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RESUMO:

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS
E FENILACRILATOS

Os antibidticos sdo substancias naturais ou sintéticas que t€m a capacidade de inibir o
crescimento e/ou destruir micro-organismos, e, assim, tratar uma infec¢do ou
preveni-la. O uso racional de antimicrobianos ¢ de extrema importancia para a saude
da populacdo em geral. A prescricdo de antibioticos nos consultorios e pronto-
atendimentos, muitas vezes de forma falha e incorreta, bem como o uso
indiscriminado em humanos e animais, vem acelerando o processo de resisténcia
microbiana e contribuindo para que o mundo entre em uma “era pos-antibiotica”, que
sera muito semelhante a “era pré-antibiotica”, antes da descoberta da penicilina,
quando infecgdes que hoje sdo consideradas simples eram intratdveis e levavam a
obito. A busca de novos farmacos que possam substituir os ja existentes vem sendo
motivada, uma estratégia eficaz e muito utilizada ¢ a modificacdo molecular de
agentes antimicrobianos pré-existentes, mantendo seu grupo farmacoforico e se
obtendo compostos analogos ou homologos, sem perdas das suas propriedades,
restaurando e potencializando o seu efeito. Este trabalho de conclusdo de curso
(TCC) teve como objetivo, através da técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando
placas de Eliza estéreis, se determinar a Concentragdo Inibitoria Minima de
derivados N-acilidrazonicos: JR-05 (2-ciano-N’-(2-nitrobenzilideno) - acetato
hidrazida); JR-06 (2-ciano-N’-(4-clorobenzilideno) - acetato hidrazida) ; JR-07 (2-
ciano-N'-(4-bromobenzilideno) — acetato hidrazida) e JR-08 (2-ciano-N’-(4-
nitrobenzilideno) — acetato hidrazida); e acrilatos: AL-01 (Etil 2-ciano-3-fenil
acrilato); AL-02 (Etil 2-ciano-3-(4-clorofenil)-acrilato); AL-09 (Etil 2-ciano-3-(2,6-
diclorofenil) acrilato) e AL-10 (Etil 2-ciano-(2,4-diclorofenil)3- acrilato) frente a
diferentes cepas de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e espécies de Candida
spp. Foram encontrados importantes resultados para ambas as classes de compostos
testadas, tanto para bactérias quanto para leveduras, entre estes estdo os
representados pelas moléculas JR-05 e JR-08 frente a Staphylococcus epidermides
ATCC 12228, de 128 pg/mL para ambas as moléculas, e os resultados determinados
para JR-08, AL-01 ¢ AL-02 frente a espécie Candida glabrata, obtendo todas elas
CIM de 32 pg/mL. Sugere-se a realizagdo de outros testes a fim de se confirmar os
resultados encontrados, como a Determinagdo da Concentragao Bactericida Minima
e Fungicida Minima e a associacdo das moléculas mais promissoras com
antimicrobianos conhecidos clinicamente, a fim de se verificar as atividades
alcangadas por estes.

Palavras-chaves: Concentracdo Inibitoria Minima. Moléculas Sintéticas. Atividade
Antimicrobiana.

Fomento: CNPq (PIBIC/UEPB)

Autor: Cayque de Souza Farias Email: cayque.farias@gmail.com
Orientadora: Professora MSc. Zilka Nanes Lima Email: zilkananeslima@gmail.com



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF N-ACYLIDRAZONIC DERIVATIVES
AND PHENYLACRYLATES

Antibiotics are natural or synthetic factors that have the ability to inhibit growth and /
or destroy microorganisms, and thus treat an infection or prevent it. Rational use of
antimicrobials is of utmost importance to the health of the general population. The
prescription of antibiotics in the offices and emergency rooms, often in a flawed and
incorrect way, as well as the indiscriminate use in humans and animals, has been
accelerating the microbial process and contributing to the world entering a post-
antibiotic era ", which is very similar to the "pre-antibiotic era," prior to the
discovery of penicillin, when they were as simple as intractable and leading to death,
the search for new drugs that can replace the initial viral antimicrobial drugs is an
effective strategy and it is very applied to molecular antimicrobials of antiparasitics,
being its pharmacological group and its results more complete or homologous,
restoring and potentializing its effect.This work of course completion (CCT) had as
its theme, through the technique of microdilution in broth , the sterile Eliza plates,
determining a Minimum Inhibitory Concentration of N-acylhydrazonic derivatives:
JR-05 (2-cyano-N '- (2 -nitrobenzylidene) -acetate hydrazide); JR-06 (2-cyano-N '-
(4-chlorobenzylidene) acetate hydrazide); JR-07 (2-cyano-N '- (4-bromobenzylidene)
acetate hydrazide) and JR-08 (2-cyano-N' - (4-nitrobenzylidene) acetate hydrazide);
and acrylates: AL-O1 (Ethyl 2-cyano-3-phenyl acrylate); AL-02 (Ethyl 2-cyano-3-
(4-chlorophenyl) acrylate); AL-09 (Ethyl 2-cyano-3- (2,6-dichlorophenyl) acrylate)
and AL-10 (Ethyl 2-cyano- (2,4-dichlorophenyl) 3-acrylate) against several Gram-
positive bacteria, Gram -negative and species of Candida spp. The results were
presented as compound classes tested for both yeast, between JR-05 and JR-08 cells
against a Staphylococcus epidermides ATCC 12228, of 128 pg / ml for both as
molecules. for JR-08, AL-01 and AL-02 compared to the Candida glabrata group,
obtaining all MICs of 32 pg / mL. Further testing is suggested and is an effective
process for the determination of Minimal Bactericide and Minimal Fungicide
concentration and an association of more promising molecules with clinically known
antimicrobials as a check of activities by them.

Keywords: Minimum inhibitory concentration. Synthetic molecules. Antimicrobial
activity.

Promotion: CNPq (PIBIC/UEPB)
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1 INTRODUCAO

Desde longo tempo o homem busca solugdes para a cura de infeccdes, através da
experiéncia com plantas medicinais, ou com produtos animais ou derivados destes, e
certamente nesta época nao se conhecia seu valor terapéutico, mas com conhecimentos
primarios da época acreditava-se no seu poder de cura. O desenvolvimento dos antibidticos
revolucionou o tratamento médico, levando a reducdo dréastica da mortalidade causada por
doengas microbianas. (BAIL et al. 2006).

A cada dia aumenta a necessidade da produgdo em larga escala de antimicrobianos
que antes eram obtidos apenas por processos naturais, o que pode vir a contribuir, por
exemplo, no aperfeicoamento das caracteristicas fisico-quimicas destas moléculas, expansao
de seus espectros de acdo, diminuigdo de suas propriedades de toxicidade, bem como com o
aumento da rapidez e facilidade com estas moléculas sao obtidas. (WOLF et al., 2007).

Porém, embora os antimicrobianos constituam uma das classes de medicamentos mais
prescrita mundialmente, muitas vezes sdo indicados sem necessidade ou com imprecisdo, ou 0
paciente utiliza de forma incorreta ou incompleta, facilitando o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana e fingica, consequentemente impedindo a agdo de outros medicamentos
(KADOSAKI; SOUSA; BORGES, 2012), levando a manutengdo ou agravo das doengas
infecciosas por selecionar estirpes multirresistentes, aumentando a probabilidade do
surgimento de reagdes adversas e estimulando o uso de alternativas antibidticas cada vez mais
onerosas, o que pode acarretar sérias consequéncias econdmicas e clinicas.

Devido a este rapido processo de desenvolvimento da resisténcia microbiana, que
pode vir a tornar os antimicrobianos obsoletos rapidamente, o nimero de empresas
farmaceéuticas que investem em pesquisa para novos antibioticos vem caindo ao longo dos
anos e isso ¢ motivo de preocupacdo. Ao mesmo tempo em que antibidticos antigos deixam
de ser produzidos por falta de interesse da industria, ndo ha pesquisa e desenvolvimento para
novos antibioticos. (BERMUDEZ, 2017).

E importante a busca de novos fairmacos que possam substituir os ja existentes, a fim
de se buscar enfrentar esta resisténcia imposta por os micro-organismos.(CACHIBA et al.,
2012). Uma estratégia eficaz e muito utilizada ¢ a modificagdo molecular de agentes
antimicrobianos pré-existentes, mantendo seu grupo farmacoforico e se obtendo compostos

analogos ou homologos, sem perdas das suas propriedades, como ¢ o caso da adicdo ou
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substituicio de algum grupamento quimico, restaurando e potencializando o seu
efeito.(MANDINGAN et al., 2010).

