcia-Nodulagéo-
Divisdo (RND), a Superfamilia de Facilitadores Principais (MFS, do inglés Major
Facilitator Superfamily), a Superfamilia de Cassete de Ligagdo ao ATP (ABC, do
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inglés ATP-binding cassette), a Familia de Pequena Resisténcia a Multiplas Drogas
(SMR, do inglés Small Multidrug Resistance), e a Familia de Extrusdo de Multidrogas
e Compostos Toéxicos (MATE, do inglés Multidrug and Toxic Compound Extrusion)
(Hassan et al., 2015; Thakur; Uniyal; Tiwari, 2021). Esses sistemas desempenham
um papel crucial na resisténcia bacteriana, permitindo a eliminacdo ativa de uma
ampla variedade de farmacos e compostos toxicos, dificultando o tratamento de
infeccoes.

Esses componentes sao expressos de maneira variavel entre diferentes grupos
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A Unica exceg¢ao € o sistema de
efluxo do tipo RND, que é exclusivo de bactérias Gram-negativas. Além disso, o
sistema RND distingue-se das demais bombas de efluxo por sua estrutura tripartida,
composta por trés componentes principais (uma bomba de membrana interna, uma
proteina de fusdo de membrana e uma porina externa), enquanto outros sistemas de
efluxo geralmente possuem apenas um componente (Thakur; Uniyal; Tiwari, 2021).
A regulagado das bombas de efluxo € um processo multifatorial, envolvendo sistemas
de dois componentes, reguladores transcricionais, pequenos RNAs regulatérios e
sinais ambientais. Quando esses sistemas detectam a presenga de antimicrobianos
no ambiente, desencadeiam uma cascata de sinalizacdo complexa que resulta na
ativacdo das bombas de efluxo, promovendo a extrusdo ativa desses farmacos para

o exterior da célula bacteriana (Thakur; Uniyal; Tiwari, 2021).

2.1.5 FORMACAO DE BIOFILME

O biofilme é uma rede complexa e altamente organizada, formada por uma
diversidade de microrganismos patogénicos como estratégia de protecido e
sobrevivéncia. Ele se desenvolve a partir da associacdo e adesdo de
microrganismos a superficies, onde se multiplicam e secretam uma matriz
extracelular. O principal componente estrutural dessa matriz sdo os
exopolissacarideos bacterianos (EPS, do inglés Extracellular Polymeric Substances),
polimeros naturais sintetizados pelas bactérias e compostos por polissacarideos,
proteinas, acidos nucleicos e lipidios. Os EPS frequentemente constituem a maior
fracdo do biofilme, fornecendo suporte mecanico e funcional a estrutura (Zhang;

Bishop, 1994; Sharma et al., 2023). Além disso, o biofilme contém uma significativa
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quantidade de agua, que confere viscosidade a matriz e facilita a difusdo de
nutrientes essenciais para a sobrevivéncia e proliferagdo dos microrganismos que o
compdéem (Sharma et al., 2023)

A formacao do biofilme inicia-se com a adesdao dos microrganismos a uma
superficie, que pode ser organica ou inorganica. Essa adesdo € mediada por
interacodes fisicas e, principalmente, quimicas, como ligagées hidrofébicas e ibnicas.
Em seguida, ocorre a etapa de colonizagéo, caracterizada pela expanséo da colonia
bacteriana por meio da formagédo de microcolénias ou aglomerados celulares. Esse
processo é facilitado pela expressdao de adesinas, como fimbrias ou pili, que
promovem a fixagdo das células a superficie e a coesao entre 0s microrganismos.
Por fim, na etapa de maturagao, ocorre o crescimento bacteriano e a secrecido do
EPS, que formam uma matriz extracelular protetora ao redor do biofilme. Essa matriz
confere resisténcia e estabilidade a estrutura, que se torna funcionalmente
heterogénea devido a diversidade de microrganismos e condigdes microambientais.
Além disso, em certas situagdes, partes do biofiime podem se desprender e migrar
para outras superficies, onde iniciam um novo ciclo de colonizagdo e formagao de
novos biofilmes (Figura 02; Costerton; Stewart; Greenberg, 1999; Sharma et al.,
2023; Datta; Nag; Roy, 2024).
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Figura 02 — Representacao icnografica da formagao do biofilme. Fonte: Autor, 2025.

Em bactérias Gram-positivas, especialmente em Staphylococcus aureus, o
sistema de quorum sensing agr (Accessory Gene Regulator) desempenha um papel
crucial na formagao de biofilmes. Esse sistema regula a expressdo de genes em
resposta ao aumento da densidade populacional da colénia, que é detectado por
meio de moléculas sinalizadoras conhecidas como peptideos autoindutores (AIP, do
inglés Auto-Inducing Peptides). A medida que a concentracdo de AIP aumenta no
ambiente, a regulacdo negativa do sistema agr é interrompida, levando a ativagao da
expressao de genes associados a producao de fatores de viruléncia e a adesao
celular. Esses genes, por sua vez, promovem a formagao de biofilmes e a expressao
de mecanismos que facilitam a colonizagdo e a persisténcia bacteriana (Tan et al.,
2018; Piewngam; Otto, 2020).

O biofilme, além de conferir protecao fisica e dificultar a penetragcao de agentes
sanitizantes e antimicrobianos, facilita a aquisi¢cao de fendtipos esperado resistentes.
Isso ocorre por meio de mecanismos como a THG ou a transformacao, mediada por
acidos nucleicos extracelulares (e.g., eDNA, extracellular DNA) presentes na matriz
de EPS que compdem o biofilme (Flemming et al., 2016; Maddamsetti et al., 2024).
Além disso, as bactérias presentes no biofiime sdo capazes de superexpressar
enzimas antioxidantes, como catalase e superoxido dismutase (SOD), que as
protegem contra espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas EROs sdo geradas
tanto pelas células do sistema imunolégico do hospedeiro quanto por certos
antibioticos, que induzem estresse oxidativo como parte de seu mecanismo de agao
(Pandey; Sahukhal; Elasri, 2019; Seixas et al., 2022).

2.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Os Staphylococcus aureus sao patdogenos Gram-positivos de interesse clinico,
envolvidos em diferentes processos de agravos a saude. Por serem ubiquos, estao
associados a processos de adoecimento que variam de casos ambulatoriais a
hospitalares, fazendo parte da microbiota normal dos mamiferos, habitando

principalmente a pele, fossas nasais e mucosas (Ondusko; Nolt, 2018). Quando
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ocorre a invasao desses microrganismos para o interior do hospedeiro, seja por via
hematogénica ou por contato direto com secregbes de pessoas infectadas, pode
desencadear um processo infeccioso difuso (Pidwill et al., 2021).

Entre os patdégenos prioritarios da Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
encontra-se o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) com resisténcia intermediaria ou total a
Vancomicina, é classificado como prioridade alta para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas (OMS, 2024). A resisténcia aos farmacos p-lactdmicos
envolve principalmente a produgdo de uma enzima chamada B-lactamase e a
modificacdo de proteinas-alvo, além de outros mecanismos que contribuem para a
resisténcia, como a producéao de biofilme (Gherardi, 2023).

A resisténcia a meticilina esta relacionada a producdo da PBP2a, codificada
pelo gene mecA. A PBP2a, que é naturalmente expressa nessa cepa, possui baixa
afinidade pelos antibiéticos B-lactamicos, permitindo que a sintese da parede celular
ocorra mesmo na presenga desses antibidticos (De Lencastre et al., 1994; Lade;
Kim, 2023). O gene mecA é regulado por dois elementos: o gene mecl e a proteina
mecR1. Quando o microrganismo nao esta exposto aos B-lactamicos, o gene mecl
suprime a expressao de mecA e, consequentemente, a sintese de PBP2a. Por outro
lado, na presenca de B-lactdmicos, a proteina mecR1 é ativada e promove a
clivagem de mecl, revertendo a supressao e permitindo a transcricdo de mecA e a
producao de PBP2a (De Lencastre et al., 1994; Lade; Kim, 2023).

Entre outros mecanismos que podem auxiliar a evasao e/ou na viruléncia da
MRSA, encontram-se a expressdo de diversas bombas de efluxo, principalmente
associadas ao sistema de dois componentes e a reguladores transcricionais (Costa
et al., 2013). As bombas NorA, NorB e, com menor eficacia, NorC, estao envolvidas
na resisténcia a farmacos como quinolonas, sendo acopladas a protons de
hidrogénio (H*; Brawley et al., 2022). A bomba MepA, regulada pelo gene MepR,
confere resisténcia a diversos antimicrobianos, incluindo glicopeptideos,
tetraciclinas, macrolideos e quinolonas. Seu mecanismo de acao € semelhante ao
das bombas Nor, e frequentemente é coexpressa com estas, resultando em
resisténcia a multiplos farmacos MDR (Oliveira-Tintino et al., 2023).

Em MRSA, as pB-lactamases mais prevalentes pertencem a Classe A,

particularmente aquelas codificadas pelo gene blaZ. O processo de resisténcia inicia
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com a ativacdo do sensor-transdutor BlaR1, que, na presenca de antibidticos (-
lactdmicos, desencadeia uma cascata de sinalizagdo que resulta na clivagem da
proteina repressora Blal, responsavel pela regulacéo negativa da expressao do gene
blaZ. Uma vez liberado da represséo, o gene blaZ é expresso, levando a produgao
da B-lactamase PC1, que é a enzima responsavel pela hidrélise dos antibiéticos (-

lactdmicos (Alexander et al., 2023).

2.3 Escherichia coli coprodutora de NDM-KPC

As Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos estao classificadas entre
os patoégenos criticos prioritarios para o desenvolvimento de estratégias de
prevencédo e tratamento, conforme destacado pela OMS (2024). A aquisi¢ao de
resisténcia a antimicrobianos nesses patoégenos é mediada principalmente por genes
adquiridos por THG ou por mutacdes cromossOmicas. Entre os mecanismos de
resisténcia, as enzimas modificadoras de antibiéticos, como as carbapenemases,
destacam-se por sua eficacia, ampla distribuicdo e impacto clinico significativo.
Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar carbapenémicos e outros B-lactamicos,
contribuindo para a rapida disseminagao da resisténcia e para o aumento das taxas
de mortalidade associadas a infecgbes por esses patdégenos (Bush; Bradford, 2020;
Islam et al., 2021).

A Escherichia coli é uma enterobactéria Gram-negativa fermentadora de
glicose, pertencente a microbiota normal de mamiferos, incluindo seres humanos,
onde desempenha um papel essencial na manutengdo da homeostase do trato
gastrointestinal (Kaper; Nataro; Mobley, 2004). Devido as suas caracteristicas
metabdlicas versateis, a E. coli é capaz de colonizar diversos ambientes, como a
agua e o solo. Além disso, as cepas de E. coli possuem uma notavel capacidade de
adquirir genes de viruléncia, facilitada por mecanismos como a THG, a presenca de
EGM (e.g., plasmideos, transposons) e uma elevada adaptabilidade genética. Essas
caracteristicas permitem que cepas comensais se transformem em patogénicas,
adquirindo fatores de viruléncia que contribuem para sua patogenicidade (Pakbin;
Bruck; Rossen, 2021).
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2.3.1 ENZIMA KLESSIELLA PNEUMONIAE CARBAPENEMASE (KCP)

As enzimas KPCs (Klebsiella pneumoniae carbapenemases) sao
carbapenemases da Classe A, inicialmente isoladas em Klebsiella pneumoniae.
Além de hidrolisar carbapenémicos, essas enzimas também sdo capazes de
degradar outros antibiéticos B-lactamicos, como penicilinas e cefalosporinas. Essa
atividade de amplo espectro contra B-lactdmicos reduz drasticamente as opcoes
terapéuticas disponiveis para o tratamento de infecgdes causadas por patdégenos
produtores de KPCs, representando um desafio significativo para o controle de
infeccdes (Islam et al., 2021).

O gene responsavel pela produgdao da KPC é o blakec, frequentemente
encontrado em EGM, como plasmideos, integrons e transposons. No entanto, em
alguns casos, esse gene pode estar associado ao cromossomo de determinadas
bactérias. Existem diversas variantes do gene blakec que tém sido implicadas em
surtos hospitalares, e essas variantes, particularmente blakpc-2 e blakpc-3, estao
associadas a um nivel ainda maior de resisténcia aos carbapenémicos, tornando
essas cepas ainda mais patogénicas (Migliorini et al., 2021; Zou et al., 2022). A
crescente prevaléncia de cepas de E. coli que apresentam resultados positivos para
a expressdao do gene blakrc em isolados clinicos levanta preocupagdes
significativas, destacando o carater adaptativo deste patégeno, o que dificulta o
tratamento eficaz e contribui para a disseminagao de resisténcia antimicrobiana no

ambiente hospitalar (Logan; Weinstein, 2017; Tamma et al., 2021).

2.3.2 NEW DELHI METALO-B-LACTAMASE (NDM)

A coproducao de enzimas por bactérias representa uma ameaca significativa a
saude global, devido a sua resisténcia a multiplos antibiéticos e a facilidade com que
podem se disseminar (Wan et al., 2024). A NDM (New Delhi metallo-B-lactamase) é
uma enzima carbapenemase pertencente a Classe B, que contém um ion de Zn?*
responsavel pela hidrolise dos antibidticos B-lactamicos, levando a sua inativagao.
Entretanto, os monobactadmicos, como o aztreonam, permanecem relativamente
insensiveis a acdo da NDM (Nordmann et al., 2011; Wu et al., 2019). A
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disseminagdo de cepas produtoras dessa enzima compromete gravemente as
opcoes terapéuticas, especialmente no tratamento de infecgdes resistentes a
antibiodticos de ultima linha, como os carbapenémicos.

O gene responsavel pela expressdo da NDM é o blanom, que, apos ser
transcrito em RNA mensageiro (mMRNA) é traduzido em proteina, resultando na
producao da enzima NDM. A aquisicao desse gene esta frequentemente associada
a EGM, principalmente plasmideos (Wu et al., 2019). A concentracado dessa enzima
ocorre no espaco periplasmatico, localizado entre a membrana citoplasmatica e a
membrana externa. Nesse espaco, forma-se uma matriz viscosa que abriga diversas
enzimas, proteinas, subprodutos do metabolismo bacteriano e substratos essenciais
para varias reagdes bioquimicas (Martinez et al., 2021). A presengca de NDM no
periplasma contribui para a hidrélise dos B-lactamicos, desempenhando um papel
crucial na resisténcia antimicrobiana (Martinez et al., 2021).

A NDM-1 foi isolada pela primeira vez de uma cepa de E. coli em um paciente
na india e é a variante mais amplamente reconhecida. A aquisicdo do gene blanom
ocorre por conjugacgao, transformagéao ou transducao (Thapa et al., 2022; Thelo et
al., 2022). As cepas de E. coli que carregam NDM-1 representam um sério risco a
saude publica, uma vez que estdo associadas a condi¢des de saude graves, como
infecgbes do trato urinario (ITUs), sepse e infecgdes intra-abdominais, em alguns
casos, a mortalidade associada a essas infecgdes pode atingir até 70% (Logan;
Weinstein, 2017; Tilahun et al., 2021). O carater altamente patogénico dessas cepas
resistentes a carbapenémicos torna o tratamento extremamente desafiador,
especialmente em contextos hospitalares, onde a disseminacao de tais cepas pode
ocorrer rapidamente (Mari-Almirall et al., 2021).

