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RESUMO

As plantas medicinais exibem ag&o farmacoldgica, mostrando efetividade frente a
microrganismos patogénicos. A Luffa operculata é utilizada devido suas acdes
terapéuticas, apresentando propriedades anti-inflamatorias, antitumorais e
antimicrobianas. Assim, a presente pesquisa busca investigar os possiveis efeitos
antibacterianos do extrato hidroalcodlico de Luffa operculata frente a Escherichia coli
06 e Staphylococcus aureus ATCC 2600. Para isso, o extrato foi obtido em solucéo
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hidroalcodlica, e a atividade antimicrobiana foi avaliada por meio de ensaios da
determinacdo da concentragdo inibitoria minima. Além disso, realizou-se estudo in
silico para avaliar a interacdo molecular da cucurbitacina B com a DNA girase B
(6KZV) de Escherichia coli e com a Proteina 2a de Ligacdo a Penicilina (5M19) de
Staphylococcus aureus, empregando técnicas de docking molecular. Os resultados
demonstraram atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico frente a
Staphylococcus aureus com interagcfes favoraveis observadas no estudo in silico, e
nao inibicdo do crescimento de Escherichia coli, o que se relaciona com o docking
molecular, que identificou poucas interacées entre a cucurbitacina B e a proteina
bacteriana. Conclui-se que o extrato hidroalcoodlico de Luffa operculata demonstrou
atividade antimicrobiana frente a

Staphylococcus aureus ATCC 2600, mas néo frente a Escherichia coli 06.

Palavras-Chave: Luffa operculata. Cucurbitacina B. Atividade antimicrobiana.
Escherichia coli. Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Medicinal plants exhibit pharmacological action, demonstrating effectiveness against
pathogenic microorganisms. Luffa operculata is used due to its therapeutic actions,
presenting anti-inflammatory, antitumor, and antimicrobial properties. Thus, this
research seeks to investigate the possible antibacterial effects of the hydroalcoholic
extract of Luffa operculata against Escherichia coli 06 and Staphylococcus aureus
ATCC 2600. For this purpose, the extract was obtained in hydroalcoholic solution,
and the antimicrobial activity was evaluated through assays to determine the
minimum inhibitory concentration. In addition, an in silico study was carried out to
evaluate the molecular interaction of cucurbitacin B with DNA gyrase B (6KZV) of
Escherichia coli and with PenicillinBinding Protein 2a (5M19) of Staphylococcus
aureus, using molecular docking techniques. The results demonstrated antimicrobial
activity of the hydroalcoholic extract against Staphylococcus aureus, with favorable
interactions observed in the in silico study, and no inhibition of Escherichia coli
growth. This is related to molecular docking, which identified few interactions
between cucurbitacin B and the bacterial protein. It is concluded that the
hydroalcoholic extract of Luffa operculata demonstrated antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus ATCC 2600, but not against Escherichia coli 06.

Key words: Luffa operculata. Cucurbitacin B. Antimicrobial activity. Escherichia
coli. Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ao longo da histéria da
humanidade para o tratamento de diversas enfermidades, especialmente por
comunidades tradicionais, cujas praticas sado baseadas na etnofarmacologia (BADIN;
MANACAS; SOUZA, 2023). Diversos compostos bioativos presentes nesses
vegetais apresentam propriedades terapéuticas promissoras, desde que utilizados
de forma adequada, com reconhecimento botéanico preciso, preparo correto e
dosagem compativel com a seguranca e a eficicia, conforme estabelecido por
evidéncias cientificas (PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

A Luffa operculata, conhecida popularmente como “buchinha-do-norte”, é
amplamente utilizada na medicina popular brasileira, notadamente como
descongestionante nasal, emenagogo e purgativo, além de apresentar propriedades
anti-inflamatoérias, antitumorais e antimicrobianas (BADIN; MANACAS, 2022).
Pertencente a familia Cucurbitaceae, apresenta diversos fitoquimicos que sé&o
responsaveis por suas propriedades e contribuem para sua resposta fisiolégica,
como glicosideos, saponinas, esterois livres, compostos fendlicos, acidos orgéanicos
e resinas, cujos constituintes isolados séo elaterina A, cucurbitacinas B e D e
iIsocucurbitacina B (HAFEEZ, 2024; HU/CCS, 2020).