Existem varias metodologias que podem ser utilizadas para se fazer screening destes
novos candidatos a drogas com atividade antimicrobiana sintetizados, entre estas estdo as
consideradas padrdo-ouro como a de microdiluicdo em caldo, que fornece resultados
quantitativos (concentrag@o inibitoéria minima [CIM] e que esta descrito pelo documento M7-
A6 do NCCLS (2012).

E essencial citar que a atividade antibacteriana de derivados acilidrazonicos e
derivados acrilatos ja foi relatada frente a diferentes espécies de bactérias. Pereira em 2016,
fazendo uso da técnica de microdiluicio em caldo, encontrou uma atividade bastante
apreciavel para a molécula AL-09 (Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato), frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 determinou CIM de 16 pg/mL. Moura em 2016,
fazendo uso da mesma metodologia encontrou atividade perante Escherichia coli ATCC
25922 para a molécula JR-08 (2-ciano-N’-(4-nitrobenzilideno) — acetato hidrazida) obtendo
CIM de 256 pg/mL. A atividade antifingica também ja foi constatada para derivados
acilidrazonicos. Malik em 2012 e Cachiba, no mesmo ano, detectaram atividade de outros
derivados destas mesmas classes frente a diferentes espécies do género Candida sp.

Porém, ¢ de suma importancia que o teste de atividade antimicrobiana seja realizado
com outras estirpes bacterianas de referéncia e isolados clinicos, que ndo sejam
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922; e com outra estirpe de
levedura que ndo seja Candica albicans; ja que estes micro-organismos sdo considerados
prototipos de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, respectivamente. Por
este motivo, este trabalho se propos a testar derivados N-acilidrazonicos e acrilatos frente a

outras cepas de bactérias e fungos através do método de microdiluicdo em caldo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

-Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica de derivados N-acilidrazonicos e

fenilacrilatos, visando obter novos agentes terapéuticos eficazes contra micro-organismos.

2.2 Objetivos Especificos

-Analisar a atividade antibacteriana sobre linhagens de referéncia e obtidas
clinicamente, pela determinagao da Concentragao Inibitoria
Minima (CIM);

- Examinar a atividade antifingica sobre linhagens de referéncia através da

caracterizagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Bactérias Patogénicas e Leveduras

A infeccdo hospitalar (IH) é o evento adverso que mais mata nos servigos de Saude em
todo o mundo, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sendo um risco
enorme para a seguranca do paciente. Para o paciente, a IH prolonga o tempo de
hospitalizacdo e o uso de outros antibidticos com mais efeitos colaterais. Para o hospital, ha o
custo do leito que fica ocupado, da compra de materiais e, as vezes, até¢ da dedicagdo de um
enfermeiro em um quarto de isolamento, afirmou Ana Cristina Gales, em 2017, professora de
infectologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp) e consultora da Sociedade
Brasileira de Infectologia.

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de 2010, no Brasil, a taxa de
infecgoes hospitalares atinje 14% das internacdes. Cerca de 234 milhdes de pacientes sdo
operados por ano em todo o mundo. Destes, um milhdo morre em decorréncia de infec¢des
hospitalares e sete milhdes apresentam complicagdes no pos-operatorio. O que torna a
utilizac@o racional de antimicrobianos crucial para o tratamento destas. (FADLI et al., 2012).

Dentre os micro-organismos que provocam as infecgdes oportunistas
estdo as bactérias e os fungos, sendo que a maior preocupagdo da OMS em relagdo a estas
infeccdes € o fato de que sdo provocadas por cepas resistentes. Estas sdo mais virulentas e ndo
se enquadram no espectro de medicamentos atuais.

As Dbactérias sdo organismos unicelulares. Como ndo possuem nucleo
envolto por uma membrana, as c¢lulas sdo descritas como procarioticas. As
trés formas bdasicas de bactérias sdo os Dbacilos, 0s cocos e o0s espirilos.
Dividem-se por fissdo bindria e muitas delas possuem flagelos. As bactérias
podem utilizar uma grande variedade de substincias quimicas para a sua
nutricdo. (TORTORA et al., 2010).

A parede celular circunda a membrana plasmatica e protege a célula das
alteracdes na pressio de 4gua. Consiste de peptideoglicano, um polimero
composto de N-acetilglicosamina (NAG) e N-acetilmurdmico (NAM) e cadeias curtas de
aminoacidos. A parede celular das bactérias Gram-positivas € composta por muitas camadas
de peptideoglicanos e também contém acidos teicoicos e lipoteicoicos, enquanto que a das

bactérias Gram negativas possuem uma membrana externa de lipoproteina -
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lipopolissacarideo-fosfolipideo circundando uma fina camada de peptideoglicano. A
membrana externa protege a cé¢lula da fagocitose, penicilina, lisozima e de outras substancias
quimicas. O componente lipopolissacaridico da membrana externa consiste de aglcares
(polissacarideos O) que atuam como antigenos e de lipideo A, que ¢ a
endotoxina.(TORTORA et al. 2010).

As  infecgdes por  micro-organismos ~ Gram  negativos  sd0  menos
frequentes, mas apresentam maior mortalidade quando comparadas aos Gram
positivos. Dentre estes as espécies mais relevantes destacam-se:  Klebsiella
pneumoniae subsp. penumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Algun fungos,
em especial os leveduriformes, também podem estar associados a esse processo. (OPLUSTIL
et al. 2010). Abaixo, na Figura 01 estar representada a diferenga basicas entre as paredes

celulares das bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Figura 01 - Diferenca entre as Paredes Celulares das Bactérias Gram Positivas ¢ Gram
Negativas

&ram positiva - &Gram negotivo
o
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Fonte: Disponivel em: https://abcdamedicina.com.br. Acesso em: novembro de 2018.

As leveduras sdo organismos unicelulares de brotamento . Elas ndo produzem
micélios. As colonias sdo geralmente visiveis nas placas entre 24 e 48 horas. Suas colonias
macias, imidas, se assemelham a culturas bacterianas ao invés de mofo. Ha varias géneros de
leveduras que podem ser patogénicas para os humanos (DISAVIO, 2017), entre eles o de
maior destaque ¢ o género Candida que constitui o principal grupo de leveduras que causam
infeccdes oportunistas no ser humano. Este género compde-se de cerca de 150-200 espécies,

muitas das quais podem habitar o trato gastrointestinal, sistema urogenital, pele, ¢ mucosa do
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trato respiratorio de seres humanos. Elas se tornam patogénicas em pacientes com o sistema
imunologico comprometido e, nestas circunstancias, podem causar doenga em praticamente
todos os orgdos e tecidos, resultando em infeccdo superficial, invasiva e
sistémica.(DIGNAMI, MC, et al. 2009). Portanto, estao emergindo como agentes de infec¢des
principalmente em neonatos, imunocomprometidos, idosos, diabéticos, pos-operados, uso
prolongado de antibidticos, pacientes internados, uso de corticoides, transplantados, uso de
catéteres, nutricdo parenteral, gravidez e uso de anticoncepcionais.(PFALLER; MA;
DIEKEMA, DJ, 2007, DIGNAMI; MC, et al., 2009).

3.1.1 Espécies Bacterianas e Leveduriformes com Potencial Patogénico

Staphylococcus epidermidis: espécie de bactéria firmicute, caracterizada por ser
coagulase negativa. Pertence ao género Staphylococcus. E uma bactéria Gram-positiva
arranjada em cachos e tétrades. Por muito tempo foi considerada uma espécie comensal,
porém sabe-se, hoje, que ela é um patdogeno oportunista responsavel principalmente por
infeccdes hospitalares, através de cateteres, sondas (material de plastico) bem como proteses
devida sua capacidade de formar biofilmes.(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os biofilmes dificultam a chegada de drogas antimicrobianas e até mesmo de células
fagociticas ao foco de infeccdo. A espécie S. epidermidis ndo produz toxinas ¢ uma vez que
faz parte da microbiota endégena humana, as infec¢des causadas por esta espécie sdao
geralmente oportunistas e de origem hospitalar (nosocomiais). Identificacdo da espécie pode
ser feito apos prova de catalase e coagulase com um antibiograma evidenciando a sua

sensibilidade a novobiocina. (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Staphylococcus  saprophyticus:  espécie  bacteriana cocoide (esférica), Gram-
positiva, anaerobia facultativa, imével, ndo esporuladora, ndo encapsulada medindo entre 0,5
a 1 mm de didmetro. Possui atividade ureasica e carece de coagulase. E o segundo agente
mais comum de infeccdo urinaria em mulheres na faixa de 20 a 40 anos. A patogenecidade
esta relacionada com a sua capacidade de poder aderir as células do aparelho urinario devido a
presenga de proteina com propriedade de adesina/hemaglutinina. (HIRZEL, 2004).