Nesse contexto, torna-se essencial a busca por alternativas terapéuticas
capazes de combater bactérias resistentes, seja atuando de forma direta ou
sinérgica com os antibioticos disponiveis, ou ainda, bloqueando os mecanismos de
resisténcia. As plantas medicinais se apresentam como uma Opg¢ao promissora
nesse cenario, pois o0 uso de extratos, fracbes e substdncias isoladas tem
demostrado significativa atividade contra diversas cepas patogénicas. Essas
substancias naturais podem representar uma abordagem inovadora no combate a
resisténcia antimicrobiana, oferecendo potencial para o desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos (Chassagne et al., 2021).



32

Dentre as classes com compostos com atividade antimicrobiana, destacam-se
os alcaloides. O alcaloide isoquinolinico spathullin B apresentou uma concentragao
inibitéria minima (CIM) de 1,0 pg/mL frente a S. aureus sensivel, enquanto a
cheleritrina apresentou CIM de 1,9 ug/mL contra Pseudomonas aeruginosa (Nord et
al., 2019; Zielinska et al., 2019). Entre os alcaloides piridinicos, o N-
formilconessimina exibiu atividade antimicrobiana nas concentracboes de 32 e 128
Mg/mL (Zhou et al., 2017). A voacafricine B demonstrou atividade com CIMs de 3,12
pMg/mL e 0,78 uyg/mL frente a S. aureus e Salmonella typhimurium, respectivamente
(Ding et al., 2018). Ja os alcaloides esteroidais, como o mokluangin B, apresentaram
atividade moderada, com CIM de 36 pg/mL, frente a Bacillus subtilis e E. coli
(Cheenpracha et al., 2016). Estes resultados destacam o potencial dos alcaloides
como fontes promissoras de novos agentes antimicrobianos, especialmente contra
patdgenos resistentes.

Entre as plantas medicinais ricas em alcaloides, destacam-se aquelas
pertencentes a familia Apocynaceae, cujos géneros mais notaveis incluem
Angadenia sp., Apocynum sp., Asclepias sp., Catharanthus sp., Ceropegia sp,
Cynanchum sp., Gonolobus sp., Hoya sp., Mandevilla sp., Morrenia sp., Secamone
sp., Vallesia sp. e Geissospermum sp. Os alcaloides inddlicos e bis-inddlicos s&o os
principais representantes dessa familia, sendo responsaveis por uma ampla gama
de atividades bioldgicas, incluindo a atividade antimicrobiana. A diversidade de
compostos bioativos presentes nas espécies dessa familia torna-as fontes
promissoras para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, com destaque
para a agao antimicrobiana (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020; Patil; Patil; Maheshwari,
2023).

2.2 Familia Apocynaceae

Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Asteranae Takht.

Ordem: Gentianales Juss. Ex Bercht. & J. Presl|

A familia Apocynaceae é um grupo botanico altamente diverso, distribuido em



33

quase todos os continentes, com uma grande concentragdo em regides da Africa,
América Central e do Sul, bem como em areas tropicais e subtropicais (Figura 03).
Este grupo compreende aproximadamente 400 géneros e 4.555 espécies, sendo
que no Brasil, estdo presentes 103 géneros e 993 espécies, distribuidas em 13
subespécies e 26 variedades. No contexto do dominio fitogeografico amazdnico, séo
reconhecidos 316 nomes, e, ao restringir a analise ao estado do Para, 170 nomes
sdo aceitos (Tropicos, 2024). A ampla diversidade e a riqueza de espécies dessa
familia conferem um grande potencial para a exploragcdo de compostos bioativos,

incluindo os alcaloides, que desempenham papéis significativos em varias atividades
biolégicas (Bhadane et al., 2018).
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Figura 03 — Distribuicdo global da familia Apocynaceae. Fonte: Tropicos, 2024.

Os representantes da familia Apocynaceae apresentam uma diversidade de
formas de vida, incluindo arvores, arbustos, ervas, trepadeiras, e seus substratos
variam entre aquaticos, epifitos (que se sustentam em outras arvores), e rupicolas
(que crescem em terrenos rochosos; Reflora, 2024). A importancia econdmica dessa
familia é significativa, abrangendo areas como alimentagéo, industria madeireira e
medicina popular. Em termos terapéuticos, as plantas dessa familia tém sido
utilizadas tradicionalmente para o tratamento de uma variedade de condic¢des,
incluindo afecg¢des parasitarias, doengas cardiacas, problemas dermatoldgicos,
infeccdes e inflamagdes, doencgas das vias aéreas superiores, doengas metabdlicas

e até com propriedades anticarcinogénicas (Silva, 2016). Este vasto leque de
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aplicagdes destaca a relevancia dessa familia no contexto da medicina tradicional e
da pesquisa farmacoldgica, com o potencial de contribuir para o desenvolvimento de
novos farmacos.

O marcador fitoquimico da familia sdo os alcaloides inddlicos monoterpénicos
que possuem uma gama de atividades biologicas e poténcia variada quanto a sua
toxicidade. Dentre as atividades bioldgicas atribuidas aos alcaloides dessa familia
destacam-se a atividade antiproliferativa, neuroprotetora e psicoativa, atividade
biocida, anti-inflamatdria, antitussigena, imunomoduladora, analgesia, antidiabética e
hipoglicemiante, sobre o sistema cardiovascular, no sistema gastrointestinal
(Taesotikul et al., 1989; Sawer et al., 1995; Cimanga et al., 1996; Mok et al., 1998;
Van Miert et al., 2004; Baggio et al., 2005; Pereira et al., 2007; Tan et al., 2010; Feng
et al., 2013; Arai et al., 2012; Dabhadkar; Zade, 2012; Mukhram et al., 2012; Wang et
al., 2013; Yao et al., 2013; Ali Khan et al., 2013; Zaima et al., 2013; Terada et al.,
2014; Martin et al., 2015; Dey et al., 2017).

2.2.3 GENERO Geissospermum

Classe: Equisetopsida C. Agardh

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Asteranae Takht.

Ordem: Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl

Familia: Apocynaceae Juss.

O género Geissospermum compreende atualmente cinco espécies
taxonomicamente validas: Geissospermum argenteum Woodson, Geissospermum
fuscum Markgr., Geissospermum laeve (Vell.) Miers, Geissospermum reticulatum
A.H. Gentry e Geissospermum sericeum Miers. Todas as espécies sao nativas do
Brasil, mas ndo sdo endémicas, ocorrendo também em outros paises da América do
Sul, como Peru, Colébmbia e Venezuela. Sua distribuicido abrange os dominios
fitogeograficos da Amazénia (5 espécies), do Cerrado (1 espécie) e da Mata
Atlantica (1 espécie; Reflora, 2024). As chaves de identificagdo para as espécies de
Geissospermum baseiam-se principalmente nas caracteristicas morfolégicas das

folhas. As G. argenteum e G. sericeum apresentam folhas estrigosas, pubescentes



35

em ambas as faces ou glabras na face adaxial e sericeas na face abaxial. Ja as G.
fuscum, G. laeve e G. reticulatum possuem folhas glabras em ambas as faces.
Essas caracteristicas, no entanto, devem ser complementadas com outros aspectos
morfolégicos, como a estrutura das flores, frutos e padrées de venacéo foliar, para
uma identificacao precisa e confiavel (Reflora, 2024).

Uma caracteristica marcante da familia Apocynaceae, a qual o género
Geissospermum pertence, € a presenga de alcaloides do tipo inddélico. Em 1877, o
quimico O. Hesse isolou a geissospermina (Quadro 1: 1), um alcaloide inddlico, a
partir de espécies desse género. A hidrélise da geissospermina resultou na formagao
de trés outros alcaloides: apogeissosquizina (Quadro 1: 6), geissoschizina (Quadro
1: 8) e geissosquizolina (Quadro 1: 7; Rapoport et al., 1958).

No século XIX, o farmacéutico Ezequiel dos Santos isolou, a partir de G. vellosii
(sinbnimo da espécie Geissospermum laeve), uma mistura de alcaloides que ele
denominou pereirina. Na época, acreditava-se que essa mistura era um composto
Unico, mas, com o0 avanc¢o das técnicas de espectroscopia, foi possivel identificar
que a pereirina, na verdade, era composta majoritariamente por geissosquizolina,
um alcaloide inddlico. Posteriormente, a geissosquizolina foi isolada em outras
espécies do género Geissospermum, confirmando sua relevancia quimica e
farmacoldgica (Almeida, 2009; Vital et al., 2013; Silva, 2016).

Entre as atividades biolégicas encontradas para o género Geissospermum
podemos destacar a atividade antitumoral, onde o extrato etandlico obtido das
cascas de G. sericeum apresentou efeito citotoxico frente a linhagem de cancer
gastrico (ACP02), sendo mais seletivo para estas células do que a células renais
(VERO) e hepaticas (HepG2; Bastos, 2017).

A atividade antiparasitaria € uma caracteristica amplamente documentada no
género Geissospermum. Um estudo avaliou a atividade dos alcaloides indodlicos e -
carbolinicos presentes nas cascas de G. sericeum contra cepas de Plasmodium
falciparum sensiveis (T9-96) e resistentes a cloroquina (K1), os resultados
demonstraram uma concentragao inibitéria média (Clso) inferior a 40 yM, sendo a
flavopereirina o alcaloide mais promissor (Steele et al., 2002).

Outro estudo avaliou a atividade antileishmania, contra formas promastigotas
de Leishmania amazonensis, do extrato etanolico obtidos das cascas G. vellosii e G.

sericeum, fragdes e flavopereirina. Dentre os alcaloides estudados, a flavopereirina
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destacou-se por sua agéo antileishmania. Nesse estudo ainda, foi demonstrado que
o aumento do tempo de exposi¢cao dos macrofagos aos extratos das cascas de G.
sericeum e G. vellosii reduziu a toxicidade dessas amostras, aumentando sua
seletividade contra os parasitas, esta relacionada a inibicio da enzima
Oligopeptidase B (Silva, 2016; Silva et al., 2019).

Em relagdo a outros protozoarios, o alcaloide O-demetilaspidospermina,
isolado das cascas de G. reticulatum, demonstrou atividade antiparasitaria frente a
Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum. As Clso foram de 7,7 pg/mL e 41,7
Mg/mL, respectivamente, reforgando o potencial terapéutico dos alcaloides desse

género no combate a doengas parasitarias (Reina et al., 2012).

Figura 04 — Alguns exemplos de alcaloides isolados do género Geissospermum. Legenda: 1:
pereirina; 2: 4, 21-deidrogeissosquizina; 3: geissolosimina, e 4: Geissosquizona. Fonte: Autor, 2024.

2.2.3.4 Geissospermum laeve (Vell.) Miers

Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superordem: Asteranae Takht.
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Ordem: Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Apocynaceae Juss.

Género: Geissospermum Allemao

A espécie Geissospermum laeve, cujo basdnimo é Tabernaemontana laevis
Vell. e sinbnimo Geissospermum vellosii, € uma arvore de grande porte, podendo
atingir entre 2 e 30 metros de altura, embora também possa ocorrer na forma
arbustiva. Seus ramos sao glabros ou estrigosos, e as folha apresentam disposi¢cao
alterna, sao glabras em ambas as faces. A inflorescéncia € do tipo cimeira dipara,
disposta em cachos, com flores actinomorfas de coloragdo bege e auséncia de
polinario. Os frutos sdo do tipo bacaceo, contendo sementes nuas. Além disso, a
espécie produz latex esbranquicado, uma caracteristica marcante da familia
Apocynaceae (Reflora, 2024).

A espécie G. laeve esta distribuida principalmente na América Central e do Sul,
ocorrendo em paises como Bolivia, Guiana Francesa, Peru e Brasil. No Brasil, sua
distribuicdo abrange as regides Norte (estados do Amazonas, Amapa e Para),
Nordeste (Bahia e Maranhao), Centro-Oeste (Distrito Federal) e Sudeste (Espirito
Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro). Essa espécie esta associada aos dominios
fitogeograficos da Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica, demonstrando sua
adaptacao a diferentes ecossistemas (Reflora, 2024; Tropicos, 2024). Além de seu
nome cientifico, G. laeve é conhecida por diversos nomes populares, como Pau-
pereira (Rapoport et al., 1958), pau-forquilha, camara-do-mato, camara-de-bilro e
pau-de-pente (Pio-Corréa, 1969).

Varios sdo os usos populares atribuidos para a espécie, onde se destacam
alegacoes contra febre intermitente (Almeida et al. 2009). Antiparasitario (Mundz et
al. 2000; Oliveira et al. 2003). Antifebril (Rapoport et al. 1958; Werner et al., 2009;
Stalcup, 2020). Como estimulante sexual e nos disturbios estomacais inferiores
(Tavares, 2008; Brandao et al.,2009; Lima et al. 2009; Werner et al., 2009; Vital et
al., 2015; Stalcup, 2020). No tratamento de infecgbes flungicas e antisséptico
(Oliveira, 1883; Fenner et al. 2006). Erisipela, diarreias cronicas, hemorragias
passivas e astenia (Almeida et al. 2009). Como preventivo e/ou tratamento de
cancer de prostata (Camargo, 2011).

Das cascas da espécie foram isolados os alcaloides geissospermina (Quadro
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01: 1; Marion, 1952; Rapoport et al.1958), a flavopereirina (Quadro 01: 2; Hughes;
Rapoport, 1958; Rapoport et al., 1958; Wenkert; Kilzer, 1962), vellosimina,
velosiminol e geissolosimina (Quadro 01: 3, 4, 5; Rapoport; Moore, 1962),
apogeissoschizina, geissoschizolina, geissochizina (Quadro 01: 6, 7, 8; Rapoport et
al., 1958), geissovelina (Quadro 01: 9; Moore; Rapoport, 1973), 12-metoxi-1-metil
aspidospermidina (Quadro 01: 10; Werner et al., 2009), pausperidina A (Quadro 01:
11; Ishiyama; Matsumoto; Sekiguchi, 2005), aspidospermina e (+)-aspidospermina
(Quadro 01: 12, 13; Dias, 2012), leuconolam, geissolaevina, O-metilgeissolaevina,
3',4’,5',6’-tetradehidrogeissospermina (Quadro 01: 14, 15, 16, 17; Ramos et al,,
2017) e o terpeno lupeol (Quadro 01: 18, Dias, 2012) e a lignina (+)-sesamina
(Quadro 01: 19; Dias, 2012).

Quadro 01 — Metabdlitos isolados de Geissospermum laeve

Compostos MM (g/mol)| Foérmula Referéncia
Alcaloides
1) Geissospermina 631,861 | Cs0H49N4O3 | Marion, 1952; Rapoport
et al.1958.

HC

2) Flavopereirina 246,313 C17H1aN2 Neil et al, 1957;
Rapoport et al., 1957,
Wenkert; Kilzer, 1962.