Devido a variedade de compostos que produzem, as plantas terapéuticas
exibem acdo farmacolégica, mostrando efetividade frente a microrganismos
patogénicos, inclusive aqueles resistentes a antibidticos, podendo tanto inibir
mecanismos de resisténcia quanto intensificar a acdo dos antibidticos ja disponiveis,
configurando uma abordagem promissora no enfrentamento das infeccdes
resistentes (MICKYMARAY, 2019).

O acesso a antibidticos eficazes prolonga a expectativa de vida, reduz
incapacidades e diminui os custos com saude; contudo, a resisténcia bacteriana
representa um obstaculo para o alcance das metas relacionadas a sobrevivéncia e
ao envelhecimento saudavel, uma vez que aproximadamente 4,95 milhdes de 6bitos
por infeccbes bacterianas estdo associados a microrganismos resistentes, sendo
cerca de 1,27 milhdes atribuidos a resisténcia aos antibidticos atualmente
disponiveis (OKEKE et al., 2024).

Especificamente, a Luffa operculata demostra eficacia do tratamento de
rinossinusite bacteriana causada por S. pyogenes (SILVA et al., 2018). Seu extrato
hidroalcoodlico evidencia Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 1.000 pg mL-1
para E. coli, 500 ug mL-1 para S. aureus e 2.000 ug mL-1 para C. albicans (BULKA
et al., 2020). Também demostra atividade contra agentes causadores de infeccbes
bacterianas das vias aéreas com atividade antibacteriana principalmente contra S.
pyogenes, seguido por S. pneumoniae e S. aureus (SCALIA et al., 2014).

Entre os constituintes identificados na planta, observa-se uma ampla
variedade de cucurbitacinas, destacando-se a prevaléncia de cucurbitacina B (CuB),
que apresenta grupos funcionais oxigenados e regiosseletividade (LAMG et al.,
2012). A cucurbitacina B € um derivado do hidreto de lanostano, estruturalmente
modificado pela presenca de substituintes de hidroxila, metila e oxo, além de possuir
insaturacdes nas posicoes 5 e 23(NCBI, [s.d.]).
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Estudos evidenciam que, quando associada a antibiéticos, a CuB apresenta
efeito sinérgico, capaz de intensificar de forma significativa a eficacia terapéutica
frente a infecgbes causadas por Staphylococcus aureus (DAl et al., 2023). Essa
substancia esta presente em elevadas concentracdes em extratos obtidos a partir
dos frutos da Luffa operculata (GALUCIO et al., 2021).

1.1 OBJETIVOS

Dessa forma, a presente pesquisa tem como objetivo investigar os possiveis
efeitos antibacterianos do extrato hidroalcodlico de Luffa operculata frente a
Escherichia coli com superexpressao de bomba de efluxo e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Além disso, buscou avaliar por estudo in silico, a
interacdo molecular da cucurbitacina B frente a DNA girase B de E. coli e Proteina
2a de Ligacdo a Penicilina de MRSA. Os resultados pretendem contribuir para o
entendimento das acles antibacterianas da Luffa operculata, embasando
discussbes sobre sua prescricao.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Plantas medicinais com acao antimicrobiana

As plantas contém diversos compostos bioativos que apresentam beneficios
medicinais e propriedades preventivas contra diferentes doencas, incluindo atividade
antimicrobiana (KOWALSKI, 2020). Nesse contexto, investigagbes com extratos e
compostos derivados de plantas sugerem que essa atividade € devida a ruptura e
lise da parede celular, a estimulacdo da producao de espécies reativas de oxigénio,
a inibicdo da formacao de biofilme, a interferéncia na constru¢do da parede celular, a
inibicdo da replicagdo do DNA microbiano, a reducdo da sintese de energia e a
neutralizacao das toxinas bacterianas (MICKYMARAY, 2019).