S. saprophyticus ¢ tido agente patogénico oportunista, principalmente
em mulheres jovens, sexualmente ativas.  Sendo  as  infeccdes  mais  frequentes

as cistites e pielonefrites. (HIRZEL, 2004).
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Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae: espécie bacteriana em forma de bacilo
Gram-negativo, membro da familia Enterobacteriaceae, encontrado em locais como agua,
solo, plantas e esgoto.(PODSCHUM; ULLMANN, 1998). Sua coloniza¢do em seres humanos
provavelmente ocorre por contato com as diversas fontes ambientais ¢ pode ser encontrada
colonizando a orofaringe e fezes de pessoas sadias, j& no organismo de pessoas
imunocomprometidas esta bactéria encontra um ambiente propicio para seu crescimento,

levando aos quadros de infec¢ao. (DESIMONI et al., 2004; MARTINEZ et al., 2004).

Candida albicans: £ um fungo dimérfico que é conhecido pela sua forma
leveduriforme (blastoconideos) no estado saprofitico, que esta associado com a colonizagao
assintomatica; ou em formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras) observadas em
situagdes de processos patologicos sob algumas condi¢des de crescimento subotimas, nesse
fungo pode acontecer formagdao de clamidosporos (esporos arredondados que possuem uma
espessa parede celular). Dessa forma, o fungo ganha uma capacidade de se adaptar a
diferentes nichos bioldgicos podendo ser entdo considerado, rigorosamente, um organismo
“pleomorfico”. (ALVARES et al., 2007).

De acordo com Rossi e outros (2011) “C. albicans pode causar graves infecgdes em
pacientes que estdo imunocomprometidos por doengas, por cirurgias ou por terapia
imunossupressiva”. Os altos niveis de morbidade e mortalidade resultante de infecgdes em
pacientes hospitalizados comprovam que C. albicans tornou-se um patogeno humano de

grande relevancia clinica.

Candida glabrata: E uma espécie de fungo haploide. Trata-se de uma espécie de
levedura que ndo forma filamentos e da resultados negativos tanto para os clamidosporos
(esporos de resisténcia) como para os filamentos. (RODRIGUES, et al., 2014).

Inicialmente, era considerada ndo-patogé€nica ao ser humano, no entanto, com o
aumento do niimero de pessoas imunodeficientes, verificou-se que a C. glabrata é um fungo
agressivo, extremamente oportunista e resistente que ataca principalmente os individuos
debilitados (p.e. portadores de HIV, doentes oncologicos). A C. glabratatem demostrado
uma grande e rapida capacidade de desenvolver tolerancias e resisténcias a farmacos
antifingicos, principalmente azdis e equinocandinas (p.e. fluconazol, -clotrimazol,
caspofungina, micafungina). Um dos mecanismos mais comuns deste fenomeno ¢ a super

expressao de varios genes de resisténcia. (RODRIGUES et al., 2014).
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Candida  tropicalis:  espécie de fungo pertencente ao  género Candidae a
ordem Saccharomycetales. Ao lado de outro membros do género, ¢ oportunista, ¢ uma agente
freqiilente de candidemia em hospitais brasileiros, sendo a segunda espécie mais comumente
isolada. A infeccdo por esse agente pode ocorrer em pacientes de todas as idades, mas

acomete pacientes adultos e idosos com maior frequéncia.( NUCCI; COLOMBO, 2007).

3.2 Resisténcia Bacteriana: Um Grave Problema de Saude Publica

Os antibioticos sdo farmacos que revolucionaram o tratamento de doencas infecciosas
causadas por bactérias e reduziram mundialmente as taxas de morbidade e mortalidade
associadas a infecgdes microbianas. Entretanto, o mau uso desses farmacos acelera o processo
natural de resisténcia destes micro-organismos contra os antibidticos, devido ao fato de que
no ambiente natural esses antimicrobianos sao produzidos por populagdes microbianas como
ferramenta de competi¢do por recursos nutricionais e espago dentro do micro-habitat que
ocupam. Sendo preocupante a forma como esses medicamentos sdo utilizados em ambientes
ambulatoriais, hospitalares e domésticos no tratamento ou profilaxia de doencas humanas.
(COSTA; SILVA, 2017). Sao varios os fatores que contribuem para a resisténcia bacteriana,
abaixo serdo listados alguns deles:

1) uma caracteristica intrinseca de certas espécies de bactérias que podem resistir
a acdo de um dado antibiotico como resultado de uma caracteristica estrutural ou funcional
inerente de dada espécie (BLAIR et al. 2015);

2) ser adquirida como resultado de mutacoes que podem ocorrer durante a
replicacao celular ou serem induzidas por intermédio de agentes mutagénicos como
radiagdes ionizantes e ndo ionizantes, agentes alquilantes ou espécies reativas de oxigénio
(BAPTISTA, 2013);

3) adquirida pela aquisicao de material genético exégeno anteriormente presente
em outros micro-organismos que contenham genes de resisténcia que sdo propagados por
meio de mecanismos de transferéncia génica horizontal (TAVARES, 2000; COSTA, 2016)
como a conjugacao bacteriana, a transformacao e a transdugao. (DZIDIC et al. 2008).

Apresentando os micro-organismos portadores de resisténcia intrinseca ou de genes de
resisténcia, maior adaptacdo e tolerancia a pressao seletiva que os antibioticos impdem ao
meio, devido as capacidades bioquimicas que tais seres podem expressar (KUMAR;
VARELA, 2013), que favorecem seu desenvolvimento por reduzir a competicdo por espaco e

nutrientes no meio com as células que ndo possuem mecanismos de resisténcia, selecionando
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as estirpes resistentes aos agentes antimicrobianos dentro de uma comunidade microbiana.
(GUSTAVO, 2008).

Sendo os mecanismos bioquimicos de resisténcia aos antibidticos reportados em
literatura os seguintes:

» Inativacao enzimatica do antibidtico: O mecanismo enzimatico de resisténcia
ocorre devido a inativagdo do farmaco a partir da produgdo, pela bactéria, de enzimas que
degradam ou inativam o antibidtico. Envolvendo trés tipos de reagdes enzimaticas, tais como,
hidrolise, transferéncia de um grupo quimico ou processo de oxirredugdo. (COSTA, 2016).

O exemplo classico deste mecanismo de resisténcia ¢ a produgdo de B-lactamase que
hidrolisa o anel B-lactimico das penicilinas (KUMAR; VARELA, 2013) ¢ cefalosporinas.
Havendo muitas bactérias Gram negativas e Gram positivas que produzem tal enzima,
existindo identificadas mais de 200 tipos de PB-lactamases pertencentes a diferentes grupos
funcionais, que podem ser de origem cromossomal ou de plasmideos de bactérias diferentes.
(KUMAR; VARELA, 2013). Varias bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas produzem [3-
lactamases de espectro estendido (ESBLs), que ¢ um dos tipos de B-lactamases codificadas
por genes plasmidiais como o CTX-M, que apresenta muitas variantes e produtos de traducdo
diversificados que conferem resisténcia a todas as penicilinas e cefalosporinas de terceira
geracdo, mas ndo as cefamicinas e carbapenémicos. (BLAIR et al., 2015).

Na literatura ha ocorréncia de mais de 180 ESBLs identificadas, que sdo comumente
detectadas em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e outras bactérias
da familia Enterobacteriaceae (BAPTISTA, 2013), e também em bactérias como
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. (BLAIR et al. 2015).

» Modificagdo do alvo do antibiético: A maioria dos antibioticos se liga
especificamente aos seus alvos com alta afinidade e dessa forma previnem a atividade normal
do alvo. Entretanto mudancas estruturais do alvo que previnem a ligagdo efetiva entre o alvo e
o antibiotico, mas que ainda possua sua fun¢do normal conferem resisténcia. (BLAIR et al.,
2015). As proteinas ligadoras da penicilina (PBP), que sdo responsaveis pela ligacao cruzada
entre os polimeros de acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina precursores do
peptidoglicano formador da parede celular, quando apresentam mutacdes nos genes que as
codificam, produzem PBPs estruturalmente diferente (as PBPa,) que apresentam afinidade ao
farmaco extremamente reduzida, ndo havendo a lise celular, pois a droga nao ira interferir na
ligagdo cruzada dos dois polimeros que formam a parede celular bacteriana. (SIQUEIRA,

2004; GUSTAVO, 2008). Sendo este mecanismo de resisténcia reportado em Staphylococcus
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aureus portadores do elemento genético movel chamado SCCmec que possui 0 gene MeCA,
que confere resisténcia a meticilina. (DZIDIC et al. 2008).