3) Vellosimina 292,382 C19H20N20 | Rapoport; Moore, 1962.
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4) Velosiminol 294,398 | C19H22N20 Rapoport; Moore, 1962.
OH
H
X
CH,

5) Geissolosimina 571,809 | CzoHasN30 Rapoport; Moore, 1962.

336,435 | C21H24N202 | Rapoport et al., 1958.
7) Geissoschizolina 298,43 C19H26N20 Rapoport et al., 1958.
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352,434 | C21H24N203 | Rapoport et al., 1958.
CH,
9) Geissovelina 366,373 | C20H18sN205 | Moore; Rapoport, 1973.
10) 12-metoxi-1-metil 326,484 | C21H30N20 Werner et al., 2009.
aspidospermidina
N
CH,
N
H,C—0 I
CH,
11) Pausperidina A 282,387 | C1sH22N20 Ishiyama; Matsumoto;

Sekiguchi, 2005.
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354,494 | C22H30N202 | Dias, 2012.
‘ H
H‘C/0 /&
H.,C 0
13) (+)-Aspidospermina 354,494 C22H30N202 | Dias, 2012.
N
CH;,
N
H3C/O /&
HyC o
326,396 C19H22N203 | Ramos et al., 2017.
15) Geissolaevina 366,373 C20H18N20s5 | Ramos et al., 2017.
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380,4 C21H20N20s | Ramos et al., 2017.
17)3',4’,5',6'- 629,824 | C40H4sN4O3 | Ramos et al., 2017.
tetradehidrogeissospermina

Terpenos
18) Lupeol 440,756 C31Hs520 Dias, 2012.
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Lignana

19) (+)-sesamina 354,358 C20H180s Dias, 2012.

(0]
= >
‘n\‘\ 0o
o]
o]

Legenda: MM, massa molar.

Um estudo demonstrou que o extrato da casca contendo alcaloides (-
carbolinicos inibiram o crescimento de células de cancer de prostata (linhagem
LNCaP) in vitro, em concentracdes de 100 ug/mL e 500 pg/mL, o extrato ainda
induziu a apoptose, com a concentragdo mais elevada (500 pg/mL) suprimindo 90%
das células e causando parada do ciclo celular na fase sub-G1/G0. No mesmo
estudo, em modelo in vivo com ratos machos, doses de 10 mg/kg e 20 mg/kg do
extrato, administrado por gavagem durante 6 semanas, foi observado a redugao do
crescimento do tumor em 80% e 75%, respectivamente (Bemis et al., 2009).

Outro estudo evidenciou que o extrato hidroalcodlico das cascas inibiu o
crescimento, in vitro, de células de céncer ovariano linhagens SHIN-3 (ICso: 235
pg/mL), OVCAR-5 (ICs0: 180 ug/mL) e OVCAR-8 (ICso: 185 pg/mL), através da
indugdo da apoptose. Em modelo in vivo, a concentragdo de 400 pg/mL, o extrato
exibiu um efeito antitumorigénico significativo, reforcando o potencial terapéutico
desses compostos no tratamento de neoplasias (Yu; Chen, 2014).

A atividade antioxidante de alcaloides isolados de G. laeve foi amplamente
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estudada. Utilizando o método do fosfomolibdénio, Dias (2012) demonstrou que a
(+)-aspidospermina (60 pg) apresentou 123% de capacidade antioxidante em
comparagao com a rutina (60 pg), embora tenha sido inferior ao acido ascérbico,
com apenas 38,21% da capacidade deste. Através do método do acido
tiobarbiturico-espécies reativas (TBARS), a (+)-aspidospermina, nas concentragdes
de 100, 500 e 1000 ppm, exibiu indices antioxidantes de 8,10%, 10,10% e 34,59%,
respectivamente. Esses valores foram semelhantes aos do butilhidroxitolueno (BHT)
(10,73%, 20,25% e 35,16%) e superiores aos do acido ascorbico em sua
concentragcéo de 1000 ppm (3,67%, 14,87% e 21,73%).

Um estudo demonstrou que a fragao diclorometano das cascas de G. laeve e o
alcaloide isolado (+)-aspidospermina mostraram-se capazes de modular a atividade
de enzimas antioxidantes, como peroxidase, catalase e superéxido dismutase
(SOD), tendo seus resultados comparados aos do acido ascorbico e o acetato de
tocoferol (Dias, 2012).

O extrato metandlico das cascas do caule de G. vellosii demonstraram
atividade inibitéria sobre a acetilcolinesterase (AChE) isolados de enguia elétrica
(Clso: 2,9 pg/mL) e de camundongos Swiss albino (Clso: 39,3 pg/mL). Também foi
isolada a butirilcolinesterase (BChE) de cavalo, tendo a Clso: 1,6 pug/mL, sendo a
concentracdo inibitéria nesta enzima inferior a obtida na AChE. Nestes ensaios
foram usadas diferentes concentracbes, podendo ser verificado que a resposta
inibitoria € concentragdo dependente (Lima et al., 2009).

O extrato etandlico e a particdo (agua:hexano) apresentaram atividades
antinociceptiva, antiedematogénica e anti-hiperalgésica em ratos Wistar, reduzindo a
constricdo abdominal com efeito analgésico periférico, aparentemente sem ativagao
do sistema opioide. A particdo também exibiu atividade anti-inflamatéria, com
reducdo do edema entre a 22 e 3?2 horas, e efeito anti-hiperalgésico, com pico de
acao em 2 horas e inicio em 30 minutos apds administracao da particdo (Lima et al.,
2016).

O extrato metandlico obtido das cascas mostrou-se altamente ativo contra
cepas de Plasmodium falciparum sensiveis a cloroquina (D10; Clso de 2,2 uyg/mL;
Mbeunkui et al., 2012). Além disso, o extrato etandlico, a fracdo de neutros e a
fracao de alcaloides apresentaram atividade contra a cepa resistente W2, com Clso

de 11,13 pg/mL, 8,67 pg/mL e 2,69 ug/mL, respectivamente (Brandao, 2012).
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Em camundongos infectados com P. berghei NK65i tratados por 3 dias com o
extrato das cascas de G. vellosii por via intraperitoneal, observou-se que a redugao
da parasitemia foi dose dependente, tendo um maior reducao da parasitemia para a
dose de 500 mg/kg (75%), seguido de 250 mg/Kg (61%) e 125 mg/kg (53%; Munoz
et al.,, 2000). O extrato aquoso das cascas inibiu 35% do crescimento de P.
falciparum resistente a cloroquina (cepa W2) em uma concentragédo de 23 mg/kg
(Bertania et al., 2005).

Alcaloides também demonstraram atividade antiplasmddica contra P.
falciparum. A flavopereirina apresentou atividade frente a cepa resistente a
cloroquina K1 (Clso de 11,53 uM) e 1,83 uM (T9-96). O derivado da flavopereirina, a
5,6-dihidroflavopereirina, foi ativa contra o parasito resistente a meftloquina (F32;
Clso = 3,02 uM Mufioz et al., 2000; Steele et al., 2002). Os alcaloides geissolosimina
(Clso = 0,96 puM), geissospermina (Clso = 5,02 yM), geissoschizolina (Clso = 13,93
MM), geissoschizona (Clso = 10,29 pM) e vellosiminol (Clso = 157 yM) foram ativos
frente a cepa sensivel D10 de P. falciparum (Mbeunkui et al., 2012).

A atividade antimicrobiana de G. laeve apresenta resultados variados na
literatura. Utilizando o teste de disco-difusao, o extrato etandlico apresentou halo de
inibicdo (12,59 mm) e a fragéo alcaloidica (13,72 mm) frente a S. aureus, enquanto o
extrato etandlico exibiu um halo de 13,03 mm contra P. aeruginosa, sem atividade
observada para a fragao alcaloidica (Brandao, 2012). Frente a cepas de S. aureus
resistentes a oxacilina (ORSA), o extrato etandlico das cascas de Geissospermum
vellosii promoveu a formacéo de halos de inibicdo de 9 mm (250 pg/mL) e 10 mm
(500 pg/mL), com uma concentragao inibitéria minima (CIM) de 125 ug/mL. Além
disso, o extrato demonstrou efeito sinérgico quando coadministrado, in vitro, com
antimicrobianos convencionais como ciprofloxacina, clindamicina e vancomicina
(Saraiva et al., 2012). No entanto, em outro estudo ndo foram observados halos de
inibicdo para as bactérias testadas pelo mesmo método, sendo atribuindo esse
resultado a natureza lipofilica das amostras, que pode prejudicar a difusdo no meio
solido (Dias, 2012). Por outro lado, ao utilizar o método bioautografico, a fragcao
diclorometano inibiu o crescimento de S. aureus, E. coli, Staphylococcus epidermidis
e S. typhimurium, enquanto a (+)-aspidospermina mostrou atividade contra S.
epidermidis e S. typhimurium (Dias, 2021).

O extrato etandlico obtido das cascas G. vellosii foi submetido a avaliacdo da
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atividade antimicrobiana utilizando o método da microdiluicdo determinando-se a
concentracéo inibitéria minima (CIM). Nas concentragdes iguais a CIM e superiores,
foi realizado o semeio em agar dos pogos tratados e determinados a concentragéo
bactericida minima (CBM). Na avaliagao da CIM, o fracionamento do extrato (CIM de
>125 ug/mL) levou a obtengcdo de uma fragdo de alcaloides (<31,25 pyg/mL) mais
ativa contra S. aureus. No entanto, os valores de CBM foram mais elevados, com
valores de >500 pg/mL para o extrato e >250 ug/mL para a fragéo alcaloidica. Ao se
relacionar os dois resultados, pode-se se sugerir que o efeito da espécie e
bacteriostatico (Brandao, 2012). Como a fracdo de alcaloides apresentou maior
atividade em comparacdo ao extrato etandlico, pode-se sugerir que a atividade
antiestafilocdcica esteja relacionada, predominantemente, a presenca desses
compostos. Dessa forma, o fracionamento revelou-se uma estratégia mais eficaz em

termos de atividade antibacteriana e, por isso, foi o caminho adotado neste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se o fracionamento do extrato de G. laeve impacta na atividade
antibacteriana e no efeito sinérgico em associagdo com benzilpenicilina (BZP) ou

imipinem (IMP).

3.2 Especificos

e Realizar estudos fitoquimicos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato, fracao e isolado frente a cepas
sensiveis e resistentes;

e Avaliar o efeito sinérgico do extrato, fracdo e isolado com antimicrobianos
convencionais;

¢ Investigar o possivel mecanismos de acéo in silico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.2 Material

4.2.1 EQUIPAMENTOS

Agitador com plataforma, New Brunswick Scientific (Modelo Innova 2100);
Autoclave (Phoenix);

Balancga analitica (Gehaka,modelo AG 200);

Balancga analitica (Gehaka, modelo BK 600);

Balanga Analitica (Mettler Toledo, modelo AB204);

Balanga semi-analitica (Nucleo);

Banho de Ultrassom (Maxiclean);

Camara de fluxo laminar (Esco);

Camara de ultravioleta de 254 e 365 nm (Warning);

Capela de exaustao (Quimis);

Chapa aquecedora e agitadora (Corning);

Chapa de aquecimento (Quimis);

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, Alliance e2695 (Waters) equipado com
amostrador automatico (autosampler) e detector de arranjo de fotodiodos (DAD);
Dessecadores de vidros;

Destilador de agua (Marte);

Estufa bacterioldgica (Solab);

Evaporador rotativo (Fisoton);

Geladeira (Consul);

Leitora de microplacas (ELISA Stat Fax ®, modelo 2100);

Medidor de pH (Marconi, modelo PA 200);

Micropipeta Transferpette (Brand, 8 canais, eletrénica, vol. ajustavel de 10-200 pL);
Micropipetas Ependorff, vol. ajustavel de 100 L' mL;

Micropipetas Ependorff, vol. ajustavel de 2 uL - 20 uL;

Moinho de facas (Marconi);
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Sistema de filtragdo de agua Millipores, Milli-Q Plus;

Turbidimetro (Densimat);

Ultrassom (Thornton, modelo T14).

Vitek 2 compact (BioMérieux)

Maldi biotyper sirius (Bruker)

Espectrofotdmetro de Infravermelho (Perkin Elmer Precisely, modelo Spectrum One
FT-IR Spectrometer)

Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear Bruker 400 MHz (modelo

Ascend 400)

4.2.2 SOLVENTES, FASES ESTACIONARIAS E DEMAIS REAGENTES

Alcool Metilico (Exddo)
Cloreto de Metileno (Ex6do)
Dimetilsulfoxido (Exddo)

Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido, Sigma-Aldrich)

4.2.3 MATERIAL DE PLASTICO, METAIS E VIDRARIAS

Alca calibrada 10puL (LabPlast);

Balao de fundo chato de 100, 250 e 500 mL (Vidrolabor);
Bastao de vidro;

Béqueres de 10, 50, 100, 500 e 1000 mL (longlass);
Cuba cromatografica;

Cubas de vidro (Pirex);

Erlenmeyer de 50, 100, 250 e 500 mL (longlass);
Espatulas de metal,

Frascos plasticos com tampa (Sigma Chemical Company);
Funis de separacao de 250 mL e 2000 mL (longlass);
Chapa aquecedora (;

Membrana filtrante Millipore (Millex F6 0,2 mm);

Papel de filtro MN 618;
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Paquimetro;

Pinca;

Pincel;

Ponteiras tipo Gilson de 10, 50, 100, 500 e 1000 uL;
Pipetas de Pasteur de vidro (VWR);

Pipetas graduadas de 2, 5, e 10 mL;

Pipetas volumétricas de 10 e 20 mL;

Placas com 96 pogos de fundo chato (TTP);

Placas cromatograficas de vidro 10 x 5 e 10 x 10cm;
Placas de Petri descartavel 90X15 cm (J. Prolab);
Ponteiras de 10 a 1000ul e de 20 a 200 pl;

Provetas de vidro 50, 100 500 mL (Vidrolabor);
Swab (J. Prolab);

Tubo capilar;

Vidro de reldgio;

Provetas 5, 20, 50, 100, 500 e 1000 mL (Biocentrix);
Vial para CLAE, 2 mL.

4.2.4 MEIO DE CULTURA E ENRIQUECIMENTO

Agar e caldo Mueller-Hinton, agar Nutriente, agar TSI ( do inglés, Triple Sugar
Iron), CHROMagar™ orientation, foram preparados seguindo padrdo do fabricante
pelo Centro de Esterilizagdo da Sec¢éo de Bacteriologia do Instituto Evandro Chagas

e requeridos previamente antes do uso.

4.2.5 PREPARO DE REVELADORES

4.2.5.1 Reagente de Dragendorff

Para a andlise em cromatografia em camada delgada foi utilizado o seguinte
reativo: Solugdo A foi obtida através da solubilizagdo de 0,850g de subnitrato de

bismuto em 10,0 mL de acido acético e 40,0 mL de agua destilada, e para a Solugéo
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B utilizaram-se 8,0g de iodeto de potassio dissolvido em 20,0 mL de agua destilada.
As solugbes foram misturadas (1:1), resultando em uma solugdo estoque. Para
pulverizagdo nas placas cromatograficas diluiu-se 2,0 mL de solugdo estoque com
4,0 mL de acido acético glacial e 20,0 mL de agua destilada (Wagner; Bladt, 1996).