A atividade antimicrobiana de compostos ativos presentes em plantas como
terpenos, flavonas, flavondis e alguns alcaloides e fenilpropanoides, demonstram
potencial promissor sendo dentre os mecanismos dessa atividade, 0 mais comum, a
ruptura da membrana (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021). De forma especifica, a
Luffa operculata demonstra eficAcia no tratamento da rinossinusite bacteriana e
inibicdo do crescimento de S. pyogenes, sendo uma das plantas medicinais mais
utilizadas para o tratamento da rinossinusite (SILVA et al., 2018).

Além disso, plantas como Punica granatum, Lavandula angustifolia,
Echinacea purpurea e Bergenia crassifolia apresentam efeito inibitorio sobre
diferentes microrganismos. Especificamente, P. granatum demonstra inibir K.
pneumoniae, L. monocytogenes, S. typhimurium, P. vulgaris, C. cyreosis e E. coli; L.
angustifolia atua contra P. vulgaris, K. pneumoniae e S. typhimurium; E. purpurea
inibe C. albicans, E. coli, P. vulgaris e K. pneumoniae; e B. crassifolia atua contra P.
vulgaris, K. pneumoniae e S. typhimurium (ZAZHARSKYI et al., 2019).

Os componentes derivados de plantas medicinais podem fornecer novas
abordagens contra bactérias patogénicas, e com o numero em expansdo de
patdgenos resistentes a medicamentos, hd uma necessidade crescente de
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identificacdo e isolamento de novas moléculas bioativas de plantas por meio de
procedimentos analiticos modernos e padronizados (VAOU et al., 2021).

2.2 Resisténcia bacteriana

A evolucéo da resisténcia aos antibidticos esta em constante mudanca e é
imprevisivel; contudo, andlises experimentais, filogenéticas e ecogenéticas auxiliam
na compreensdo de sua dinamica evolutiva e o planejamento de intervencdes
(BAQUERO et al., 2021). Nesse contexto, a resisténcia representa um desafio para
sistemas de saude, pois ameaca a capacidade de tratar infeccbes bacterianas de
forma eficaz, sendo de grande importancia a implementacdo de medidas de controle
da resisténcia antimicrobiana (BELAY et al., 2024).

As bactérias desenvolvem constantemente mecanismos de resisténcia aos
antibioticos, dentre os quais se destacam a mutacdo do alvo do medicamento, a
secrecdo de hidrolases, a presenca de bombas de efluxo, a producéo de proteinas
protetoras do alvo e alteracbes na morfologia celular, que s&o estratégias
empregadas para superar o efeito inibitério dos farmacos, resultando no surgimento
de bactérias multirresistentes, que representam uma ameaca a saude humana.
(Zhang; Cheng, 2022).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina constitui uma das principais
etiologias de infeccdes bacterianas, manifestando-se desde a colonizagéo
assintomatica da mucosa nasal até infeccdes superficiais da pele e dos tecidos
moles, além de quadros graves associados a altas taxas de mortalidade (LEE et al.,
2018). Em geral, o fendtipo de resisténcia € resultante da aquisicdo de um gene
exégeno responsavel pela codificagdo de uma proteina ligadora de penicilina
alternativa (PBP2a), que apresenta afinidade substancialmente reduzida por
antibidticos B-lactamicos, possibilitando a continuidade da biossintese da parede
celular mesmo na presenca de concentracdes normalmente inibitérias (PEACOCK;
PATERSON, 2015).

Escherichia coli € um dos principais agentes etiologicos das infeccbes do
trato urinario e, diante do aumento da resisténcia aos antibidticos que dificulta o
tratamento dessas infeccdes, a superexpressao de sistemas de efluxo tem sido
associada a resisténcia antimicrobiana, com destaque para os genes marA, yhiV e
mdfA, os quais apresentam correlacdo com o aumento das concentragdes inibitorias
minimas de diferentes antibiéticos, sendo que fatores de risco como sexo, uso prévio
de fluoroquinolonas e cateterizacdo vesical também se associam a superexpressao
desses genes, indicando que o aumento da expressdao de bombas de efluxo
contribui significativamente para a resisténcia as fluoroquinolonas em E. coli
(YASUFUKU et al., 2011).