= Bombas de efluxo: Bombas de efluxo sdo proteinas membranares que exportam os
antibidticos para o meio extracelular, mantendo as concentracdes intracelulares em baixos
niveis. Sendo este um mecanismo de resisténcia que afeta todas as classes de antibioticos,
atingindo principalmente os macrolidios, tetraciclinas e fluoroquinolonas (DZIDIC et al.
2008), podendo ser detectado tanto em bactérias Gram positivas quanto Gram negativas,
podendo também ser associado a este mecanismo de resisténcia um numero significativo de
genes que codificam para diferentes transportadores de antibidticos como os genes mef, msr e
vga em cocos Gram-positivos resistentes a macroliditos, lincosaminas e estreptogramina B, o
gene TET relacionado a resisténcia a tetraciclina, o gene acrfA codificador do sistema de
efluxo AcrAB-TolC encontrado em Escherichia coli e outras bactérias Gram-negativas e
também em Gram-positivas.(BAPTISTA, 2013).

» Alteracao da permeabilidade da membrana: Os farmacos podem penetrar a
membrana celular por meio de trés formas 1) por difusao simples através da bicamada
fosfolipidica; 2) por difusao facilitada mediada por proteinas membranares chamadas
porinas ou 3) alta captacao promovida onde a penetragdo do farmaco nas bactérias depende
de caracteristicas fisico-quimicas dos antibidticos como a polaridade ¢ o tamanho das
moléculas. (BAPTISTA, 2013). Modificagdes no contetido de lipopolissacarideos (LPS) e
estrutura e quantidade de porinas alteram a permeabilidade de farmacos como B-lactamicos,
aminoglicosideos, cloranfenicol e fluoroquinolonas em bactérias Gram-negativas. (DZIDIC et
al., 2008).

= Formacao de biofilmes: A produgdo de biofilmes ¢ considerada de acordo com
Kuma et al. (2013) um novo modo de resisténcia, capaz de ocorrer em muitos lugares,
incluindo a placa dentdria, ambientes aquaticos, catéteres médicos, feridas traumaticas e
outros, onde os micro-organismos encontrados nos biofilmes sao protegidos contra a entrada
de multiplos agentes antimicrobianos. Na Figura 02 serdo apresentados os principais

mecanismos de resisténcia bacteriana:
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Figura 02 - Principais Mccanismos de Resisténcia Bacteriana
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Fonte: Disponivel em: https://ecitydoc.com. Acesso em: Setembro de 2018.

Em termos de satde publica, a resisténcia bacteriana representa um risco a qualidade
de vida humana conquistada ao longo dos anos com o avango da microbiologia, das
engenharias, da farmécia e da medicina, comprometendo o orgamento dos sistemas de saude,
sejam eles publicos ou privados, além de intensificar outro problema de satde publica de
grande relevancia: as infec¢des hospitalares. (COSTA; SILVA, 2017).

Segundo Oliveira ¢ Silva (2008), as infecgdes hospitalares estdo associadas a falhas
nos procedimentos de biosseguranca como a utilizacdo de equipamentos de protecdo
individual, lavagem das maos, técnicas de assepsia, ineficiéncia dos controles microbioldgicos
e de vigilancia de pacientes sob suspeita ou risco de infeccdo causada por patdgenos
resistente, assim como o isolamento nao apropriado de paciente contaminados, deficiéncia ou
caréncia do servigo de atencdo farmacéuticas as prescricdes meédicas e de atencdo
farmaceéutica ao paciente usudrio de antibidticos, que ndo recebe do profissional farmacéutico
as devidas orientacdes sobre a sua patologia e a prescricdo do farmaco, sua concentragao,
forma de uso, duracdo do tratamento e forma de armazenamento do medicamento.(GURGEL;
CARVALHO, 2008; FERRACINI et al., 2014).

Os fatores acima citados resultam em maiores complicagdes clinicas na recuperacao
de pacientes hospitalizados, risco para os pacientes acometidos por doenca cronica,
imunossuprimidos, propiciando um nimero maior de 6bitos nos hospitais (SANTOS, 2004),
que podem se tornar reservatorios de patdogenos, expostos a um grande numero de individuos,

passiveis de contrair doengas causadas por eles.
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3.3 Antibioticos

Os antibidticos sao uma classe de farmacos utilizados para o tratamento de doengas
infecciosas, que diferem uns dos outros quanto as suas propriedades fisicas, quimicas,
farmacologicas, no espectro e mecanismo de acdo. (BAPTISTA, 2013). Havendo critérios
muito importantes que devem ser considerados para que a terapia de doengas bacterianas com
antibidticos venha a ser eficaz, como a necessidade de que um alvo exista dentro da célula
bacteriana, a concentracdo do antibidtico alcance o alvo em quantidade suficiente, nio
podendo ocorrer inativagdo ou modificacdo estrutural do farmaco. (COSTA, 2016).

Sendo assim, a escolha do antimicrobiano deve ser baseada em caracteristicas do
agente etiologico e e no mecanismo de a¢do do medicamento, uma vez que sdo formulados
para agir especificamente em determinado alvo e que existem diferengas estruturais e
metabolicas entre os micro-organismos. Um bom exemplo desta diferenga ¢ a classificagao
dos micro-organismos em Gram positivo ou Gram negativo que ¢ baseada na estrutura de sua
parede celular e que ¢ de fundamental importancia na escolha do antibacteriano, onde drogas
que tenham baixa lipossolubilidade ndo conseguem atravessar a parede celular de micro-

organismos Gram-negativos. (COSTA, 2016).

3.3.1 Historicos dos Antibidticos

Apos a segunda metade do século XIX, cientistas como Robert Koch identificaram
micro-organismos responsaveis por doencas como tuberculose, colera e febre tifoide. Nessa
época, as pesquisas eram conduzidas na busca de agentes quimicos que apresentassem
atividade antibiotica. O pesquisador Paul Ehrlich, conhecido como o pai da quimioterapia foi
responsavel pelos conceitos primarios de que uma substancia quimica poderia interferir com a
proliferacdo de micro-organismos, em concentracoes toleraveis pelo hospedeiro. (PATRICK,
GL, 2005). Em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro antibidtico de origem sintética,
salvarsan, usado contra sifilis. Poucos progressos foram conseguidos nos 20 anos seguintes
para o desenvolvimento de antibidticos, até a introducdo da proflavina, em 1934, agente
amplamente utilizado na Segunda Guerra Mundial, principalmente contra infec¢des de feridas
profundas. Entretanto, este composto era muito toxico para ser usado em infeccdes
bacterianas sistémicas, o que evidenciava a necessidade de agentes mais eficazes. (PATRICK,
GL, 2005).
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Em 1935, um marco na quimioterapia antibacteriana ocorreu com a descoberta de
Gerhard Domagk de que o corante vermelho prontosil apresentava atividade /n vivo contra
infecgdes causadas por espécies de Streptococcus. O prontosil € um pro-farmaco que originou
uma nova classe de antibidticos sintéticos, as sulfas ou sulfonamidas , que constituem a
primeira classe de agentes efetivos contra infecgdes sistémicas introduzida no inicio dos anos
1940. (PATRICK, GL, 2005). Entretanto, as sulfas apresentam espectro de agdo limitado e
sdo pouco usadas atualmente.

Apesar destes avangos, o grande marco no tratamento das infeccdes bacterianas
ocorreu com a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, em 1928. (Nicolaou, K. C;
Montagnon, T, 2008). A atividade da penicilina era superior a das sulfas e a demonstracao
que fungos produziam substancias capazes de controlar a proliferagdo bacteriana motivou
uma nova frente de pesquisas na busca de antibiodticos: a prospeccdo em culturas de micro-
organismos, especialmente fungos e actinobactérias.

A penicilina G, ou benzilpenicilina, foi descrita em 1929 como agente antibiotico,
porém somente foi introduzida como agente terap€utico nos anos 1940. Apds o processo de
industrializacdo da penicilina, especialmente em consequéncia da Segunda Guerra Mundial
( PROJAN, S. J; SHLAES, D. M, 2004), foi observado um rapido crescimento na descoberta
e desenvolvimento de novos antibidticos.

Entre os anos 1940-1960 varios antibioticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o tratamento de bactérias
Gram positivo: B-lactdmicos (cefalosporina), aminoglicosideos (estreptomicina), tetraciclinas
(clortetraciclina), macrolideos (eritromicina), peptideos (vancomicina) e outros (Cloranfenicol,
rifamicina B, clindamicina e polimixina B). Neste periodo apenas trés derivados sintéticos
foram introduzidos no mercado: isoniazida, trimetropim e metronidazol (FERNANDES, P,
2006).