4.2.6 PREPARO DE MEIOS PARA O ENSAIO ANTIMICROBIANO

Os meios para analise foram preparados segundo as notas técnicas dos
fabricantes pelo Setor de Esterilizagdo do Secédo de Bacteriologia (SEBAC) do

Instituto Evandro Chagas (IEC) e disponibilizados mediante a solicitagao previas.

4.2.7 MATERIAL BIOLOGICO

As cepas ATCC (American Type Culture Collection) e os isolados resistentes
advém da bacterioteca do Laboratério de Enteroinfec¢des Bacterianas I, do Instituto

Evandro Chagas e estao descritas no quadro abaixo:

Quadro 02 — Microrganismos utilizados nos ensaios bioldgicos

Microrganismo Referéncia Caracteristica

Controle de qualidade

Staphylococcus aureus ATCC 6538 Sensivel
Escherichia coli ATCC 25922 Sensivel
Determinacao do CIM e estudo de sinergismo
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Resistente a Meticilina
Escherichia coli IEC-BAC 58932* Coprodutora de NDM-KPC

Legenda: IEC: Instituto Evandro Chagas; BAC: bacteridteca. *: isolado clinico.

4.2.8 MATERIAL VEGETAL

As cascas do tronco de Geissospermum laeve foram coletadas no primeiro
semestre de 2010 no Ramal do Madeireiro, localizado na Rodovia PA-150, no

municipio de Moju, Para. A coleta e identificagdo do material vegetal foram
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realizadas pela Dra. Marlia Regina Ferreira Coelho, pesquisadora do Museu
Paraense Emilio Goeldi (Belém, PA). Uma exsicata foi depositada no herbéario do
Museu Emilio Goeldi. Além disso, o registro da coleta foi feito no Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

(SisGen), com a familia obtendo o numero de registro A2C3188.

4.3 Métodos

4.3.1 ESTUDO FITOQUIMICO

4.3.1.1 Obtencao do extrato, fragao e isolamento do alcaloide

As cascas coletadas foram higienizadas e secas em estufa de circulagao de ar
a 40°C. Apos 20 dias, foram trituradas em moinho de facas, e o pd resultante foi
armazenado em frascos previamente esterilizados até o momento do uso. Para a
obtengao do extrato (EEGL): 50 g do p6 das cascas foram submetidos a maceragao
exaustiva (1:10) com alcool etilico 95° GL. O solvente foi coletado e renovado a cada
7 dias. Apos 21 dias, 1,5 L da solugcado extrativa foi concentrado em evaporador
rotativo a baixa pressao.

Para obtencdo da fracdo (FAGL) e do precipitado (GN4MC) seguiu-se o
protocolo estabelecido por Brandao (2012), conforme esquematizado na Figura 05.
Inicialmente, 25 g do p6 das cascas foram tratados com 100 mL de acido cloridrico
1N. A solucéo filtrada foi transferida para um funil de separacéo, onde foi extraida
com 100 mL de cloreto de metileno (3x), resultando em uma fragao organica (fracao
de neutros). Em seguida, a fracdo aquosa acida restante foi basificada até pH 9-10,
promovendo a precipitacdo do alcaloide (GN4MC). A fracdo aquosa basificada foi

entao extraida com cloreto de metileno (3%), gerando a fracao de alcaloides (FAGL).
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Precipitagdo do Fragdo aquosa
algalo de gta:ésiga

CHCl,

Figura 05 — Esquema para obtenc¢éo do alcaloide isolado por meio de partigéo liquido-liquido.

4.3.1.1.1 Caracterizagao do extrato e fragdo e precipitado

O extrato, a fracado e o precipitado foram analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) realizado no cromatografo equipado com amostrador
automatico (autosampler) e detector de arranjo de fotodiodos (DAD). 1 mg da
amostra foi solubilizado em 1 mL de metanol. O volume de amostra injetado foi de
20 uL e a temperatura da coluna foi mantida a 40° C. A fase mdvel constituiu-se de
uma mistura de H20 ultrapura e Acetonitrila grau CLAE (ACN; Merck). O gradiente
exploratério linear de eluicdo usado foi de H20O-ACN, onde as concentragdes desses
solventes variaram de 95:5 a 0:100 em 60min, para confirmagdo que nao existia
outros compostos em mistura. O fluxo do eluente foi de 1mL/min. Os cromatogramas

foram obtidos em 3 comprimentos de onda 340 nm, 254 nm e 212 nm.
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Em adigéo, para o precipitado foram feitas analises de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e '3C onde, 30 mg das amostras, onde ele foi solubilizado em
metanol de grau deuterado (CDsOD) e o tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como
referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (&) foram medidos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Foi obtido também
0 espectro de massa por ionizagdo por spray de elétrons (do inglés electrospray
ionization, ESI) que se utilizada de alta voltagem em amostra liquida, provendo sua
ionizagdo. As voltagens capilar e de cone foram 3 e 30-35, respectivamente, com a
energia de colisdo de 20-32 com o elétron spray no modo positivo. Por fim, o
precipitado também foi submetido a analise de infravermelho com transformada de
Fourier, onde o precipitado foi misturado a brometo de potassio (KBr) e entao foi
prensado até a formagao de uma partilha, o KBr também foi prensado isoladamente
para servi de controle, sendo realizado 20 varreduras com resolugdo de 2 cm' na

faixa espectral de 4000-400 cm-'.

4.3.2 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.2.1 Atividade antimicrobiana

Para esse estudo serdo utilizadas as diretrizes, pontos de corte e metodologia
de testes estabelecidas, por consenso, pelo Comité Brasileiro de Teste de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST) em ressonancia com European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Foram utilizadas duas cepas de Staphylococcus aureus (Gram-positivas) e
duas cepas de Escherichia coli (Gram-negativas fermentadoras). As cepas de S.
aureus foram descongeladas, e 10 uL de cada uma foi transferido para caldo Mueller
Hinton (MH). Da mesma forma, 10 uL das cepas de E. coli foram inoculadas em
caldo MH. Todas as culturas foram incubadas a 35°C+2° em estufa bacterioldgica
por 8 horas para obtengcdo da fase Log. Apds esse periodo, as bactérias foram
semeadas, com auxilio de alga bacterioldgica, em meio CHROMagar™ Orientation e
novamente incubadas a 35°C+2°. Apdés o crescimento no CHROMagar™, uma

colénia de cada cepa foi transferida para agar nutriente para confirmagdo da
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identificacdo dos microrganismos por meio de método automatizado.

Todos o0s microrganismos foram identificados utilizando o sistema
automatizado MALDI-TOF™ (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of
Flight) da série Biotyper sirius System. O método direto foi empregado, no qual as
cepas foram semeadas por estria em agar nutriente para obtengcdo de colbnias
isoladas e incubadas a 35°C+2?2 por 20hx2. As colbnias isoladas foram transferidas
para uma placa de 96 ranhuras em acgo inoxidavel. Em seguida, foram aplicados 0,1
ML de matriz HCCA (acido 4-hidroxi-a-cianocinamico). Apés a secagem, a placa foi
submetida a leitura no equipamento, previamente calibrado com o padrdao BTS (do

inglés, Bacterial Test Standard).

4.3.2.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos controles - TSAc

Para a realizagdo do teste de susceptibilidade antimicrobiana (TSAc), uma
suspensao bacteriana foi preparada em solugédo salina a 0,85%, ajustada para a
densidade de 0,5 na escala de McFarland (=1 x 10® UFC/mL). Esse indculo foi
diluido para uso em placas de 96 pocos, resultando em uma concentragao final de
=5 x 10® UFC/mL. Em cada poc¢o das placas de 96 pocos, foram depositados 190 uL
de caldo MH contendo o in6culo bacteriano. Em seguida, foram adicionados 10 pL
do controle positivo: benzilpenicilina, nas concentracdes de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5,
0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125, 0,015625 pg/mL, para as cepas de Staphylococcus
aureus, e imipeném, nas concentracboes de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125,
0,0625, 0,03125, 0,015625 pg/mL, para as cepas de Escherichia coli. O ensaio foi

realizado em ftriplicata, com trés repeticdes independentes (Figura 6).
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Figura 06 — Esquema da placa de 96 pogos para o TSAc.
Legenda: Controle negativo: somente o caldo MH; controle do inéculo: o caldo MH com a adi¢gao dos
microrganismos; controle do solvente: caldo MH com a adigdo dos microrganismos e DMSO a 5%. Os
pocos de A-C foram alocadas as cepas resistentes, enquanto que de F-H as cepas sensiveis. O
controle do solvente consiste em DMSO a 5%.

4.3.2.3 Concentragao inibitéria minima - CIM

A producédo do inéculo foi realizada conforme descrito no item 4.3.2.2. Em
placas de 96 pocos, foram depositados 190 uL de caldo MH contendo o in6culo
bacteriano. Em seguida, foram adicionados 10 yL das amostras em diluigdes que
variaram de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 uyg/mL, totalizando 200 uL por pogo. A placa
de controle positivo foi preparada separadamente, conforme descrito no item 4.3.2.2
utilizando a benzilpenicilina como controle positivo para a S. aureus e o imipenem
para E. coli. Como controle do inéculo, foram utilizados trés pogos contendo 10 pL
da suspensao bacteriana + 190 pL de caldo MH e outros trés pogos com 190 uL de
caldo MH + 10 pyL de DMSO a 5% (dimetilsulféxido: agua v/v) como controle do
solvente, outros trés pogos contendo 200 uL de caldo MH foi usado como controle
do meio. Apds a preparagao, as placas foram incubadas a 35°C+2° por 20h+ 2
(Figura 7, Eloff, 1998; CLSI, 2018; BRCAST, 2023).

Ap6s o periodo de incubagdo, 10 pL de resazurina a 0,3% (p/v) foram
adicionados a cada po¢o. A resazurina, inicialmente azul, torna-se vermelha quando

metabolizada pelas células viaveis. As placas foram entao incubadas por mais 2h e
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lidas em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 540 nm e 700 nm (Eloff,
1998; CLSI, 2018; BrCAST, 2023).).

8§ 9 10 11 12

1 2 3 4 5 6 7
- 9000000

B
ZOOpg/mLC‘.‘

[l Controle meio

0O Controle do
inoculo

Controle do
100 pg/mL D ‘ . . solvente
50 ygmL E . ‘ ‘ a EEGL
25 ugmL | . ‘ ‘ FAGL
GN4MC

s Q@@
s 1@ @@

Figura 07 — Esquema da placa de 96 pogos para avaliagédo da atividade antimicrobiana.
Legenda: Controle negativo: somente o caldo MH; controle do in6culo: o caldo MH com a adigéo dos
microrganismos; controle do solvente: caldo MH com a adi¢cao dos microrganismos e DMSO a 5%.

4.3.3 AVALIACAO DO EFEITO SINERGICO PELO METODO DO TABULEIRO DE
XADREZ (CHECKERBOARD)

Para a avaliacdo do efeito sinérgico, utilizou-se o protocolo descrito por
Nogueira (2019) com adaptacgdes. Apds a determinagado das CIMs do antimicrobiano
e das amostras, seguiram-se o0s passos estabelecidos no teste de CIM (item
4.3.2.3). A partir da CIM encontrada para os antimicrobianos, do EEGL, da FAGL e
do GN4MC foi realizada uma diluicado de 128x%. Foi utilizado um esquema de 8 x 8
pocos, no qual as fileiras de 1 a 8 receberam o antimicrobiano em concentracées
decrescentes (32 a 0,25 pg/mL), enquanto os pogos de A a H receberam as
diluigdes do EEGL, FAGL e GN4MC. Para o EEGL e o GN4MC, foram adotadas
concentragdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 ug/mL, e para a fragao
de alcaloides, concentracbes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125
Mg/mL (Figura 08). A partir da correlagao entre a CIM do antimicrobiano isolado, a
CIM do alcaloide isolado e a CIM da combinacéo, foi calculado o indice de

concentragao inibitéria fracionada (ICIF).
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Figura 08 — Esquema de distribuicdo de amostras adotado no ensaio do tabuleiro de xadrez.
Legenda: 1-8- concentragdes decrescentes do antibidtico; A a G: concentragbes decrescentes das
amostras testes. Fonte: Autor, 2025.
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ICIF=

A partir do ICIF as interagdes foram avaliadas seguindo o quadro abaixo:

Quadro 03 — Interagdes a partir do ICIF obtido

Interagcao ICIF
Sinergismo potenciagao <0,5
Sinergismo adic¢ao 0,5<CIF =1
Indiferente 1<CIF=2
Antagonismo >2

Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2009.

4.3.4 AVALIACAO DA PRODUGAO DE BIOFILME

O teste foi adaptado de Christensen e colaboradores (1982), as cepas foram

incubadas em Agar Nutriente por 24h & 35°C+2°. Apds esse periodo, a placa de 96
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foi prepara com a adicdo 180 pL de caldo TSB, onde foram adicionados, 20 pL da
suspensao bacteriana das amostras em solucao salina 0,85% para adesao na placa
e novamente incubadas a 35°C£2° por 24h. Apés a incubagao, o meio foi retirado e
os pocos foram lavados 3x com solucao salina 0,85%, para promover a remo¢ao do
material ndo aderido. O biofilme foi fixado com 200 pL de metanol P.A por 15 min,
apos esse periodo, o metanol foi retirado e placa foi seca em temperatura ambiente.
Em seguida, foram adicionados 200 pL de violeta genciana a 0,25% durante 3 min.
Em seguida, o excesso de corante foi removido com trés lavagens com solucao
salina a 0,85% e deixado secar a temperatura ambiente. Apds secar, para a leitura
da densidade optica (DO), o corante residual do biofilme foi diluido com uma solugao
de acido acético a 33% (v:v) e, entdo, lido em um leitor de multiplacas a 630 nm.
Sendo, entdo classificado como ndo aderentes (quando a DO < Doc; densidade
Optica do controle negativo), fraca a moderadamente aderentes (DOc < DO <
2xD0Oc) e fortemente aderente (2xDoc < DO; Christensen et al., 1985; Mariz, 2018).

4.3.5 AVALIACAO IN SILICO

Para a realizagao dos estudos in silico as moléculas foram desenhadas em
MarvinSketch™  otimizadas em Avogrado™ e entdo submetida a avaliagdo do
servidor ADMETLab™ 3.0 e PreADMET para as predicbes fisico-quimicas,
farmacocinéticas, toxicolégicas e drug-likeness, onde foi avaliada a
biodisponibilidade que levou em consideracdo a Regra de Lipinski ou "Regra dos
Cinco" onde um bom candidato a farmaco possuira (1) numero de grupos aceptores
de ligagao hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; (2) numero de grupos doadores
de ligacao hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; (3) massa molecular (MM) menor
ou igual a 500 g/mol (4) coeficiente de particdo octanol-agua (log P) menor ou igual a
5; (6) area de superficie polar (PSA) menor ou igual a 140 A (Lipinski et al., 1997;
Lipinski, 2004; Verber et al., 2002).