As infec¢cbes causadas por microrganismos multirresistentes (MDR) é
preocupante pela dificuldade de acesso a tratamento, acarretando em internacdes
mais prolongadas e aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes, sendo que
dados sugerem que 55% de S. aureus sdo MDR e que infec¢bes causadas por
bactérias como Klebsiella pneumoniae MDR e Escherichia coli MDR apresentam
poucas opcoes terapéuticas para tratamento (KEBEDE; GADISA; TUFA, 2021).

3. METODOLOGIA
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O presente estudo caracteriza-se como pesquisa exploratoria. Utilizou-se o
fruto (baga) de Luffa operculata (L.) Cogn. pertencente a familia Cucurbitaceae;
registrada no Herbario Virtual sob codigo NY01006657 (REFLORA, 1984). Foi
adquirido em estabelecimento especializado em produtos naturais em Juazeiro do
Norte - CE.

O preparo do extrato seguiu a metodologia adaptada de Sousa et al. (2018).
As bagas foram descascadas e tiveram as sementes retiradas. Em seguida, 20 g de
bagas foram adicionadas a 1400 mL de alcool etilico a 70%, permanecendo em
contato com o solvente por duas semanas, com agitacfes periddicas para favorecer
a extracdo dos compostos. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado e concentrado
por rotaevaporacao durante duas horas, obtendo o extrato purificado.

Foram realizados ensaios fitoquimicos visando a deteccdo de metabdlitos
secundarios no extrato de Luffa operculata. Os testes basearam-se em reacoes
colorimétricas especificas descritas na literatura, empregadas para a identificacdo de
diferentes classes de compostos bioativos, conforme descrito a seguir.

1. Alcaloides — Determinados de acordo com a rea¢ao de Bouchardat.

2. Flavonoides — Determinados de acordo com a reacéo de Shinoda.

3. Antraquinonas — Determinados de acordo com a reacao de Borntraeger.

4. Cumarinas — Determinados de acordo com a reagao de Feigl.

5. Taninos e polifendis — Determinados de acordo com o teste do cloreto
férrico.

3.1 Concentracdao Inibitéria Minima

Os microrganismos empregados nos ensaios foram cedidos pelo Laboratorio
de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri (URCA).
Foram utilizadas linhagens padrdo de cepas resistentes de Escherichia coli 06 e
Staphylococcus aureus ATCC 2600. O ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima foi
realizado pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos, conforme o Clinical &
Laboratory Standards Institute. A solugdo-mée do extrato hidroalcodlico de Luffa
operculata foi preparada em concentracao inicial de 1024 pg/mL, utilizando agua
destilada como diluente.

O meio de cultura utilizado foi o Agar Brain Heart Infusion (BHI), preparado
de acordo com as instrugdes do fabricante, esterilizado por autoclavagem e vertido
em placas de Petri, solidificando-se em condicfes assépticas. O caldo BHI a 10% foi
obtido com 100mL de agua destilada em 10g do p6 BHI, sendo levado a autoclave e
reservado.

As culturas bacterianas foram preparadas a partir da semeadura das cepas
em placas de Agar BHI, incubadas durante 24 horas em estufa bacteriolégica a
37°C. Os inéculos bacterianos foram preparados a partir de colénias da placa de
Petri, suspenséo destas em solucdo salina e homogeneizacéo até alcancar turbidez
com padréo McFarland 0.5.

Os testes de CIM foram realizados em triplicata, utilizando a mistura de BHI
liquido e inéculo com a solucdo-méae do extrato. O conteudo foi homogeneizado por
aspiracao e dispensacao repetida, sendo 100 pL transferidos sequencialmente para
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0S poc¢os adjacentes até o penultimo. O ultimo poco correspondeu ao controle
positivo, contendo apenas a mistura de bactéria e meio. As placas foram incubadas
por 24 horas a 37 °C.