Entre os anos 1960-1980 foram introduzidos no mercado antibidticos semi-sintéticos
eficazes para o tratamento de patogenos Gram positivo e Gram negativo, analogos aos
antibioticos naturais ja existentes. A maioria deles foi obtida a partir de protdtipos naturais
microbianos, como derivados -lactimicos (analogos de penicilina e cefalosporina, acido
clavulanico, aztreonam), andlogos da tetraciclina, derivados aminoglicosidicos (gentamicina,
tobramicina, amicacina). (FERNANDES, P, 2006).

Entre os anos 1980-2000 as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos
antibioticos foram a gendmica e as triagens de colecdes de compostos, em detrimento as

triagens de produtos naturais microbianos. Porém, houve uma redugdo dramadtica na
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identificacdo de novos protdtipos antibidticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento
na incidéncia de resisténcia bacteriana. Este periodo ¢ marcado pela modificagdo do mercado
de antibidticos pela introducdo da classe das fluoroquinolonas sintéticas na metade dos anos
1980, desenvolvidas a partir do 4cido nalidixico. Alguns antibidticos baseados em prototipos
naturais, como imipenem (derivado B-lactamico) e analogos da eritromicina também foram
introduzidos neste periodo. (FERNANDES, P, 2006).

A partir de 2000, poucos antibioticos foram introduzidos para a terapéutica
antimicrobiana. Em 2001, apenas um antibidtico de origem sintética da classe das
oxazolidinonas foi introduzido no mercado farmacéutico, a linezolida. (FERNANDES,
2006). Os programas de descoberta de antibioticos de fontes naturais tém sido retomados em
algumas industrias farmacéuticas, levando a aprovacdo do lipodepsipeptideo natural
daptomicina pelo FDA em 2003. (FERNANDES, 2006). Na Figura 03 estdo representados os

principais antibioticos de origem sintética.

Figura 03 - Principais Antibioticos de Origem Sintética
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Fonte:
Disponivel em: http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v33n3/35f01.gif. Acesso em: Setembro de 2018.

3.3.2 Classificacdes e Mecanismos de Acéo dos Antibioticos

Segundo Baptista (2013), o antibidtico ideal seria um fairmaco com alvo seletivo, acdo

bactericida rapida, espectro de acdo estreito que ndo afete a microbiota saprofita, com baixo
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nivel toxico e elevados niveis terapéuticos, poucas reacdes adversas, varias vias de
administragdo, boa distribui¢ao no local de infecgdo e ser um antibidtico que nao contrarie as
defesas imunolégicas do hospedeiro, ndo induza resisténcia e possua boa relacdo
custo/eficacia. Sendo, no entanto, todas essas caracteristicas, dificeis de serem obtidas devido
a relacdo entre os antibidticos e as bactérias, ndo ser linear. (COSTA, 2016).

De acordo com Guimaraes et al. (2010), os antibioticos podem ser classificados:

1) de acordo com suas origens em: antibiéticos naturais, quando sdao obtidos a
partir de organismos vivos; antibiéticos semi-sintéticos, que sdo substancias de origem
natural que sdo submetidas a processos de sintese em laboratorio; ou antibidticos sintéticos,
que sdo produzidos exclusivamente em laboratorio;

2) pela suas acoes sobre as células bacterianas: bacteriostaticos ou bactericidas;

3) pelo seus mecanismos farmacodinamicos, que podem ser os seguintes:

+» Inibicao da sintese de parede celular: Os antibitticos com este mecanismo de
acdo atuam ao nivel da sintese do peptidoglicano, impedindo sua sintese. Antibioticos que
exemplificam este mecanismo de agdo sdo os P-lactdmicos como a penicilina e as
cefalosporinas, que inibem enzimas necessarias para a formagdo do peptidoglicano; a
bacitracina que bloqueia a passagem do pirofosfato-bactoprenol a fosfobactoprenol
(BAPTISTA, 2013) que ¢ um importante precursor da sintese de parede celular e carreador de
membrana associado a processos anabolicos em Gram-positivos (SCHNEIDER et al. 2009); e
os glicopeptideos como a vancomicina que se liga a extremidade terminal do peptideo D-Ala-
D-Ala da cadeia do peptidoglicano, prevenindo as ligagdes cruzadas entre o N-
acetilglicosamina e o dcido N-acetilmuramico que formam o peptidoglicano da parede celular.
(DZIDIC et al., 2008; BAPTISTA, 2013).

+ Inibicao da sintese proteica: Os ribossomos bacterianos sdo organelas celulares
constituidas por duas subunidades, 30s e 50s, onde ocorre a sintese de proteinas, atuando
farmacos como os aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, macrolideos, licosamida e
oxazolinidonas, inibindo ou modificando o processo de sintese de proteinas, se ligando a uma
das duas subunidades formadoras do ribossomo, impedindo assim a sintese de enzimas
necessarias ao metabolismo e impedindo também o crescimento bacteriano. (COSTA, 2016).

= Inibicao da sintese de acidos nucleicos: Antibioticos que exemplificam este
mecanismo de agdo sdo as quinolonas como o ciprofloxacino, norfloxacino e ofloxacino que
inibem as enzimas girase e topoisomerase IV que atuam no processo de replicagio do DNA

(COSTA, 2016) e a rifampicina que atua inibindo a RNA polimerase, que ¢ responsavel pelo
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processo de transcri¢do, impedindo a sintese de MRNA e consequentemente a de proteinas.
(DZIDIC et al., 2008).

= Desorganizacdo da membrana celular: Antibidticos que exemplificam esse
mecanismo de acdo sdo as polimixinas que sdo moléculas anfipaticas tensoativas que
interagem com as moléculas de polissacarideos presentes na membrana externa, sequestrando
o calcio e o magnésio necessario para a estabilidade da membrana, desorganizando-a,
alterando sua permeabilidade e causando vazamento do contetido intracelular. (DZIDIC et al.,
2008).

= Interferéncia no metabolismo celular: As sulfonamidas e o trimetropim bloqueiam
diferentes etapas da sintese de folato, que ¢ um cofator necessario para a sintese de DNA ¢
RNA (DZIDIC et al. 2008), impedindo que os processos celulares ocorram. Na Figura 04
estdo mostrados as principais classes de antibioticos em uso clinico.

Figura 04 - Principais Classes de Antibigticos em Uso Clinico
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Os antibidticos representam para a medicina um grande avango por tornarem possiveis
a realizacdo de procedimentos invasivos como cirurgias, transplantes, partos prematuros e
terapias citotoxicas para o cancer, dentre outros procedimentos profilaticos ou terapéuticos
que contribuem para o aumento da expectativa de vida das populagdes humanas do planeta.
Que podem ser comprometidos pela resisténcia bacteriana aos antibidticos por reduzir as
opcdes de farmacos efetivos contra patogenos bacterianos e favorecer a disseminagdo de
bactérias resistentes dentro de ambientes hospitalares € na comunidade. (BRITO;

CORDEIRO, 2012). Na Figura 05 estao representados os principais mecanismos de acdo dos

antibioticos:
Figura 05 - Principais Mecanismo de A¢ao dos Antibidticos
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Fonte: MADIGAN et al., 2010.

3.4 Principais Antifungicos Utilizados Clinicamente e a Resisténcia
Leveduriforme Encontrada

As espécies de leveduras do género Candida mais importantes do ponto de vista
clinico e  epidemiologico  sdo: Candida  albicans, Candida  glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei, sendo que a Candida albicans permanece
como a espécie mais comum nas infeccdes humanas. (DIEKEMA, PFALLER, 2007;
DIGNAMI, et al. 2009).
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As manifestacdes clinicas na candidiase apresentam grande diversidade de quadros,
como candidiase cutdneo-mucosa ¢ candidiase invasiva ou sistémica. A candidiase cutaneo-
mucosa consiste em manifestagdes superficiais, apresentando as seguintes formas: candidiase
intertriginosa, onicomicose, candidiase oral, vulvovaginite, balanopostite e candidiase
cutdneo-mucosa cronica. Ja a candidiase invasiva ou sistémica caracteriza-se por apresentar
infec¢des profundas ou invasivas, podendo localizar-se em um 6rgdo ou disseminar-se via
sanguinea (candidemia). Apresentam-se como quadros de sintomatologia cardiaca, digestiva,
respiratoria, hepatica, renal, ocular, do sistema nervoso central, ou disseminada, que ¢ uma
forma clinica de dificil tratamento . (DIGNAMI, et al., 2009).

As infeccdes invasivas estdo associadas a internagdes prolongadas, com elevada taxa
de mortalidade e aumento no custo hospitalar (DIGNAMI, et al., 2009, NUCCI, et al., 2010).
Nesses casos, a melhora ou até a sobrevivéncia do paciente depende da rapida identificacdo
do patdgeno e, consequentemente, da introdugdo precoce da terapia antifungica. (DIEKEMA;
PFALLER, 2007; DIGNAM], et al. 2009).