Nos estudos farmacocinéticos avaliou-se a absorcdo intestinal (Human
Intestinal Absorption = HIA), onde foram considerados os parametros de HIA 0-20%
(baixa absorgao), 20-70% (moderada absorg¢do), >70% (elevada absorgdo);
permeabilidade em células Caco2 (Yee, 1997) e MDCK onde as moléculas foram
consideradas de alta permeabilidade em valores >70 nm/sec, de média

permeabilidade 4-70 nm/sec e de baixa permeabilidade <4 nm/sec (Yazdanian et al.,
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1998). Para analise da distribuicdo dessas substancias, os referenciais foram >90%
ligado fortemente a albumina e <90% ligacdo moderada a fraca a albumina. Para a
capacidade ou ndo de atravessar a barreira hematoencefalica, empregaram-se os
seguintes critérios: atravessa livremente a BHE >2,0, atravessa de forma moderada
a BHE valores entre 2,0-0,1 e atravessa de forma reduzida ou ndo atravessa <0,1
(Ajay, et al., 1999).

Para a ancoragem molecular as proteinas foram recuperadas do dominio
RCSB PDB (https://www.rcsb.org/) e otimizadas no servidor APBS

(https://server.poissonboltzmann.org/) para remogcdo dos componentes co-

cristalografados, adigcdo dos hidrogénios polares e cargas do campo de forca
CHARMM em um estado protonado em pH 7,0. A ancoragem foi realizada utilizando
como alvos a PBP2a (PBP alterada; PDB: 4CJN) expressa por MRSA; a enzimas [3-
lactamases KPC-2 (carbapenemase da classe A; PDB: 5UJ3) e NDM-1
(carbapenemase de classe B; PDB: 5ZGE) expressas pela E. coli, além os genes
que participam do quorum sensing (QS) para avaliagdo da inibigdo do biofilme LuxS
(PDB: 2FQT) e o dominio AgrA-LytTR (PDB: 4G4K), entao foi realizada por meio do
servidor DockThor™, a ancoragem foi realizada no sistema de virtual screening
tendo as seguintes coordenadas 4CJN (XYZ 8, -8, -67), SUJ3 (XYZ 19, 13, 12),
5ZGE (XYZ -8, -45, 103), 2FQT (XYZ -19, 27, -11) e 4G4K (XYZ 24, 24, 43). As
visualizagbes das interagbes foram feitas com os servidores Discovery Studio™ e
PyMOL™.
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5 RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

5.1 Estudo Fitoquimico

O extrato (EEGL, 400 mg, 2%) e a fracdo alcaloidica (FAGL 50 mg, 0,2%), e
apos a particdo acido:base durante a obtencdo da FAGL, um p6é amoérfico de cor
branco-esverdeado foi obtido por precipitacdo em pH 9-10 (68mg, 0,27%), as trés
amostras foram submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD), para
obtencao do perfil cromatografico. Em CCD podemos observar sinais da presenga
de compostos fluorescentes no EEGL e na FAGL, durante a incidéncia de luz-
ultravioleta no comprimento de onda de 365nm (Figura 09.1), enquanto que, no
isolado, ndo é perceptivel a fluorescéncia que é caracteristica de alcaloides, e apods
o0 uso do regaente de Dragendorff (Figura 09.2), temos o aparecimento de uma

mancha alaranjada pela reacdo com a porgdo amina.

VEEGL FAGL ,Precii'itadg '

Figura 09 — Perfil em CCD do extrato, fragao alcaloidica e isolado.

Legenda: Fase movel: Cloroférmio: metanol: hidroxido de aménia (85:15:0,2 [%, v/v]). 1: perfil
observado sobre a luz-ultravioleta em 365nm. 2: perfil revelado com Dragendorff. EEGL: extrato;
FAGL: fragao.
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Para buscar elucidar melhor a composicdo do EEGL e da FAGL, foram
realizadas analises via CLAE-DAD, entretanto, ndo foi possivel padronizar a analise
para o EEGL. Analise por CLAE-DAD da fracdo mostrou constituintes referentes aos
picos com Tr (tempo de retengdo) = 12,16 min. (absorbancia UV A 205, 243, 295
nm); Tr: 14,95 (A 203 e 248 nm); e os picos com Tr = 17,44; Tr = 21,04; Tr = 22,07;
Tr = 25,74 e Tr = 27, 75 apresentaram A aproximadas 220-223 e 261-270 nm. Os
picos de absorbancia observados em torno de 203 nm, 220 nm, 248 nm e 270 n20m
sdo caracteristicos de alcaloides inddlicos. As absorbancias proximas a 203 nm e
220 nm sugerem a presenca de estruturas aromaticas simples ou sistemas
conjugados com duplas ligagdes, que podem estar associados ao anel inddlico. Ja
os picos em 248 nm e 270 nm estéo relacionados a substancias que contém grupos
carbonila, amina ou nitrogénio heterociclico, o que reforca a caracterizagdo do
nucleo inddlico (Brandao, 2012; Silva, 2016; Aigotti et al., 2022). No caso do
composto identificado no pico com Tr de 12,16 minutos, observa-se uma
absorbancia caracteristica em 295 nm, que é tipica de alcaloides B-carbonilicos.
Essa absorbancia esta associada a conjugagao entre o sistema inddlico e o sistema
piridinico, confirmando a presenca dessa classe de alcaloides (Steele et al., 2002).

O isolado também foi submetido a analise CLAE-DAD e apresentou apenas
um pico com tempo de retencao (TR) de 9,21 min e absorbancia na regido do UV em
A 240,7 e 294,9nm (Figura 11). Brandao (2012) e Silva (2016) encontraram a mesma
absorbancia para uma porcao isolada de G. vellosii associando a mesma a presenca
de alcaloide inddlico ou que possuam um cromoéforo semelhante. A presenga das
bandas A 243, 289 e 396nm foram associados ao alcaloide inddlico geissoschizolina
(Aigotti et al., 2022), sendo entdo, essa absorbancia, sugestiva que o composto
possa derivar desse alcaloide.

Dessa forma, foi possivel obter um extrato e um rica em alcaloides indoldlicos,
0s quais apresentam caracteristicas estruturais provavelmente associadas a
derivados da geissoschizolina ou da geissospermina. Além disso, identificou-se a
presenca de alcaloides -carbonilicos, sugerindo a possivel ocorréncia de
flavopereirina ou de um derivado dessa substancia. E um isolado, provavelmente, a

geissoschizolina ou um derivado desta.
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Figura 10 - Cromatogramas da FAGL e do isolado das cascas de Geissospermun laeve.

O isolado foi submetido a analise de LC-MS, foi possivel perceber o ion

molecular do cloro nas fragmentagbes m/z 347, que corresponde ao isétopo CI-35
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([IM+CI35]+), e abundancia relativa (AR) de 100 sugere que este é o pico base, o que
€ consistente com a maior abundancia natural de CI-35 (cerca de 75%). Ja a
fragmentagao m/z 349 corresponde ao isé6topo CI-37 ([M+CI37]+), tendo abundancia
relativa (AR) de 30 é consistente com a menor abundancia natural de CI-37 (cerca
de 24%; Figura 11). A relagdo de abundancia entre CI-35 e CI-37 é
aproximadamente 3:1, o que se reflete na relagcdo de intensidade dos picos
observados (100:30).
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Figura 11 — Espectro de massas de ion totais no modo positivo de ioniza¢do do isolado obtido das
cascas de G. laeve.

Para tentar elucidar a composto isolado, as analise de FT-IR demonstraram o
carater indodlico, onde é possivel observar as deformacdes axiais C-H (3281, 3208
cm™) e de ligagdes C=C (1603 e 1486 cm™'). A presenga de grupo metila € sugerida
pela absor¢cdo em 1463 cm', atribuida a deformacgao angular, assim como bandas
entre 1350 e 1150 cm™, que sugerem ligagbes de C-H em hidrocarbonetos e a
absorgdo em 780 cm™' associados a hidrogénios vicinais em anel benzénico orto-
dissubstituido (Figura 12).
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Assim, para confirmar a identidade do composto isolado, foi submetido a

analise por ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C onde podemos notar a

presenca de 20 carbonos com deslocamentos quimicos em & = 11,1; 22,8; 23,0;
28,1; 34,2; 34,6; 38,2; 52,8; 53,9; 63,6; 64,1; 65,1; 66,6; 76,4; 110,8; 120,4; 123,2;
129,8; 134,1 e 150,5 ppm e os sinais integrados de hidrogénioem & = 7.33 (d, J =
7.5 Hz, 1H), 7.09 (t, J=7.7 Hz, 1H), 6.81 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
5.63 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.46 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 3.94-4.06 (m, 2H), 3.70-3.90 (m,
4H), 3.64 (dd, J = 10.6, 6.7 Hz, 1H), 3.45 (br t, J = 13.9 Hz, 1H), 2.49-2.73 (m, 2H),
2.42 (br dd, J = 14.9, 2.4 Hz, 1H), 2.14-2.24 (m, 1H), 1.98 (br dd, J = 13.0, 6.3 Hz,
1H), 1.76-1.92 (m, 1H), 1.74 (br s, 1H), 1.29-1.54 (m, 2H), 1.03 ppm (t, J = 7.4 Hz,

3H; Figura 13).



66

L &
A g
o
[ <
>
‘—V(DvmmwIﬂlﬂl\wr\N‘-!\&DLD(DF)G)NO!OSVI\O’NMI\WVLDI\WNQwaLDP\OIONNI\wN(DwH’)OVI\N.
ODOUNITINANTONRNAMONOITVOTOTM T NMOVVOTrOTrMONOTrVOMNOVTFrMOTOOOMNONTM I X
UTNOTONOMOVOULNINTOITTrONMNOOUMTOOMNMANNTRIOOUNTTrOOTTTONTORWO W
MOANCRRVOBEROCCRDRANABNERREBREOUREENNOINDERECTTENNNSRRDBROCCIMNN
AANRANNOOOVLLTTTOMNOMNMMOMMMOMMOMMMMMOMMOMONNNNNNNNNNN ™ =™ =
— ~
R
L ©
b=
—
[~ @
\ | -
? 1 e
y |
1) T Y.y T8, [
| | 1 i | L
v © o~ N~ o an < 0 O~ - w ~
o ® W N = m!m < N M ™ N V'l - -
n 0 aw - N Y| =i ~N™ % 0 O o ©w ©
—NTNTIRT——— g g . TN® aMNTRT N o -o
v e - ®m o o ™ e o ®. a0 L
I T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 4 2 0 [ppm]
)
B =
- " ™ el o] w =
o~ - O w0 < e NO®O® wuw OMmT NOwT o
w o 0 N~ ~ o ocowwT oOw oM WoOoN ~ F
©0 N - w~ - @ N~ ON VYO OLITN LA
pac We ¥« o © QYN N QAW T O 2 +
w el oo~ - ~ NOWOLYT O oun OowTw ~ o~
- - e - ~N COO® VWY MMM NN - ==
| ©
-
—
= @
<
‘ = o~
A, AL 7|
S B S UL S s S S B Sy S S S Sy B B B S s B S S
160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

Figura 13 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do isolado obtido por parti¢cao.
Legenda: A= RMN 'H (400 hz); B = RMN '3C (100 hz).

No espectro podemos notar a ressonancia caracteristica do sistema inddlico &x
=7,33 (d, 7,46, 1H, H-9), dn = 6,81 (t, 7,5, 1H, H-10), dn= 7,09 (t, 7,7, 1H, H-11) e &H
= 6.66 (d, 7.8, 1H, H-12). Podemos observar a presenc¢a de um grupo C-17 CH20H
(61 = 3,64 e 3,79; &c = 65,1) e um grupamento C-19 e C-18 etila (dn 1,02 (CH3), 1,33
(CH2a) e 1,41 (CHzb); &¢c = 11,1 e 22.8). Ainda, é possivel encontrar a ressonancia
de um grupo metila d1=1,03 (t, J=7,4), € 1,33 (m) e 1,41 (m) (Silva, 2016; Bastos

et al., 2023). Os sinais encontrados nesse estudo para 'H e '3C sio similares ao
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encontrados por Bastos e colaboradores (2023, Tabela 01), com alteragdo de
algumas multiplicidades de sinais para 'H e a auséncia de integral de dois sinais &H
3,85 (dd, 12,0, 6,8) e 3,96 (ddd, 12,0, 11,8; 8.1).

Tabela 01 - Comparagéo entre os sinais de RMN de H' e C'3 obtidos e com os

encontrados na literatura

Posicao OH on* ocC oc*
1
2 4,01 (m) 4,03 (d, 5,5) 63,6 64,3
3 3,79 (m) 3,72 (dd, 14,5, 76,4 77,0
4,2)
4
5 3,85 (dd, 12,0, 64,1 64,2
6,8)
3,96 (ddd,
12,0, 11,8; 8,1)
6 2,66 (m) 2,66 (m) 34,6 35,1
7 52,8 53,4
8 134,1 134,2
9 7,33 (d, 7.46) 7,29 (d, 7,5) 123,2 123,7
10 6,81 (t, 7,15) 6,80 (t, 7,5) 120,4 121,0
11 7,09 (t, 7,7) 7,08 (t, 7,5) 129,8 130,4
12 6,66 (d, 7,8) 6,65 (d, 7,7) 110,8 111,4
13 150,5 151,0
14 2,42 (br dd, 14,92; 2,43 (dd, 15,0, 23,0 23,3
2,45) 2,6)
1,87 (m) 1,87 (dt, 15,0;
3,1)
15 1,74 (br) 1,74 (br) 28,1 28,7
16 2,19 (m) 2,16 (m) 34,2 34,8
17 3,64 (dd, 10,5; 6,6) 3,64 (dd, 10,5; 65,1 65,6
3,79 (m) 6,8)
3,79 (dd, 10,5,
9,7)
18 1,03 (t, 7,4) 1.02 (t, 7.4) 11,1 11,5
19 1,33 (m) 1,33 (m) 22,8 23,6
1,41 (m) 1,46 (m)
20 1,98 (br dd,13.02, 1,96 (m) 38,2 39,2
6.30)
21 3,45 (t, 13,9) 3,42 (t, 14,0) 53,9 54,2
3,71 (m)
22 5,46 (d, 10,0) 5,40 (d, 10,0) 66,6 67,1
5,63 (d, 10,0) 5,59 (d, 10,0)

Legenda: * Sinais encontrados por Bastos et al., 2023.
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Dessa forma, as analises quimicas permitem inferir que o isolado trata-se da
geissoschizolina (N4) metil cloro (GN4MC; Figura 14), um alcaloide de carater
indolico. No processo de extracdo e isolamento do alcaloide foi utilizado o acido
cloridrico (HCI) que pode protonar grupos funcionais especificos no alcaloide
bisinddlico, como aminas, amidas ou ésteres, tornando as liga¢gdes mais suscetiveis
a clivagem. Nos alcaloides indolmonoterpenos tém ligacdo amida que pode ser
susceptivel a hidrélise ocorrendo adi¢ao nucleofilica de agua ao carbono carbonilico,
levando a ruptura da ligacdo C-N e a formacédo de acidos carboxilicos e aminas.
Agora, se houver um éter ou uma ligagéo instavel entre os aneis, a protonagao pode
facilitar a clivagem dessas ligacdes, resultando em fragmentos menores e acredita-

se que isso tenha ocorrido no presente estudo (Lounasmaa; Nemes, 1982).
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Figura 14 — Estrutura da Geissoschizolina (N4) metil cloro.