Apoés a incubacédo, 20 pL de solucdo de resazurina foram adicionados em
cada poco, aguardando-se 1 hora para visualizacdo da cor e interpretagcdo dos
resultados. Assim, 0s pocos azuis indicaram supressado do crescimento bacteriano,
enquanto pocos rosas indicaram proliferacdo bacteriana. O pocgo controle
obrigatoriamente apresentou coloracao rosa, garantindo a validade do ensaio. A CIM
foi determinada como a menor concentragdo da substancia que permaneceu azul,
indicando a capacidade do extrato de inibir a multiplicacdo bacteriana.

3.2 Docking molecular utilizando cucurbitacina B

A metodologia empregada foi adaptada de Moura (2025), com modificacfes
para adequacdo ao protocolo experimental proposto. O docking molecular foi
realizado na plataforma DockThor, desenvolvida pelo Laboratério Nacional de
Computacgéo Cientifica (LNCC). As estruturas dos ligantes, a andlise e visualizacao
dos compostos foram efetuadas no Discovery Visualizer Studio (Dassault Systemes).

Foram utilizadas a estrutura cristalina da DNA girase B de Escherichia coli
em complexo com um derivado de 2-oxo-1,2-di-hidroquinolina (PDB ID: 6KZV) e a
estrutura cristalina da Proteina 2a de Ligacdo a Penicilina (PBP2a) de MRSA na
presenca do ligante oxacilina (PDB 1D:5M19), ambas obtidas a partir no Protein Data
Bank. O ligante cucurbitacina B foi obtido no PubChem (CID:5281316).

As estruturas proteicas foram preparadas por meio da remocdo de
moléculas de agua e outros interferentes. Os sitios de ligacdo dos antibidticos de
referéncia foram identificados para E. Coli e S. aureus, sendo respectivamente, -
6,639429 17,040000 4,938678 (sitio 1) e -9,717710 -12,458770 56,751890 (sitio 4).
Essas coordenadas foram utilizadas como centro da grade para o docking
molecular, adotando-se um tamanho padrao de grade de X: 20; Y:20; Z:20.

Os resultados obtidos do docking incluiram as afinidades de ligacéo
indicando energia dos complexos previstos. A visualizagdo molecular foi realizada
com foco nas conformagBes com menor energia de ligacdo entre ligante e proteina.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O extrato hidroalcodlico puro de Luffa operculata foi obtido com rendimento
de 80%. A prospeccédo fitoquimica demostrou presenca/auséncia dos metabolitos
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Fitoquimicos presentes/ausentes no extrato

Fitoguimico Resultado (+/-) Andlise
Antraquinonas - Amarelo claro
Cumarinas - Sem coloracéo
Alcaloides + Laranja avermelhado
Flavonoides Branco
Taninos - Amarelo
Polifendis + Amarelo

Fonte: elaborada pelos autores
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Os metabdlitos secundarios foram identificados através de reacles
colorimétricas no extrato hidroalcodlico. Dessa forma, ndo houve a deteccdo de
saponinas por teste de indice de espuma, pois 0 etanol em menor concentracao
aumenta a capacidade de formacédo de espuma, enquanto que em concentracoes
mais altas, essa formacao é considerada desfavoravel (LI et al., 2024).

Estes achados corroboram com dados previamente descritos que, por meio
de reacdes colorimétricas, identificou a presenca de alcaloides e fendis, além de
auséncia de taninos e flavonoides no extrato da planta (ARROYO-SANDOVAL et al.,
2022). De maneira semelhante, outros estudos relataram a presenca de fendis, bem
como a auséncia de taninos entre os metabolitos secundarios (BADIN; MANACAS,
2022; SILVA et al.,, 2018). Complementando tais informagOes, a descricao
fitoquimica em fonte institucional descreve que a composicdo da espécie inclui
saponinas, fendis e alcaloides (HU/CCS, 2020). Embora todos os estudos
consultados tenham, além dos metabdlitos citados, identificado saponinas na
espécie, tal metabdlito ndo foi detectado no presente estudo, possivelmente devido
ao tipo de extrato empregado. Ainda assim, os dados disponiveis mantém
concordancia com os resultados obtidos neste trabalho.