Dentre os antifungicos utilizados na terapéutica de candidiases invasivas destacam-se
triazolicos, como fluconazol, derivados poliénicos, como anfotericina B, ¢ do grupo das
equinocandinas, a caspofungina. (DIEKEMA; PFALLER, 2007; DIGNAM]I, et al., 2009).

A anfotericina B ¢ indicada para formas graves de doenca invasiva, pertence ao grupo
dos poliénicos. Sdo grandes moléculas que atuam na membrana celular fingica, onde possui
grande avidez pelo ergosterol, justificando sua especificidade. Também interferem com a
permeabilidade e com as fungdes de transporte pela sua capacidade de formar grandes poros
na membrana causando distlirbios graves no equilibrio idnico, com perda de K' extracelular
(DALE; RANG, et al., 2011) além de utilizar multiplas vias de sinaliza¢do intracelular para
indu¢do da morte da levedura. (CHUDZIK, et al., 2015).

Os azodlicos constituem um grupo de agentes fungistaticos sintéticos com amplo
espectro de atividade, baseados nos nticleos imidazol ou triazol (CHUDZIK, B, et al., 2015).
Eles atuam inibindo a enzima fungica lanosina-14-a-desmetilase, que ¢ responsavel pela
conversao de lanosterol em ergosterol, afetando diretamente a fluidez da membrana ¢ nas
enzimas ligadas a ela (DALE; RANG, et al., 2011; CHUDZIK, et al., 2015). No caso de
infeccdo invasiva, um dos mais utilizados ¢ o fluconazol (CHUDZIK, B, et al. 2015), que ¢
um antifingico triazolico que alcanga grandes concentragdes no liquido cefalorraquidiano,
podendo ser a primeira opcdo nos casos de meningite fingica, alcancando também boas

concentragdes no humor vitreo, saliva, pele, unhas e tecido vaginal.
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A caspofungina pertence ao grupo das equinocandinas e ¢ administrada
intravenosamente. Ele atua contra o crescimento de fungos através da inibigao da B-1,3-D-
glucano-sintase. (ODDS, et al., 2003). Este polimero ¢ necessario para manter estavel a
estrutura das paredes celulares fungicas, sendo que, na sua auséncia, as células fungicas
perdem a integridade e ocorre a sua lise. (ODDS, et al., 2003). O amplo espectro de atividade
fungicida contra as espécies de Candida, baixos efeitos colaterais e perfil de interagdo
favoravel faz da caspofungina terapia de primeira linha para as diversas manifestacoes
clinicas da candidiase.(THOMPSON, et al., 2008).

Uma vez identificado o patogeno causador da infeccdo, a falha na terapia antifiingica
pode ocorrer por diversos fatores, como resisténcia /n vitro (intrinseca ou desenvolvida ao
longo da terapia) ou resisténcia clinica. (ARTHINGTON, BA; REX, JH, 2008).

A resisténcia clinica ocorre quando o fungo ¢ aparentemente susceptivel ao
antifingico /n vitro, porém nao /in vivo, devido a impossibilidade do antifingico agir no seu
alvo. Pode ser resultado de terapia em pacientes muito imunodeprimidos, neutropénicos,
infeccdo em tecidos pouco vascularizados ou abcessos fechados, falta de aderéncia do
paciente ao tratamento e formagdo de biofilmes em proteses e catéteres. Varias espécies de
leveduras do género Candida tém a habilidade de produzir biofilme. (ARTHINGTON; REX,
2008, EL-AZIZI, et al., 2015).

A resisténcia microbiologica, por sua vez, envolve mecanismos moleculares e pode ser
intrinseca ou adquirida. (ARTHINGTON; REX, 2008). A resisténcia intrinseca ¢ uma
caracteristica fenotipica de determinada espécie de micro-organismo e confere a ele a
resisténcia inata antes da exposicdo deste ao antiflingico. Isso ocorre, por exemplo, com a
espécie de C. krusei, que possui resisténcia intrinseca ao fluconazol. (ARTHINGTON; REX,
2008). Ja a resisténcia adquirida ocorre em micro-organismos que desenvolveram mutagdes
apos a exposicdo ao antifungico e posteriormente houve a selecdo, sobrevivéncia e

proliferacdo daqueles mutantes resistentes. (ARTHINGTON, BA; REX, JH, 2008).

3.5 Desenvolvimento de Farmacos

Infelizmente, embora a resisténcia aos antimicrobianos tenha aumentado, o
desenvolvimento de novos agentes tem diminuido drasticamente ao longo dos ultimos 30

anos. (CHANG et al., 2013). Tais demandas levaram a OMS a reconhecer a Resisténcia
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Antimicrobiana (RAM) como uma crise de satide publica global. (WHO, 2012; BASSETTI
etal., 2013; CHANG et al., 2013).

A busca por substincias com  atividades antimicrobianas ¢ uma
necessidade  permanente em  vista do surgimento de cepas  patogénicas
resistentes e do aumento das doengas degenerativas. As infecgdes podem ser
classificadas em trés tipos: 1 - emergentes e reemergentes, que corresponde a
doengas novas ou modificadas que estdo aumentando ou possuem potencial
para aumentar no futuro proximo. Il — oportunistas, quando acometem pessoas
com sistema imunologico deprimido. Il - hospitalares ou nosocomiais, quando
ocorre em ambiente hospitalar. (CASE; FUNKE; TORTORA, 2005).

Segundo Cachiba et al. (2012), a pesquisa por novos antimicrobianos
constitui uma das estratégias para evitar o insucesso nos tratamentos antiinfecciosos, causado
pela emergéncia dos micro-organismos resistentes.

O primeiro passo para o desenvolvimento de um farmaco ¢ a
identificacgdo de um  alvo  terapéutico, seguido do  respectivo  ensaio
experimental que permita identificar moléculas com possivel acdo no alvo
escolhido. O ensaio experimental consiste na avaliagdo do efeito de milhares
de  moléculas sobre a  plataforma  terapéutica  selecionada. Com o
desenvolvimento  tecnologico  diversas técnicas tém sido desenvolvidas para
acelerar a triagem farmacologica do desenvolvimento de farmacos. Dentre as
técnicas mais recentes podemos destacar automatizada em alta escala (HTS,
High-throughput  screening), que propicia a avaliagdo biologica /n vitro de
milhares ou até mesmo milhdes de compostos contra uma proteina alvo ou
sistema celular definido. (ANDRICOPULO; FERREIRA; GLAUCIUS, 2011,
ANVISA, 2012).

Conforme Barreiro e Fraga (2005), o método de descoberta de farmacos baseado na
modificacdo estrutural de farmacos conhecidos leva a identificacdo de novos compostos
prototipos que atuam pelo mecanismo farmacoldgico do primeiro, sendo denominados de
farmacos “me-too”. Considera-se como farmaco “me-t00” aquele que ¢ estruturalmente muito
similar a um firmaco conhecido, com pequenas diferencas farmacoterapéuticas. Esta
estratégia ¢ largamente empregada na Industria Farmacéutica que pesquisa novos farmacos
sendo considerada, por alguns autores, como responsavel por inovagdes parciais.

Uma estratégia eficaz e muito empregada nesta busca consiste na

modificagdo molecular de agentes antimicrobianos pré-existentes, se obtendo farmacos
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analogos estruturais e farmacoldgicos, que possuem estrutura quimica e atividade
farmacologica semelhante, que podem ser considerados andlogos diretos quando possuem
grupamentos farmacoforicos idénticos, responsaveis pela interagdo com o sitio receptor.
(FISCHER; GANELLIN, 2006).

Além disso, como a resisténcia consiste no reconhecimento da estrutura do farmaco
pelos micro-organismo, realizar substituicdes em farmacos ja existentes pode garantir um
maior potencial, superando os mecanismos de resisténcia, como também, diminuindo seus

efeitos toxicos. (MADIGAN et al., 2016).

3.6 Derivados N-Acilidrazonicos

A subunidade estrutural acilidrazona estd presente em diversas substdncias com
atividades biologicas bem relatadas e que podem ser utilizadas como modelos para o
planejamento de candidatos a novos farmacos. J& foram descritas, para os compostos desta
natureza, diversas atividades farmacologicas como agdo antiviral, antiparasitaria,
antimicrobiana, anticonvulsivante, analgésica e anti-inflamatoria, e antiproliferativa de células
tumorais. (BARREIRO; FRAGA, 2015).

A Figura 06 mostra a estrutura da hidrazona, precursora de diversos compostos
amplamente sintetizados e de grande interesse farmacéutico, devido as suas diversas

atividades biologicas. (SANTOS, 2012).