Alcaloides indolicos, os bisinddlicos e os B-carbonilicos, formam os principais
grupos de metabdlitos isolados de G. laeve e os B-carbonilicos sdo os principais
compostos com atividade farmacoldgica da espécie. Além disso, entre os alcaloides
isolados de G. laeve os inddlicos sdo os mais numerosos, com mais de 15 sendo
isolados da espécie (Marion, 1952; Rapoport et al.1958; Hughes; Rapoport, 1958;
Wenkert; Kilzer, 1962; Rapoport ef al., 1958; Rapoport; Moore, 1962; Moore;
Rapoport, 1973; Werner et al., 2009; Ishiyama; Matsumoto; Sekiguchi, 2005; Dias,
2012; Ramos et al., 2017).

Conforme dito anteriormente, a presenca do HCI pode ter contribuido para a

guebra de um alcaloide bisindélico com formacao de um alcaloide inddlico clorado, o



69

que pode trazer diversas vantagens em termos farmacologicos. O alcaloide
bisindolico possui uma massa molecular (MM) maior, o que pode ser um fator
limitante na absorgdo no trato gastrointestinal e distribuicdo. A fragmentacéo e
adicao de Cl-, pode levar a reducdo da MM e aumento da lipofilicidade do composto,
facilitando sua absorgdo pelas membranas biolégicas e distribuicdo para o sistema
nervoso central (SNC). Compostos clorados podem apresentar propriedades
antimicrobianas, teoricamente podem ter acido contra patdgenos resistentes
(Ferreira; Nascimento; Dolabela, 2020).

Diante da premissa que a adigdo de cloro pode ser um fator favoravel para
atividade contra bactérias resistentes, optou-se por trabalhar com este alcaloide.
Como a G. laeve possui alcaloides indolicos, bisindolicos e B-carbolinico, optou-se
pela inclussdo do EEGLc e FAGL. Ressalta-se que estudos anteriores relacionam a
atividade antiparasitaria ao alcaloide B-carolinico (Steele et al., 2012; Silva et al.,
2019).

5.2 Atividades Biologicas

Apds 0 semeio em em agar cromogénio, observou-se colénias muito bem
caracterizadas, de contornos definidos, sem o crescimento de colénias com
coloracéo distintas (Figura 15). CHROMagar™ Orientation € um meio de cultura
nao-seletivo desenvolvido para atestar a pureza de amostras biolégicas através de
determinantes cromogénicos incluidos no meio (Manickam et al., 2013). As bactérias
necessitam de um grupo especifico de componentes para o seu desenvolvimento,
ao adicionar um fator cromogénico a uma ou mais componentes, as colOnias
crescem com caracteristicas distintas a cada microrganismo permitindo sua distingao
dentro do meio, assim, se mais de um microrganismo estiver presente na amostra &
possivel diferencia-los (Merlino et al., 1996; Manickam et al., 2013, Ali et al., 2023).
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Figura 15 — Cepas semeadas no CHROMagar™ Orientation, apresentando col6nias confluentes e
puras, sem crescimento de colbnias distintas.

Legenda: A: ATCC 6538 (S. aureus), B: ATCC 25922 (E. coli), C: ATCC 43300 (MRSA), e IEC/BAC

58932 (E.coli coprodutora de NDM-KPC).

A atividade antimicrobiana demonstrou que a fragdo de alcaloides foi mais ativa
que o extrato para as cepas de S. aureus, onde obtemos o CIM de 50 ug/mL e 100
Mg/mL para as cepas ATCC 6538 (sensivel) e ATCC 43300 (resistente),
respectivamente (Tabela 2; Figura 16 e 17). A analise de CLAE-DAD demonstrou
que a fracdo possui alcaloides inddlicos e B-carbonilicos, como nado houve limitagao
da acado frente as duas cepas de S. aureus, os alcaloides presenca, seja em
sinergismo ou isoladamente, devem atuar na parede celular de bactérias Gram-

positivas.

Tabela 02 — Atividade anti-estafilococica do extrato e da fracdo de G. laeve
CIM
pug/mL
Microrganismo/ ATCC ATCC ATCC IEC-BAC
Amostra teste 6538 43300 25922 58932

Extrato 200 200 >200 >200
Fracao 50 100 >200 >200
GN4MC >200 >200 >200 >200
Benzilpenicilina 0,0625 32 - -
Imipenem - - 0,125 32

Legenda: GN4MC: geissochizolina (N4) metil cloro. ATCC 6538 (S. aureus), ATCC 25922 (E. coli),
ATCC 43300 (MRSA), e IEC/BAC 58932 (E.coli coprodutora de NDM-KPC).
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Figura 16 — Inibicao do crescimento em S. aureus AC :6538) sem résiéténéia, do extrato, fragdo
de alcaloides e isolados das cascas de G. laeve.
Legenda: CM: controle do meio; Cl: crescimento do inoculo; CS: controle do solvente.
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Figura 17 — Inibigado do crescimento em MRSA (ATCC 43300), do extrato, fragdo de alcaloides e
isolados das cascas de G. laeve.
Legenda: CM: controle do meio; Cl: crescimento do inoculo; CS: controle do solvente.
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O EEGLc, FAGL e alcaloide, para as cepas de E. coli n&o inibiram o
crescimento bacteriano nas concentracdes testadas (Tabela 2; Figuras 18 e 19). A
diferenca de resultados entre o S. aureus e E. coli pode estar relacionado a
diferencas em suas paredes. No S. aureus ndo ha uma membrana externa, a sua
parede de peptidoglicano espessa néo impede a entrada de compostos hidrofilicos e
a presenca de acidos teicoicos e lipoteicoicos, geralmente, ndo cria uma barreira
significativa (Colclough et al., 2020). Estas caracteristicas acabam facilitando a
permeabilidade das moléculas, faciltando sua chegada em concentragdes
adequadas no sitio de acéo (Singh et al., 2022). Por outro lado, a E. coli possui uma
membrana externa que atua como uma barreira seletiva, reduzindo a permeabilidade
de moléculas hidrofilicas (Colclough et al., 2020). A permeabilidade através da
parede se deve a porina que limita a passagem de moléculas maiores, ainda hd uma
camada de lipopolissacarideos que dificulta a difusdo de moléculas hidrofébicas,
tornando a bactéria mais resistente a alguns antibiéticos (Colclough et al., 2020).

Em termos farmacoldgicos, € muito importante que a molécula consiga chegar
ao seu sitio de acao, permaneca no local por tempo suficiente para que o efeito
ocorra. Desta forma, diferencas de permeabilidade entre as bactérias Gram positivas

e negativas podem explicar a atividade em Gram positiva somente.
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Figura 18 — Auséncia de inibicio do do creééimento em E.Abo/i (ATCC 25922) sem resisténcia, do
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extrato, fragao de alcaloides e isolados das cascas de G. laeve.
Legenda: CM: controle do meio; ClI: crescimento do inoculo; CS: controle do solvente.
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Figura 19 — Auséncia de inibicao do crescimento em E.coli (IEC-BAC 58932) coprodutora de NDM-
KPC, do extrato, fragdo de alcaloides e isolados das cascas de G. laeve.
Legenda: CM: controle do meio; ClI: crescimento do inoculo; CS: controle do solvente.

Conforme descrito anteriormente, a atividade antimicrobiana de G. /aeve foi
descrita em estudos pregressos, sendo utilizados os métodos de difusdo em Agar
(Correia et al., 2008; Brandao, 2012) e microduluigdo (Brandao, 2012; Dias, 2012;
Saraiva et al., 2012). Estes resultados corroboram com os resultados do presente
estudo.

Avaliou-se no presente estudo, se a associagdo do EEGL, FAGL e da GN4MC
com a benzilpenicilina produz um efeito sinérgico em MRSA. Especificamente para o
EEGL observou-se que, de forma proporcional, a medida que se aumenta a
concentracdo EEGL (12,5 a 200 pg/mL) a concentragdo do antibidtica cai pela
metade. Concentragées do EEGL abaixo de 12,5 mg/mL n&o € necessario mudar a
concentragao do antibidtico (Figura 20). Estes resultados sugerem que a resposta
inibitéria foi concentragdo-dependente no intervalo de 200 a 12,5 mg/mL, porém
abaixo desta concentracdo nido se observou esta correlagdo. Esta associagao levou

a um efeito sinérgico de potenciagéo (Tabela 3).



74

Para a FAGL nao foi observado o mesmo padrédo de reposta, de 12,5 pg/mL
para 25 ug/mL é necessario aumentar o quadruplo da concentragdo do antibiético,
enquanto que de 25 pg/mL para 50 uyg/mL, é apenas necessario o dobro, padrao que
se repete para de 50 a 100 pg/mL, mantendo-se um platd apos isso nas
concentragcbes testadas. Concentragbes do EEGL abaixo de 6,25 pyg/mL nao é
necessario mudar a concentragdo do antibidtico (Figura 20). Estes resultados
sugerem que a resposta inibitéria foi concentracdo-dependente no intervalo de 25 a
50 pg/mL, porém abaixo desta concentragcdo ndo se observou esta correlagédo. Esta
associacao levou a um efeito sinérgico de potenciagao (Tabela 3).

Para todas as concentragdes testadas de GN4MC nao houve alteracdo dos
resultados, demonstrando que esse alcaloide ndo apresenta uma resposta
concentracdo-dependente e que, independente a concentragio, a resposta sera a
mesma. Dentre os resultados apresentados, a FAGL apresenta o melhor perfil
sinérgico, visto que, apenas 50 ug € capaz de reduzir a concentracdo da

benzilpenicilina em 64 vezes.

Tabela 03 — Efeito sinérgico do extrato, fragdo e isolado das cascas de G. laeve
utilizando os antimicrobianos benzilpenicilina e Imipenem, através do indice de
concentracéo inibitoria fracionada (IFIC)

S. aureus Efeito E. coli Efeito
43300 sinérgico 58932 sinérgico
Extrato 0,02 Potenciacao 2,00 Indiferente
Fracao 0,01 Potenciacao 0,25 Potenciacéo
Isolado 0,12 Potenciacao 2,00 Indiferente

Legenda: < 0,5: sinergismo de potenciagédo; 0,5 < CIF < 1: sinergismo de adigdo; 1 < CIF < 2:
indiferente; e >2: antagonista.
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Figura 20 — Efeito sinérgico entre 0 EEGL, FAGL e a GN4MC com a benzilpenicilina frente a ATCC
43300 de MRSA.
Legenda: A: Menor concentragdo que obteve resultado com sinergismo de potenciagdo com a
concentragdo do extrato em 1,56 pug e da benzilpenicilina de 0,5 pg. B: Menor concentragdo que
obteve resultado com sinergismo de potenciagdo com a concentragdo da fragdo em 0,78 pg e do
antibidtico de 0,25 ug C: Menor concentragdo que obteve resultado com sinergismo de potenciagéo
com a concentragéo do isolado em 1,56 ug e do antibiético de 4 pg.

Para avaliacdo do efeito sinérgico frente a E. coli (IEC-BAC 58932),
coprodutora de NMD e KPC, utilizou-se diferentes concentragcdes das amostras
testes associados a diferentes concentragdes de Imipenem, que isoladamente
apresentou CIM de 32 ug/mL. O EEGLc, nas concentragbes avaliadas, nao interferiu
no CIM do imipenem em E. coli. Resultado similar foi observado para a GN4MC, isto
€, em nenhuma concentragao usada houve redugéo do CIM do Imipenem em E. coli.
Entretanto, para a FAGL observou-se reducao do CIM quando associado a
concentracao de 200 pg/mL. Quando se associou 100 ug/mL da FAGL, houve uma
reducao de 50% na concentracao do antibidtico para inibir o crescimento bacteriano
(Figura 21).

De forma similar ao S. aureus, os receptores envolvidos na atividade de (-
lactdmicos como o Imipenem (PBP) encontram-se na membrana celular. Diferente
da S. aureus, a parede bacteriana da E. coli e localizagado das B-lactamases podem
dificultar a acdo dos B-lactamicos. Inicialmente, o Imipemem deve atravessar a

membrana externa que ¢é constituida por uma bicamada lipidica contendo
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lipopolissacarideos (LPS) e proteinas transmembrana (porinas). Entre a parede e a
membrana existe o espago periplasmatico onde pode ser armazenada as f-
lactamases (Beacham, 1979; Davies; Everett, 2021).

No caso do Imipenem, uma molécula pequena (300 Da) e hidrofilica, atravessa
a membrana externa, porém necessita do transporte facilitado por porinas OmpC e
OmpF (Masi et al., 2022). Entretanto, algumas cepas de E. coli resistentes podem
reduzir a expressao ou modificar a estrutura de OmpC e OmpF, dificultando a
entrada do imipenem (Masi et al, 2022; Davin-Regli; Pages; Vergalli,
2024). Algumas cepas de E. coli produzem carbapenemase (KPC, NDM, OXA-48)
que podem degradar o Imipenem antes que atinjam seu alvo (Davin-Regli; Pageés;
Vergalli, 2024). No presente estudo utilizou-se uma E. coli que produz
simultaneamente duas carbapenemases tornando a bactéria altamente resistente e
a reversao da resisténcia pela FAGL sugere inibigdo das carbamapenases de forma
direta, ou inibicdo de genes envolvidos na sua sintese.

O alcaloide berberina suprimiu a transcricdo dos genes que codificam [3-
lactamases; aumenta a permeabilidade da membrana bacteriana, facilitando a
entrada de B-lactamicos; interfere no quorum sensing, reduzindo a resisténcia
bacteriana global; potencializa carbapenémicos e cefalosporinas contra bactérias
produtoras de B-lactamase (Zhao et al., 2024). Desta forma, o mecanismo envolvido
no sinergismo produzido pela FAGL em E. coli precisa ser investigado.

Saraiva e colaboradores (2012) utilizando o teste de dico-difusdo demonstrou
que o extrato etandlico e a fragdo de alcaloides demonstraram efeito sinérgico frente
a S. aureus resistente oxacilina (ORSA), ndo apresentando resultado para a cepa
nao resistente, utilizando os antimicrobianos ciprofloxacino, clindamicina e
vancomicina. Estes farmacos atuam em diversos niveis do microrganismo, agindo
sobre a sintese do DNA, inibicdo proteica, e sintese da parede celular, o que
vislumbra a acao antimicrobiana de G. laeve é aumentada na presenga dos

antibioticos.
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Figura 21 — Efeito sinérgico entre o EEGL, FAGL e a GN4MC com o Imipenem frente a ATCC 58932
de E. coli (coprodutota de NDM-KPC).

Legenda: A: Efeito sinérgico indiferente entre o EEGL e o imipenem; B: Menor concentragdo que

obteve resultado com sinergismo de adigdo com a concentragdo da FAGL em 50 ug e do antibiético

de 0,25 pg; C: Efeito sinérgico indiferente entre a GN4MC e o imipenem.