A menor concentracdo de um antibiético capaz de impedir o crescimento de
um microrganismo € definida como concentragcdo inibitéria minima (CIM), que séo
testes que englobam diversas concentracfes de antibidticos facilitando o tratamento
antimicrobiano individualizado (IDELEVICH; BECKER, 2019). Essa técnica foi
utilizada nesse estudo, para determinar a concentracdo necessaria do um extrato
capaz de impedir o crescimento das cepas resistentes selecionadas.

O extrato hidroalcodlico de Luffa operculata frente a Escherichia coli 06
demonstrou CIM igual ou superior a 1024 pg/mL. Entretanto, frente a
Staphylococcus aureus ATCC 2600, foi observada CIM a partir de 512 pg/mL. Dessa
forma, o extrato ndo demonstrou atividade frente a E. coli nas concentracdes
avaliadas, mas indicou atividade antimicrobiana contra S. aureus nos ensaios
realizados.

Pode-se analisar uma maior sensibilidade de cepas de S. aureus ao extrato
em comparagao a cepas de E. coli. Em concordéncia com os resultados, estudo
prévio empregando ensaios de concentragdo inibitéria minima por microdiluicdo para
S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922, demonstrou que o0 extrato
hidroalcodlico 65% apresentou CIM de 1.000 pg/mL para E. coli e 500 ug/mL para S.
aureus. Esses valores se aproximam dos observados no presente estudo, tanto no
quesito que envolve uma CIM menor para S. aureus, quanto com resultados que
demonstram uma CIM maior que 512 pug/mL do extrato de Luffa operculata frente a
cepas de E. coli. Ademais, os autores identificaram que os extratos etandlico e
aguoso nao alcancaram 100% de inibicdo das bactérias em concentragdes inferiores
a 2.000 pg/mL, embora tenham atingido pelo menos 50% de inibicdo (BULKA et al.,
2020).

Além disso, em testes utilizando o método de macrodiluicdo em caldo,
baseado na presenca ou auséncia de turbidez e na execucdo de semeadura para
identificar crescimento bacteriano apO0s exposicdo ao extrato alcodlico de L.
operculata em diferentes concentracfes, demonstrou-se que em concentracdes de
0,2 e 0,3% com S. aureus ATCC-25923, S. pneumoniae ATCC-49619 e S. pyogenes
ATCC-19615, o caldo bacteriano apresentou turbidez apos 24 horas de incubacéo e
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as semeaduras de 24 e 48 horas confirmaram presengca de bactérias. Tubos
contendo L. operculata a 0,4% e 0,5% com S. aureus apresentaram turbidez apos
24 horas de incubacéo e as culturas de 24 e 48 horas confirmaram a presenca da
bactéria. Os tubos com o extrato a 1% e contendo S. aureus ndo apresentaram
turbidez ap6s um periodo de incubacao de 24 horas, mas apresentaram crescimento
apos cultura de 24 e 48 horas. Por fim, o extrato de Luffa operculata a 2%, em caldo
bacteriano com S. aureus, ndo apresentou turbidez apds incubacdo de 24 horas e
nenhum crescimento bacteriano em culturas de 24 e 48 horas (SCALIA et al., 2014).
Esse comportamento reforca que diferentes concentragdes de extratos semelhantes
impactam diretamente o ponto em que a atividade antimicrobiana se manifesta, tal
gual foi identificado no método descrito nessa pesquisa, a partir de diferentes
respostas para as diferentes concentracdes testadas.

Em estudo que investigou a atividade da Luffa operculata frente a S. aureus,
E. coli e Candida albicans, a partir da técnica de difusdo em disco, placa de Petri e
pocos, foi observada uma hierarquia de eficacia entre os extratos testados, seguindo
a seguinte ordem decrescente de atividade: extrato etandlico > extrato de acetato de
etila > extrato de diclorometano > extrato de hexano (DELGADO-TIBURCIO et al.,
2022).