Figura 06 - Esqueleto Hidrazonico

Fonte: SANTOS, 2012

A obtengdo das hidrazonas ocorre a partir da condensacdo entre um aldeido ou cetona
com uma hidrazina. Quando essa hidrazina ¢ uma N-acilidrazina (ou hidrazida), o produto é

uma N-acilidrazona (Figura 07), um composto azometino.
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Figura 07 - Reagdo Geral da Formagao de uma N-acilidrazona
R,C=0 + H,NNHC(O)R' R,C=NNHC(O)R" + H,0
Fonte: Moura, 2016.

A obtencdo dos derivados N-acilidrazonicos se procede a partir de uma reagdo de
condensacdo do 2-cianoacetohidrazida com diferentes aldeidos aromaticos seguida de uma
desidrata¢do, como proposto na Figura 08 a seguir, Moura em 2016 utilizou como solvente o

etanol e para catalise da reagdo o acido acético.

Figura 08 — Rota Sintética da Série JR
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Fonte: Moura, 2016.

S

A atividade antibacteriana de derivados acilidrazonicos ja foi relatada frente a
diferentes espécies de bactérias. Reis (2007) encontrou atividade antimicrobiana de derivados
acilidrazonicos derivados da D-ribolactona frente a uma cepa de Mycobacterium tuberculosis
e outra de Staphyloccocus aureus. Oliveira et al. (2012) também constataram significativa
atividade antimicrobiana de derivados da acilidrazona frente a diferentes cepas
multirresistentes de S. aureus.

A atividade antifiingica também ja foi constatada para derivados acilidrazonicos.
Malik et al (2012) e Cachiba et. al., (2012) também detectaram atividade antifungica destes
derivados frente a diferentes espécies do género Candida sp.

Na tabela 01 a seguir ¢ possivel se observar a estrutura de alguns dos compostos N-

acilidrazonicos testados por Moura, 2016 que foram utilizados neste trabalho de pesquisa, €
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possivel se observar que a diferenca entre as moléculas JR-05 e JR-08 estd na posicao do

radical -NO; adicionado ao anel benzénico, em que na primeira estar adicionado na posigdo 2

e na segunda na posi¢do 4. A diferenca entre as moléculas JR-06 e JR-07 estar nos halogénios

adicionados na posi¢do 4 do anel benzénico, em que na primeira foi adicionado um cloro ¢ na

segunda um bromo.

Tabela 01 - Estrutura Molecular dos Compostos N-acilidrazonicos Testados

Composto

Nomenclatura

JR-05 (acilidrazonico)

H
O /h._ MO,
2; W+
CN

2-ciano-N’-(2-nitrobenzilideno) - acetato
hidrazida

JR-06 (Acilidrazonico)

H
D N==
/
NH
CN
1

2-ciano-N’-(4-clorobenzilideno) - acetato
hidrazida

JR-07 (Acilidrazonico)

2-ciano-N’"-(4-bromobenzilideno) — acetato
hidrazida

JR-08 (Acilidrazonico)

2-ciano-N’-(4-nitrobenzilideno) — acetato
hidrazida
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Fonte: Moura, 2016

O coeficiente de parti¢do (log P) das moléculas que foram testadas sdo os seguintes,
JR-05=0,5; JR-06 =2,22; JR-07= 2,5 ¢ JR-08 = 0,5. As moléculas JR-05 e JR-08 foram sdo
as mais hidrofilicas, o que favoreceu uma melhor dissolucdo durante o preparo das solucdes
maes. Os resultados para peso molecular em grama por mol (g/mol) foram: JR-05 = 232,06 ;
JR-06 = 221,64; JR-07 = 264,98 ¢ JR-08= 232,06. (MOURA, 2016). Todas as moléculas t€ém
log P <5. Os resultados para peso molecular e log P apresentam-se de modo satisfatorio e de
acordo com a regra de Lipinsk para estes parametros, uma vez que esses valores podem
indicar um bom perfil de biodisponibilidade. (BARREIRO; FRAGA, 2015), resultando em
um aumento da sua agdo farmacologica. (PEREIRA, 2016).

3.7 Esteres

Os ésteres sao uma funcao organica que possuem atomos de oxigénio entre as cadeias
carbonicas. Porém, diferem-se dos éteres por possuirem um grupo carbonilo (CO) também
entre os carbonos. Assim, a molécula estruturada por: radical — carbonilo — oxigénio — radical.
(COSTA et al., 2004).

Os ésteres sao compostos de baixa polaridade e com ponto de ebulicdo menor do que
os acidos carboxilicos de peso molecular semelhante. Podem ser sintetizados através de
reacdo entre um anion carboxilato ¢ um haleto de alquila ou ainda pela reagao de esterificacao
de Fischer a qual se tem dado maior énfase devido a viabilidade de aplicacdo industrial para
sintese de flavorizantes. (COSTA et al., 2004). Na Figura 09 esta representada a reagdo de

esterificacdo Fischer dando origem a um éster:
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Figura 09 - Reacao de Esterificacdo de Fischer
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Fonte: Pereira, 2016.

Os ésteres sdao derivados dos 4cidos carboxilicos e podem  ser
preparados através da reagdo de alcoois com acidos, cloretos de acido ou
anidridos na presenca de catalisador. A reacdo de 4cidos com alcoois é uma
reagdo de equilibrio. No sentido direto conduz a formagdo de ésteres e no
sentido inverso leva a hidrolise dos mesmos. Para deslocar a reagdo no sentido da formagao
do éster pode utilizar-se um excesso de um dos reagentes ou remover um dos produtos a

medida que a reagdo decorre. (CAVALCANTE et al, 2015).

3.7.1 Derivados Fenilacrilatos

Como citou Pereira em 2016, os ésteres de Fenilacrilatos sdo derivados formados
através da reacdo de condensacdo de Knoevenagel, reagindo um aldeido aromadtico e o 2-
cianoacetato de etila, na presenca de bases organicas como catalisadores. Apesar de
importantes intermediarios em sintese, ainda
sdo poucos conhecidos quanto as suas propriedades biologicas.
A reacdo de condensacdo, representa uma classe de reagdes muito
importantes na sintese de compostos intermedidrios. Moléculas complexas e
contendo  grupos funcionais especificos podem ser formadas através da
condensacao de duas ou mais moléculas simples.

Dentro dessa classe, a condensacdo de Knoevenagel tem sido muito utilizada
comercialmente para preparagao de intermedidrios para a quimica fina e como reacdo modelo
para caracterizagdo da basicidade de catalisadores solidos. Esta reagdo ocorre entre um
composto carbonilico (aldeidos ou cetonas) e moléculas contendo grupos metilénicos
ativados. (VELOSO et al., 2001; WEITKAMP et al., 2001).

Uma  importante  vantagem  desta reagdo que ocorre em  fase

liquida ¢ a possibilidade do uso de reagentes com carater basico diferenciado.
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Convencionalmente, esta reagdo ¢ catalisada por bases fracas, tal como

aminas, em meio homogéneo. (VELOSO et al., 2001; WEITKAMP et al., 2001).

Na Figura 10 estar representado o mecanismo de obtengdo da série AL

Figura 10 - Obtengdo da Série AL: Reacdo de Condensacao de 2-Cianoacetato de Etila com

Diferentes Aldeidos.
()
CHO \ 0
B R N
NC”COOEt  + || — | " ’
// ETOH/ Calor R/ 7

R
Fonte: Pereira, 2016.

O potencial bioativo dos derivados Fenilacrilatos vem atraindo a atengdo de estudiosos
no meio académico, atencdo esta devido ao fato delas exibirem consideravel efeito
anticancerigeno: atividade citostatica contra linhas de células malignas, incluindo carcinoma
pancreatico, de mama, cervical, da laringe, de célon, a linha celular de melanona e
fibroblastos humanos. (BRAOIOS et. al., 2009).

Como antimicrobianos sdo compostos relativamente novos, utilizados particularmente
no tratamento de infecgdes bacterianas do trato urindrio e também para o tratamento de
infecc¢des cujos agentes antimicrobianos apresentam grande resisténcia, como por exemplo os
derivados de nitrofurantoinas com importante a¢do frente a bactérias como: S. aureus e S.
saprophyticus. (BRAOIOS et. al., 2009). A atividade antitumoral de derivados Fenilacrilatos
foi comprovada por Hranjec et al. (2003). A potencialidade de moléculas de Fenilacrilatos
derivados de quinolonas foi evidenciada, em estudos realizados por Serafim (2014), como
fortes candidatas para o tratamento antimalarico além de outras doengas parasitarias.