Na avaliacdo do biofilme, foi possivel identificar que as duas cepas nao
resistentes, a ATCC 25922 e ATCC 6538 foram fracas a moderadamente produtoras
de biofilme, enquanto que as capas ATCC 43300 e IEC 58932 foram identificadas
como fortes produtoras de biofiime (Tabela 4). Existem diferencas pontuais na
composicao, estabilidade e como ocorre a interagao entre os biofilmes formados por
Gram-positivas e negativas com as comunidades bacteriana internas e o meio
externo, contudo, eles servem como defesa a agentes sanitizantes, antimicrobianos
e a resposta imune, além de aumentar a viruléncia dessas cepas (Flemming et al.,
2016).

Tabela 04 — Adesdo das bactérias aos pogos da placa de poliestireno para
observacao da producgéo de biofilme.

Padroes Absorbancia Adesao
CP 0,121+0,002 Fortemente Aderente
CN 0,011+0,001 Nao Aderentes

Amostras
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ATCC 25922 0,075+0,006 Fraca a Moderadamente Aderentes
IEC 58932 0,069+0,001 Fortemente Aderente
ATCC 6835 0,105+0,009 Fraca a Moderadamente Aderentes
ATCC 43300 0,170+0,023 Fortemente Aderente

Legenda: CP: ATCC: 19606 (Acinetobacter baumannii); CN: ATCC DH5-a (E. coli); ATCC 6538 (S.
aureus), ATCC 25922 (E. coli), ATCC 43300 (MRSA), e IEC/BAC 58932 (E.coli coprodutora de NDM-
KPC). Classificagao: nao aderentes (quando a DO < Doc; densidade Optica do controle negativo),
fraca a moderadamente aderentes (DOc < DO < 2xDOQc) e fortemente aderente (2xDoc < DO).

A acado do EEGL e da FAGL nas cepas de S. aureus que foram produtoras de
biofilme, pode demonstrar que os alcaloides presentes na planta podem agir para
desestruturar ou inibir a formacgao do biofilme, sendo necessario estados adicionais.
A berberina, um alcaloide isoquinolinico, demonstrou capacidade de inibir a
formacgao do biofilme em S. aureus em uma resposta dose-dependente, levando a
desagregacao das colbnias conforme a concentragdo aumentava, ela atua na
inibicdo do sistema Agr e do aumento da produgcdo de PIA (polissacarideo
intracelular de adesao), que contribuem para a persisténcia do biofilme. Estudos
adicionais sdo necessarios para explorar o potencial terapéutico da berberina no
controle de infec¢des relacionadas a biofiimes (Chu et al., 2016; Zhang et al., 2022).

A reserpina, um alcaloide inddlico, demonstrou atividade antibiofilme contra S.
aureus em concentragdes CIM/2. Em concentragbes de 800 ug/mL, a reserpina
inibiu a formacgéo de biofiimes em até 43% e promoveu a erradicagao de biofilmes
pré-formados em mais de 70% na mesma concentragao (Parai et al., 2020). Por sua
vez, a piperina, um alcaloide do grupo da piperidina, reduziu a formagao de biofilmes
de S. aureus em 28% e 40% nas concentragcbes de 8 pg/mL e 16 ug/mL,

respectivamente (Das et al., 2024)

5.3 Estudos in silico

Dentro dos preceitos da Quimica Medicinal existem as teorias voltadas a
descoberta de novos farmacos, que levam em conta as caracteristicas desejaveis
aos candidatos baseados em modelos relacao estrutura/atividade (SAR) ou relagao
quantitativa estrutura/atividade (QSAR) que empregam coeficientes matematicos
para predizer atividades biolégicas, propriedades fisico-quimicas, toxicologicas. Esse
processo, prévio, dispensa a sintese e o uso de reagentes ou animais em estudo, o

que gera uma receita positiva no custo milionario no desenvolvimento de novos
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farmacos (Marques et al., 2024).

Assim, os estudos in silico tem despontado como pré-requisitos para o
desenvolvimento de novos farmacos ou andlises de alteracbes moleculares feitas
em farmacos ja existentes. Dentre os modelos mais utilizados, encontra-se a Regra
dos 5 (ROS5), onde um bom candidato a farmaco oral deve apresentar peso
molecular de até 500 (g/mol), numero de ligagdes aceptores de hidrogénio <10 e de
doadores de hidrogénio < 5 e logaritmo de particao agua/octano (logP) < 5 (Lipinski,
2004). Nesse estudo, propomos analisar o perfil, fisico-quimico, farmacocinético e
toxicologico, além de avaliar a interacdo receptor-ligante por meio de ancoragem
molecular e dindmica molecular, foram escolhidas para esse estudo, com base nos
estudos fitoquimicos, os alcaloides B-carbonilico Flavopeirerina (1), o bisindolico
Geissospermina (2), e os inddlicos Geissoschizina (3), Geissoschizolina (4),

Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) 6xido (6, Figura 22).
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Figura 22 — Alcaloides selecionados para a avaliagao in silico encontrados nas cascas de G. laeve.
Legenda: Flavopeirerina (1), Geissospermina (2), Geissoschizina (3), Geissoschizolina (4),
Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) éxido (6).

Todos os alcaloides selecionados foram submetidos a avaliacdo das
propriedades fisico-quimicas, sendo adotada para analise a regra de Lipinski
associada a Verber (Verber et al., 2002). Podemos observar que apenas o alcaloide
2 violou um critério estabelecido pela Massa Molecular. Entretanto, todos os
alcaloides apresentaram area de superficie polar e 0 niumero de receptores de
hidrogénio foi adequado (Tabela 05).

As propriedades fisico-quimicas dos alcaloides permitem inferir como,

teoricamente, serdo os aspectos farmacocinéticos, isto €, moléculas com maior MM
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como a Geissospermina (2) terdo maior dificuldade em se distribuir para o SNC que
moléculas menores (Jorgensen et al., 2025). Ao avaliar as relagdes entre as ligacdes
doadores (nDH) e aceptores(nAH) de hidrogénio e numero de pontes rotacionaveis
(nRP) observa-se que o alcaloide 2 apresentou um maior numero de nRP (5), essa
caracteristica influencia na flexibilidade, permeabilidade, solubilidade, estabilidade
metabdlica e ligagdo ao alvo (Tabela 05; Veber et al., 2002; Abdulhakim et al., 2022).
Embora uma certa flexibilidade seja benéfica para a ligagdo ao alvo, um excesso de
pontes rotacionaveis pode comprometer a absorgdo e a estabilidade da molécula
(Abdulhakim et al., 2022).

Tabela 05 — Predigao fisico-quimica dos alcaloides encontrados nas cascas de G.
laeve

Consenso
MM dologP TPSA
Cédigo  Nome (g/mol) nRP nDH nAH (O/A) (A2)
1 Flavopeirerina 246,31 1 0 2 3,02 18,2
2 Geissospermina 632,37 5 1 7 3,46 61,04
3 Geissoschizina 352,18 3 2 5 2,92 66,56
4 Geissoschizolina 298,2 2 2 3 2,52 35,5
5 ﬁei?sos"hiz""”a (N4 35043 3 2 3 217 32,26
etil cloro
Geissoschizolina (N4)

6 Oxido 315,21 2 3 4 1,62 52,49

Legenda: MM: massa molecular; nRP: numero de receptores de hidrogénio; nDH: numero de
doadores de hidrogénio; nAH: nimero de aceptores de hidrogénio; TSPA: area de superficie polar;
log: logaritmo; O/A: dleo:agua; Paramétros: numero de grupos aceptores de ligacao hidrogénio
(nALH) menor ou igual a 10; numero de grupos doadores de ligagdo hidrogénio (nDLH) menor ou
igual a 5; massa molecular (MM) menor ou igual a 500 g/mol; coeficiente de particdo octanol-agua
(log P) menor ou igual a 5; area de superficie polar (TSPA) menor ou igual a 140 A.

O LogP (logaritmo da constante de particdo), demonstrou que todos os
alcaloides sdao moderadamente lipofilicos, sugerindo que essas substéncias podem
ser bem absorvidas pelas membranas celulares, que sdo compostas principalmente
de lipidios, ainda, por serem moderadamente lipofilicos, podem apresentar certa
solubilidade em agua (Pantaledo et al, 2021). A area de superficie polar (TPSA)
também é um parémetro relevante na avaliagdo de novos farmacos (Ertl; Rohde;
Selzer, 2000). As TPSAs das moléculas variam entre 16,99 e 66,56 A2, indicando

que todas estao dentro da faixa considerada favoravel para permeabilidade.
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Tabela 06 - Predicdo das propriedades farmacocinéticas dos compostos
encontrados no espectro de CLAE-DAD, das cascas de G. laeve.
Cddigo Absorcao Distribuicao Metaboliza¢ao
MDCK Caco2 gp-P HIA PP BHE Fase |
(nm/sec) (nm/sec) (%)

1 Alta Média S Alta 92 Alta CYP1A2; CYP2D6

2 Baixa Médio NS Alta 91 Baixo CYP1A2; CYP2C19; CYP3A4

3 Média Média S Alta 93 Alta CYP3A4

4 Alta Média S Alta 73 Alta CYP1A2; CYP2C19; CYP3A4

5 Baixa Baixa S Alta 83 Alta

6 Baixa Baixa S Ata 73 Alta CYP2C19

Legenda: Flavopeirerina (1), Geissospermina (2), Geissoschizina (3), Geissoschizolina (4),
Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) 6xido (6). MDCK: Madin-Darby canine
kidney; gp-P: glicoproteina P; HIA: absorgdo intestinal; PP: proteinas plasmaticas; BHE: barreira
hematoencefalica; CYP: citocromo; S: substrato; NS: ndo substrato. Parametros: HIA: 0-20% (baixa
absorcédo), 20-70% (moderada absorcdo), >70% (elevada absorgéo); permeabilidade em células
Caco2 e MDCK: alta permeabilidade em valores >70 nm/sec, de média permeabilidade 4-70 nm/sec e
de baixa permeabilidade <4 nm/sec. Distribuicdo na Barreira hematoencefalica: 1 atravessa; 0 nao
atravessa.

Ao analisar as propriedades farmacocinéticas observa-se baixas
permeabilidades para células MDCK e Caco2 para os alcaloides 5 e 6. Também,
baixa permeabilidade para células MDCK foi observada para o alcaloide 2 (Tabela
06). Entretanto, todos os alcaloides parecem ser bem absorvidos no trato
gastrointestinal. Um fator preocupante é a ligagéo dos alcaloides a gp-P, excetuando
a 2 (Tabela 06), pois esta proteina estd amplamente distribuida no epitélio intestinal,
em especial do intestino delgado, atuando como mecanismo de defesa pois limita a
absorgao de varios xenobidticos (Balimane, Chong, 2005, Jorgensen et al., 2025),
esta ligacdo alcaloide-gp-P pode reduzir a biodisponibilidade oral dos alcaloides.
Neste contexto, sdo necessarios estudos in vivo para avaliar a absorcdo e
biodisponibilidade dos alcaloides.

Os alcaloides 1, 2 e 3 ligam fortemente a proteina plasmatica (Tabela 06),
sendo os alcaloides moléculas com carater basico podendo se ligar a glicoproteina
al-acida e a albumina (Keen, 1971; Stielow et al., 2023). Desta forma,
provavelmente, a associagdo com outro farmaco que se liga fortemente a albumina
podera ocasionar um menor impacto no equilibrio da concentracao do alcaloide livre
e ligado as proteinas plasmaticas. Devido a maior massa molecular, somente o
alcaloide 2 tem dificuldade em atravessar a barreira hematoencefalica (Tabela 06).

Apenas o alcaloide 5 ndo sofre metabolismo de fase 1 através das CYPs



85

(Tabela 06), que tem o objetivo tornar a molécula mais polar, facilitando sua
excregao (Ramamoorthy, 2010; Werk; Cascorbi, 2014, Silva, 2015). Outro alcaloide,
a morfina, sofre metabolismo de fase 2 obtendo-se o metabdlito morfina-3-
glicuronideo (Pacifici, 2016), talvez o alcaloide 5 possa ser metabolizado através da
conjugagao com compostos endogenos. A inibicdo das enzimas do citocromo P450
(CYPs) esta diretamente relacionada ao aumento do risco de eventos adversos e
toxicidade medicamentosa, pois reduz a capacidade de metabolizacao de farmacos
ativos, levando ao seu acumulo sistémico (Ramamoorthy, 2010; Werk; Cascorbi,
2014, Silva, 2015).

A metabolizagdo pela CYP3A4 é mais crucial em termos farmacoldgicos, pois
essa enzima € responsavel pelo metabolismo de cerca de 50% dos farmacos em
uso clinico. Sua atividade influencia diretamente a biodisponibilidade, eficacia e
toxicidade de diversos medicamentos, sendo alvo de interagdes medicamentosas
significativas (Werk; Cascorbi, 2014).

Os alcaloides 1 e 2 (Tabela 07), ativaram o receptor androgénico, sua ativagéo
desempenha um papel crucial no desenvolvimento e manutencao das caracteristicas
sexuais masculinas, além de influenciar processos como a sintese proteica,
crescimento muscular e fungdo reprodutiva (Leung; Tien; Sadar, 2021). Os
alcaloides 1, 4 e 5 ativaram o receptor aromatase, nao € um receptor classico, mas
sim uma enzima (aromatase, CYP19A1) que converte andrégenos (como
testosterona) em estrégenos (estrona e estradiol). Dessa forma, os alcaloides 1 e 2
podem ter potencial como moduladores androgénicos, mas com riscos de efeitos
colaterais androgénicos excessivos. Além disso, os alcaloides 1, 4 e 5 podem
aumentar os estrogénios, o que pode ser indesejavel em homens, mas teria
implicagdes em condi¢des especificas (ex.: reposigdo estrogénica).

O alcaloide 1 também se ligou ao receptor de hidrocarbonetos arila (NR-AhR,
Tabela 07) que é um fator de transcricdo, envolvido na regulacdo de genes
associados a desintoxicagdo xenobidtica, inflamagéo, proliferacdo celular e
homeostase imunologica (Moukheiber et al., 2022).

Ativou o receptor de estrogénio (NR-ER) e seu dominio de ligacdo (NR-ER-
LBD, Tabela 07), € um receptor nuclear que media os efeitos dos estrogénios (como
estradiol, estrona e estriol), 0 NR-ER € essencial para fungbes reprodutivas, 6sseas

e cardiovasculares, mas exigem balango entre beneficios e riscos, e ao ativar
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também ao NR-ER-LBD, que ¢é responsavel pela interacdo com hormonios
estrogénicos, moduladores seletivos (SERMs) e compostos antagonistas, oferece
maior seguranga (Arao; Korach, 2021).

Também ativou o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (NR-
PPAR-y, Tabela 07), que é um receptor nuclear que atua como um regulador
principal do metabolismo lipidico e da diferenciagao adipocitaria, sendo assim, alvo
crucial no controle do metabolismo energético e inflamagéao (Filgueiras et al., 2024).