Os dados anteriores demonstram atividade antimicrobiana positiva para a
planta, apresentando variagdes na relacdo entre concentragéo e resposta. De forma
consistente com esses achados, os resultados do atual estudo indicam que a
atividade observada é concentracdo-dependente. Além disso, a variagdo nas
metodologias empregadas pelos autores, assim como nos tipos de extratos e nas
cepas utilizadas, pode explicar as divergéncias entre os valores de concentracdo
necessarios para a atividade antimicrobiana observada, indicando que embora os
autores indiguem um potencial efeito antimicrobiano da planta, ndo é possivel
estabelecer uma comparagcdo direta entre os estudos, devido particularidades
metodoldgicas que influenciam nos resultados obtidos.

De modo complementar, a andlise in silico contribui para fundamentar os
resultados obtidos in vitro. Considerando que a Luffa operculata (L.) Cogn.
apresenta uma ampla variedade de derivados de cucurbitacina, com predominancia
de cucurbitacina B (LANG et al., 2012), o docking molecular forneceu informacgdes
sobre as interacdes entre S. aureus e E. coli com a molécula de CuB.

Estudo anterior relata que a CuB apresenta propriedades bioldgicas,
incluindo  propriedades anticancerigenas, anti-inflamatoria, antimicrobianas,
antivirais, antienvelhecimento, antidiabéticas, anti-hipertréficas e antifibroticas
(HASSAN et al., 2017).

De forma mais detalhada quanto a acdo antimicrobiana do composto, em
estudo que empregou o meéetodo de microdiluicdo em caldo utilizando placas de
microtitulagdo de 96 pocos, avaliaram o efeito antimicrobiano e o potencial sinérgico
da cucurbitacina B em combinacdo com oxacilina (OX) e tetraciclina (TET), a partir
da CIM, frente a Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA-ATCC 43300). Os autores demonstraram que a CuB
apresentou atividade inibitoria contra todas as cepas testadas, com CIM entre 0,2 e
0,44 pg/mL. Além disso, verificaram efeito sinérgico entre OX (0,14 ug/mL) e CuB
(0,11 pg/mL), bem como entre TET (0,29ug/mL) e CuB (0,21 pg/mL), contra as
cepas avaliadas (JAGESSAR; MOHAMED; GOMES, 2007).
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contra MRSA pode ser explicada pela

interacdo atrativa entre a CuB e a PBP2a, conforme demonstrado no docking

molecular (Tabela 2). Ja para a interagédo

entre a CuB e DNA girase B de E.coli, as

poses e ligacfes séo descritas na Tabela 3.

Tabela 2 - Afinidade entre proteinas-ligant

es com PBP2a

Modelo

Calculo de afinidade

-7.412 kcal/mol

-7.266 kcal/mol

-6.904 kcal/mol

-6.579 kcal/mol

-6.573 kcal/mol

oA |WIN|F

-5.285 kcal/mol

Fonte: elaborada pelos autores
Tabela 3 - Afinidade entre proteinas-ligant

es com DNA girase B

Modelo Célculo de afinidade
1 -7.020 kcal/mol
2 -6.982 kcal/mol
3 -6.837 kcal/mol
4 -6.743 kcal/mol
5 -6.639 kcal/mol
6 -6.540 kcal/mol
7 -6.180 kcal/mol
8 -6.130 kcal/mol
9 -6.109 kcal/mol
10 -5.985 kcal/mol
11 -5.917 kcal/mol
12 -5.748 kcal/mol
13 -5.670 kcal/mol
14 -5.568 kcal/mol
15 -5.520 kcal/mol
16 -5.333 kcal/mol
17 -5.280 kcal/mol
18 -5.159 kcal/mol
19 -4.892 kcal/mol
20 -4.532 kcal/mol

Fonte: elaborada pelos autores

Estudos de docking indicam que, quanto mais negativa € a energia de
ligacdo, mais estavel e favoravel tende a ser a interagédo entre o ligante e a proteina-
alvo, sendo esse um parametro critico nessas analises, pois expressa a forca da
interagdo entre as estruturas (KURMI; THAPA; KARATI, 2025). Ademais, 0 numero

de poses identificadas demonstra uma te

ndéncia de reducdo da melhoria a medida

em que esse numero aumenta (ATKOVSKA et al., 2014). Assim, infere-se que a

interacdo entre CuB e PBP2a apresen
comparada a interacao entre CuB e DNA

tou-se mais estavel e favoravel quando
girase B, 0 que esta em concordancia com

os resultados de CIM, que demonstraram uma menor concentracdo do extrato de

Luffa operculata necessaria para inibir
auséncia de concentracdo identificavel f
metodoldgicas estabelecidas.

Na proteina presente em MRSA,
interacdes favoraveis, com diversas liga
proteina de E. coli o padréo de interacao f

0 crescimento bacteriano de MRSA e
rente a E. coli 06, dentro das condi¢cdes

observou-se um numero mais elevado de
cOes registradas (Figura 3), enquanto na
oi consideravelmente menor (Figura 4).
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Figura 1 - (a) Distancias das ligacdes entre CuB e PBP2a (b) Tipos de ligagdes entre
CuB e PBP2a.

Fonte: elaborada pelos autores no Discovery Studio Visualizer

Figura 2 - (a) Distancias das ligacdes entre CuB e DNA girase B (b) Tipos de
ligacdes entre CuB e DNA girase B.

Fonte: elaborada pelos autores no Discovery Studio Visualizer
Figura 3 - (a) Diagrama em 2D das interacbes CuB-PBP2a (b) Diagrama em 2D das
interac6es CuB-DNA girase B.
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Fonte: elaborada pelos autores no Discovery Studio Visualizer

Existe um padrdo de diferenca entre as interacdes e residuos presentes
entre os complexos, destacando a presenca de interagdes fortes em CuB-PBP2a.
Essa interacdo, demonstra um numero elevado de ligacbes favoraveis, incluindo
ligacdes de hidrogénio convencionais, ligacdes carbono-hidrogénio e contatos
eletrostaticos e hidrofébicos, sugerindo que o ligante se acopla ao sitio ativo da
proteina da MRSA. Os principais residuos envolvidos foram Lisina (LysA:153 e
LysB:322), além da participacdo de Acido glutamico (GluA:150), Glicina (GlyB:152) e
Acido aspartico (AspA:323) nas interacbes eletrostaticas e de proximidade. As
distancias apresentaram valores adequados, sendo 1.79 angstrom a menor
observada.

Em contraste, na analise do complexo CuB-DNA girase B, o ligante formou
ligacbes mais fracas, como do tipo carbono-hidrogénio, envolvendo os residuos
Alanina (Alal00) e Prolina (Pro79). As distancias de interacdo apresentaram 2.50
angstrom como o menor valor.

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da Luffa operculata
frente a MRSA foi evidenciada pelos ensaios de CIM, o que se alinha as interacdes
favoraveis observadas no estudo in silico. Esses dados sugerem que compostos
presentes no extrato possuem potencial para interferir em alvos moleculares
relevantes dessa cepa.

J& para E. coli, ndo foi possivel identificar uma CIM nas concentracfes
avaliadas, o que se relaciona com o docking molecular, que identificou poucas
interacdes entre a CuB e a DNA girase B. Isso indica que, dentro das condi¢des
metodoldgicas aplicadas, ndo houve evidéncia de acdo antimicrobiana significativa.

5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos nesse estudo, concluiu-se que o extrato
hidroalcoodlico de Luffa operculata demonstrou atividade antimicrobiana frente a S.
aureus ATCC 2600, mas nao foi identificada frente a E. coli 06. Os resultados
descritos sugerem a relagédo entre a cucurbitacina B e a PBP2a responsavel pela
atividade frente a MRSA. Diante disso, tornam-se necessarios estudos futuros que
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avaliem concentragdes superiores do extrato frente a E. coli com mecanismos de
resisténcia, além de investigacbes que empreguem métodos mais proximos de
sistemas biolégicos mais complexos para melhor compreensdo da atividade
antimicrobiana frente ao S. aureus resistente a meticilina.
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