A ativacao do alcaloide 1 do receptor do elemento de resposta antioxidante
(SR-ARE) que também nao € um receptor nuclear classico, mas sim um elemento de
resposta ao estresse oxidativo regulado pela via de sinalizagdo do fator nuclear
relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf2), pode desempenhar um papel crucial na defesa
celular contra danos oxidativos e na detoxificagdo de xenobidticos (Vomhof-Dekrey;
Picklo, 2012; Liu; Zhang, 2022).

Ele também foi capaz de ativar a proteina supressora de tumor (SR-p53) que é
um fator de transcrigao que regula o ciclo celular, reparo de DNA e apoptose, juntos
estdo envolvidos na integridade do genoma (Lee et al., 2013; Kastenhuber; Lowe,
2017).

Ainda, o alcaloide 1 ativou fator de transcricdo de choque térmico (SR-HSE;
Tabela 07), embora ndo seja um receptor de esteroides classico, o sistema
HSE/HSF1 esta intimamente ligado a resposta ao estresse celular, incluindo
protecao contra danos proteotdxicos, e interage com vias hormonais e de sinalizagéao
nuclear (Lang et al., 2021). Por fim, ao ativar todos esses receptores, o alcaloide 1
ainda ativa o potencial de membrana mitocondrial (SR-MMP, Tabela 07) que é
essencial para a produ¢do de ATP, homeostase do calcio e sobrevivéncia celular
(Wu; Chen; Jiang, 2019).

Em um contexto farmacolégico, a ativacdo dessas vias pode levar a um
beneficio em contextos especificos, garantido assim que, de forma global, o
alcaloide 1 seja um promissor agente farmacoldgico. Entretando, a ativagao desses
alvos sugere que o alcaloide 1 pode interferir em processos criticos, e essa ativacao
multipla pode aumentar o risco de efeitos adversos, como desregulagdo enddcrina,
dano ao DNA, apoptose celular e toxicidade mitocondrial, podendo levar a
consequéncias como carcinogenicidade, disfungdo organica ou faléncia celular

(Djuki¢-Cosi¢, 2021), sendo necessario avaliar os riscos e os beneficios de sua
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aplicagao.

Tabela 07 — Avaliacdo da ativacado de receptores nuclear pelos alcaloides isolados
da casca de G. laeve

Cédigo 1 2 3 4 5 6
NR-AR p P N N N N
NR-AR-

e N N N N N N

NR-ARR P N N N N N

NR- p N N P P N
Aromatase

NR-ER P N N N N N
NR-ER-

e p N N N N N
NR-PPAR- N N N N N
gamma

SR-ARE P N N N N N

SR-

s N N N N N N
SR-HSE P N N N N N
SR-MMP P N N N N N
SR-p53 p N N N N N

Legenda: Flavopeirerina (1), Geissospermina (2), Geissoschizina (3), Geissoschizolina (4),
Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) oxido (6).P: positivo; N: negativo;
Receptor nuclear (NR); receptor androgénico e dominio de ligagéo a ligante do receptor androgénico
(NR-AR/ NR-AR-LBD); receptor de hidrocarbonetos arila (NR-AhR); receptor estrogénico e dominio
de ligacédo a ligante do receptor androgénico (NR-ER/NR-ER-LBD); receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (NR-PPAR-gamma); receptores dos elemento de resposta antioxidante
(SR-ARE); receptores da proteina 5 contendo o dominio AAA da familia ATPase (SR-ATADS); fator
de transcricdo de choque térmico (SR-HSE); potencial de membrana mitocondrial (SR-MMP); e
proteina supressora de tumor (SR-p53).

Na avalicdo da toxicidade o alcaloide 3 foi o unico que nao foi classificado
como mutagénico, enquanto que o 6 foi 0 menos toxico aos organismos aquaticos.
Os alcaloides 4, 5 e 6 apresentaram baixo risco de ativacdo do canal hERG+ que
prever a cardiotoxicidade (Tabela 08). Em um estudo de toxicidade em Artemia

salina utilizando o extrato etandlico, a fracdo de neutros e a fracdo alcaloidica das
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cascas de G. vellosii, os seguintes dados foram encontrados, o extrato etandlico e a
fragdo de neutros foram consideradas téxicas (DLso < 50 ug/mL) e a fragéo
alcaloidica mostrou-se moderadamente téxica (DLso > 150 pg/mL) (Brandao, 2012).
A Flavopereirina demonstrou em macréfagos ser mais seletiva e menos citotoxica
quando se aumentou o tempo de exposicdo, apresentando uma baixa toxicidade
(Silva, 2016).

Tabela 08 — Predicao da toxicidade dos alcaloides isolados de G. laeve

Parametros

Avaliados Codigo
1 2 3 4 5 6
Toxicidade
Algas T T T T T T
Daphinia sp. T T T NT NT NT
Peixes
Medaka MT MT MT MT MT NT
Minnow sp. MT MT MT MT MT NT
Carcinogénico
Ratos P P N N N N
Camundong N
0s N N P N N
Alteragoes Celulares
P P N P P P
AMES TA1535 TA100 TA1535 TA1535 TA1535
NA 10RLI - NA NA NA
Cardiotoxicidade
Inibicao
hEI‘{G MR MR MR BR BR BR

Legenda: Flavopeirerina (1), Geissospermina (2), Geissoschizina (3), Geissoschizolina (4),
Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) 6xido (6). Positivo (P); negativo (N);
muito toxico (MT); téxico (T); ndo toxico (NT); médio risco (MR); baixo risco (BR). Parametros: para
toxicidade em algas - serdo toxicos valores < 1 mg/L e ndo toxicos valores > 1 mg/L; toxicidade em
Daphnia sp - toxico < 0,22 pg/mL e nao téxico > 0,22 ug/mL; toxicidade em peixes Medaka e Minnow
sp. - muito toxico < 1 mg/L, téxico entre 1-10 mg/L, prejudiciais entre 10-100 mg/L e ndo téxico > 100
mg/L.

Para verificar se os alcaloides atuam na transpeptidase PBP2a (PDB: 4CJN;
Tabassum et al., 2023) presentes na MRSA que é envolvida na sintese da parede
celular bacteriana, catalisando a formagdo de ligagbes cruzadas entre
peptidoglicanos, e se eles também podem interferir na regulacdo do fator de
viruléncia de MRSA o sistema Agr (PDB: 4G4K; Leonard et al., 2012) € um regulador

transcricional que desempenha um papel crucial no sistema de quorum sensing
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controlando a expressao de fatores de viruléncia, realizou-se estudos de ancoragem
molecular.

Todos os alcaloides se ligam ao receptor PBP2a, sendo o alcaloide 1 foi a que
obteve maior afinidade -7,87 kcal/mol (Tabela 09). Ressalta-se que em MRSA
alteram essa a expressdao do gene mecA, o que compromete a afinidade entre o
receptor e os antimicrobianos (Lade; Kim, 2023), tornando a bactéria resistente.
Entretanto, os alcaloides podem ligar a este receptor inibindo a sintese de parede
levando a morte da bactéria. De forma similar o alcaloide 1, se ligou de forma mais

favoravel ao dominio AgrA LyfTR, com afinidade de -8,66 kcal/mol.

Tabela 09 — Alvos moleculares em MRSA e sua interagao com os alcaloides isolados
de G. laeve

PBP2a (4CJN)

Cdédigo Afinidade E. vdW Interacao
1 -7,815 -17,879  Lys247, Asp249, His267, Asp269, Tyr271
2 -7,668 -19,462 Tyr79, lle118; Asn120, Tyr271
3 -6,489 -2,065 Asn120, Glu119
4 -6,590 -1,996 Asn120, Asp249, Asp269
5 -6,878 -9,794 Asn120, Asp269, Asp249, Lys247
6 -6,735 -5,663 Asn120, Asp249
Dominio AgrA LyfTR (4G4K)
1 -8,662 -24,714 A:Tyr89, B:Tyr15, B:Asp20
2 -7,664 -16,943 A:Lys76, A:Arg78, B:Asn39
3 -7,277 -13,787 A:Arg78, B:GIn41
4 -7,834 -19,028 A:GIn39, B:Ser1
5 -7,023 -9,299 B:The4, B:Tyr15
6 -7,219 -16,042 A:Asn37, A:Asn84, A:Glu86

Legenda: Flavopeirerina (1), Geissospermina (2), Geissoschizina (3), Geissoschizolina (4),
Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) éxido (6).

As interagbes observadas entre a molécula 1 e a proteina PBP2a (4CJN,
Figura 23.A), podemos notar a presenca de ligagcdes do tipo hidrofébicas com o
residuo com tirosina 271 e histidina 267, além de apresentar ligagbes de ponte de
hidrogénio com aspartato 269 e eletrostatica com lisina 247 e aspartato 249,
demonstrando também interacbes do tipo forcas de Van de Waals, com varios
residuos do sitio. As interagdes entre a molécula 1 com o gene argA (4G4K, Figura
23.B) foram evidenciadas por ligagdes do tipo ponte de hidrogénio com o residuo de
tirosina 15 (cadeia B), ligagdes do tipo hidrofdbicas com o residuo tirosina 89 (cadeia

A) e eletrostatica com aspartato 20 (cadeia B).
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Figura 23 — Diagrama 2D das interagcdes molecular entre a flavopereirina e seus alvos demonstrando
suas interagoes.
Legenda: A: 4CJN; B: 4G4K.

Ao se correlacionar os resultados da docagem molecular a seletividade para
receptores e a toxicidade, observa-se que o alcaloide 1 foi mais promissor, porém a
menos seletivo, podendo se ligar a diferentes receptores do hospedeiro, podendo
ocasionar diferentes eventos adversos. Logo, ndo parece ser a molécula mais

promissora para o tratamento do MRSA. As maiores seletividades foram observadas
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para os alcaloides 3 e 6, que também se ligaram de forma favoravel as duas
proteinas. Investigagdes in vitro da citotoxicidade, genotoxicidade destas moléculas,
bem como a avaliacdo da atividade anti-estafilococica sao importantes, podendo ser
estabelecido o indice de seletividade. Ao final, pode-se obter 2 promissores
candidatos a farmacos para a MRSA.

Diferente do observado para MRSA, as amostras de G. laeve nao se mostrou
ativa para E. coli, entretanto a FAGL, quando associada ao Imipenem, produziu um
efeito sinérgico no isolado produtor de carbapenases (KPC e NDM). Desta forma, a
premissa inicial € que estes alcaloides possam inibir as carbapenases (KCP [PDB:
5UJ3; Klein et al., 2018] e NDM-1 [PDB: 5ZGE; Rahman; Khan, 2020]) ou se inibem
genes envolvidos na producgao do biofilme a partir do gene LusX (PDB: 2FQT; Shen
et al., 2006), podendo ser associado ao Imipenem para o tratamento de bactérias
produtoras de NDM e KPC.

Todas os alcaloides se ligaram de forma favoravel, entretanto o alcaloide 2
demonstrou maior afinidade de ligagdo com a enzimas KPC, e a 3 para a enzima
NDM, com valores de -9,11 kcal/mol e -8,36 kcal/mol, respectivamente (Tabela 10).
Para o gene LuxS as afinidades foram bem similares, mas o alcaloide 1 apresentou

melhor afinidade com -7,99 kcal/mol.

Tabela 10 — Alvos moleculares em E. coli e sua interagdo com os alcaloides isolados
de G. laeve

KPC (5UJ3)
1 -8,263 -21,540 Trp82, Leu144
2 -9,110 38,289 Trp82
3 -7,355 -11,328 Trp82, Thr214, Asn109, Leu144
4 -7,707 -16,663 Asn147, Thr214, Leu144
S -7,857 -14,544 Trp82, Asn109
6 -7,799 -12,918 Trp82, Asn109, Leu144
NDM-1 (5ZGE)

1 -7,898 -17,015 Lys182
2 -8,052 -17,619 Ser188
3 -8,366 -22,495  Lys182, Asp183, Ala186, Ser188, His221
4 -8,125 -16,758 Asp183, Ala186, His221
5 -8,019 -20,414 lle6, Lys182, Ser188
6 8,081 -20,928 lle6, Lys182, Asp183, Lys187, Ser188,

Ser222

Gene LuxS (2FQT)

1 -7,992 -17,896 lle50, Hist51, Glus4, His55, Pro78
2 -7,979 -20,054 Hist51, Glu54, Pro78
3 -7,229 -9,753 Hist51, Glu54, Pro78



4 -7,619 -13,461 Glu54, Ala58, Asp75
5 -7,210 -11,050 Glu54, Ala58, Asp75, lle76, Cys123,
6 -7,147 -7,700 l1e50, Hist51, Glu54
Legenda: Flavopeirerina (1), Geissospermina (2), Geissoschizina (3), Geissoschizolina

Geissoschizolina (N4) metil cloro (5) e Geissoschizolina (N4) éxido (6).
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(4),

As interacbes apresentadas entre a molécula 2 e a enzima KPC (5UJ3, Figura

24.A) demonstraram apenas ligagdes do tipo hidrofébicas com os residuos triptofano

82 além de realizar interagcdes do tipo forcas de Van de Waals. As interacoes

apresentadas pela molécula 3 e a enzima NDM-1 (5ZGE, Figura 24.B) demonstram

ligagdes do tipo ponte de hidrogénio com o residuo serina 188 e aspartato183 e do

tipo hidrofébicas com os residuos alanina 186, lisina 182 e histidina 221. Com o

gene LuxS (2FQT) a molécula 1 apresentou ligagdes do tipo ponte de hidrogénio de

glutamato 54, do tipo hidrofébicas com os residuos de isoleucina 50, histidina 51,

histidina 55 e prolina 78 e eletroestatica com glutamato 54 (Figura 24.C).
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Figura 24 — Diagrama 2D das interag6es molecular entre os alcaloides e seus alvos demonstrando
suas interagoes.
Legenda: A: Geissospermina - 5UJ3; B: Geissoschizina - 5ZGE; C Flavopereirina - 2FQT.

Para a E. coli, ndo houve uma unidade entre os alcaloides, o que pode

demonstrar porque a FAGL levou ao efeito sinérgico, visto que, a mistura desses
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alcaloides pode levar a multiplas respostas farmacolégicas. Essa analise
demonstrou a relevancia desses alcaloides para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos e moduladores alostéricos de PBP2a e inibidores da NDM-1 e KCP,
além de interagirem os componentes do QS, podendo interferir nestes, causando

prejuizo a formagéao do biofilme.
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5 CONCLUSAO

O fracionamento permitiu ampliar a atividade antimicrobiana de G. laeve, onde
foi possivel observar que a FAGL foi mais ativa que o EEGL, frente a S. aures.
Sobre o efeito sinérgico, a FAGL também apresentou melhores resultados, sendo
capaz inclusive que propiciar a redugao da concentracdo do Imipenem frente a E.
coli (IEC-BAC 58932 coprodutora de NDM-KPC). Com base nos estudos in silco,
podemos inferir que os alcaloides Geissoschizina e Geissoschizolina (N4) 6xido séo
alcaloides promissores para a atividade antimicrobiana e como adjuvantes

terapéuticos.
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