Na tabela 02 ¢ possivel observar a estrutura de alguns dos compostos Fenilacrilatos

sintetizados por Pereira em 2016 e que foram utilizados neste trabalho de pesquisa.
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Tabela 02 - Estrutura Molecular dos Compostos Fenilacrilatos Testados

AL-01 (Acrilato)

i LN
o

Etil 2-ciano-3-fenil acrilato

AL-02 (Acrilato)

Etil 2-ciano-3-(4 clorofenil)-acrilato

AL-09 (Acrilato)

AL-09 o O

‘ - o >~
CMN

cl

fch

Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil)-acrilato

AL-10 (Acrilato)

AL=10 o

Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil)-acrilato

Fonte: Pereira, 2016

O coeficiente de particdo (log P) das moléculas que foram testadas sdo os seguintes:
AL-01 =2,43; AL-02 =2,99, AL-09 = 3,55 ¢ AL-10 = 3,55. Sendo assim, as moléculas mais
lipofilicas foram a AL-09 e a AL-10. Os resultados para peso molecular em grama por mol

(g/mol) foram: AL-01 = 201,22; AL-02 = 235,67, AL-09 = 270,11 e AL-10 = 270,11. Todas

as moléculas tém log P <5. Os resultados para peso molecular ¢ log P apresentam-se de modo
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satisfatorio e de acordo com a regra de Lipinsk, uma vez que esses valores podem indicar um
bom perfil de biodisponibilidade. (BARREIRO; FRAGA, 2015), resultando em um aumento
da sua agdo farmacologica. (PEREIRA, 2016).

3.8 Testes de Atividade Antimicrobiana

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica de moléculas naturais e sintéticas. Os mais conhecidos incluem método de difusdo

em agar, método de macrodilui¢do e microdiluicao.

3.8.1 Métodos de Difusio

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, ¢ um método
fisico, no qual um micro-oganismo ¢ testado contra uma substancia biologicamente ativa em
meio de cultura solido, relacionando o tamanho da zona de inibigdo de crescimento do micro-
organismo estudado com a concentrag¢ao da substancia ensaiada (OSTROSKY, et al.,2008).

Quando se utiliza o método de difusdo varios fatores podem tornar-se fontes de erros,
tais como: composi¢do e espessura do meio de cultura, preparagdo incorreta do meio de
cultura, densidade incorreta do inoculo, uso de swab com excesso de caldo para inoculacao
das placas, temperatura e tempo de incubacao inadequados, interagdes entre o antimicrobiano
e o meio de cultura, leitura prematura, erro na medida das zonas de inibigao ou uso de culturas
mistas ou contaminadas [ALVES, et al., 2008].

A aplicacdo do método de difusdo limita-se a micro-organismos de crescimento
rapido, (aerobios ou aerobios facultativos). A avaliacdo ¢ efetuada comparativamente a um
padrao de referéncia (controlo positivo). A zona ou halo de inibi¢do de crescimento ¢ medida
partindo da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde hd crescimento de
microrganismos. (OSTROSKY, et al.,2008).

De acordo com a dimensao do halo os microrganismos podem ser classificados como:

O Sensiveis, quando o didmetro do halo de inibi¢do é maior ou igual que o halo do
controlo positivo;

00 Moderadamente sensiveis, o halo de inibi¢éio € maior que 2 mm, mas menor em + 3

mm, em relagdo ao controlo positivo;
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[0 Resistentes, o didmetro do halo de inibicdo ¢ igual ou menor que 2 mm.
(OSTROSKY, et al.,2008).

Como controlo positivo, aplica-se um quimioterapéutico padrdo, e como controlo
negativo a solucdo utilizada para a dissolucdo dos extractos. [Ostrosky et al., 2008]. As
condigdes de incubacdo recomendadas sdo temperatura de 35-37 °C, durante 24 a 48 horas
para bactérias, e de 25 a 27 °C durante 48 a 72 horas para fungos. As técnicas de aplicagdo da
substancia antimicrobiana no método de difusdo sdo por meio de disco, cilindros de ago
inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar. (OSTROSKY, et al.,2008).

As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de difusdo sdo por
meio de disco, cilindros de ago inoxidavel ou vidro e perfuracdo em éagar .(PINTO et al.,
2003).

A metodologia de difusdo em discos consiste em colocar os discos sobre o meio de
cultura solido previamente inoculado em placas de Petri com diferentes cargas microbianas,
10® UFC (Unidade Formadora de coldnia)/mL para bactérias, 10° UFC/mL para leveduras e
10* para esporos/mL . CHATTOPADHYAY et al.,, 2002; KARAMAN et al., 2003). A
disposi¢do dos discos deve ser tal que sua distdncia até a lateral da placa seja maior que 15
mm e de modo a ndo sobrepor as zonas de inibigdo. O pH do meio de cultura deve estar entre
7,2 e 7,4, e a profundidade recomendada ser de aproximadamente 4 mm. (OSTROSKY, et
al.,2008).

A técnica cilindros de ago inoxidével por sua vez, consiste na aplicagdo de cilindros no
meio de cultura solidificado j& inoculado e a adi¢do da solugdo em estudo nos cilindros.
(OSTROSKY, et al.,2008).

Na técnica de perfuragdo em agar, a remogao do meio de cultura solido ¢ realizada
com auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formag¢do de pogos, nos quais ¢

possivel aplicagdo das substincias a serem analisadas.(OSTROSKY, et al.,2008).

3.8.2 Meétodo de Diluicao em Caldo

O método de diluigdo em caldo considera a relagdo entre a propor¢ao de crescimento
do micro-organismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada.
(OSTROSKY, et al.,2008).

A avaliacdo ¢ comparada frente a um padrao biologico de referéncia. Entende-se por
propor¢ao a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano. (PINTO et al.,
2003).
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O método fornece resultados quantitativos e ndo ¢ influenciado pela velocidade de
crescimento dos micro-organismos. Sua desvantagem ¢ a dificuldade na detecgdo de
contamina¢do no caso de teste de materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o
caldo com o quimioterdpico padrdo com a suspensdao padronizada do micro-organismo em
teste, € como controle negativo o meio de cultura com o solvente usado para dissolugdo da

amostra e a suspensao microbiana . (OSTROSKY, et al.,2008).

3.8.2.1 Macrodiluicao

A macrodilui¢do envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de cultura
variando entre 1 ¢ 10 mL. Por ser laborioso, consumir muito tempo, requerer muito espago no
laboratorio e gerar grande quantidade de residuos ¢ usado pequeno numero de réplicas.
(OSTROSKY, et al.,2008).

3.8.2.2Microdiluicao

Nos Estados Unidos, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), conhecido
antigamente por National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), ¢ o comité
responsavel pela padronizagdo de todos os métodos utilizados em laboratorios clinicos,
principalmente na drea de microbiologia.

Ha diversos métodos laboratoriais que podem ser usados para medir a sensibilidade in
vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. Em 2015, o CLSI aprovou a norma M7-A10
que descreve técnicas padrao de diluicdo em caldo (macrodilui¢do e microdilui¢ao) e diluigdo
em 4gar, além de incluir uma série de procedimentos para padronizar a execucdo dos testes.

Além disso, descreve o desempenho, as aplicagdes e as limitagdes dos métodos
atualmente recomendados pelo CLSI. (CLSI, 2015).

Dentre os métodos descritos no documento M7-A10 destaca-se um método em que,
por ser realizado em uma escala micro, vem sendo amplamente utilizado como teste de
screening para novos candidatos a drogas com atividade antimicrobiana. Além disso, essa
metodologia ¢ simples, rapida e barata, principalmente pela utilizagdo reduzida de solventes e
materiais. (CLSI, 2015).

Este método ¢ denominado “microdilui¢do” porque envolve o uso de pequenos

volumes de caldo colocados em placas de plastico estéreis, proprias para microdiluicdo, que
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possuem 96 pogos de fundo redondo ou conico. (CLSI, 2015). A seguir, na Figura 11 estd

imagens representativas dos métodos de Macrodiluicao e Microdiluicao.

Figura 11 - Macrodilui¢ao ¢ Microdiluigao

MACRODILUGAO  ” MICRODILUIGAO :

Fonte: https://slideplayer.com.br. Acesso em: setembro de 2018.
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4 METODOLOGIA

4.1 Periodo das Pesquisas, Local de Realizacao e Origem dos Compostos

Os testes utilizando a metodologia de microdilui¢do em caldo, utilizando placas de
Elisa estéreis, contendo 96 pogos, onde foram determinadas as Concentragdes Inibitorias
Minimas (CIM) de derviados N-acilidrazonicos e Fenilacrilatos frente a diversas cepas de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e Leveduras, foram realizados entre o més de
agosto de 2016 e agosto de 2018 e s@o frutos de 2 projetos de iniciagdo cientifica, que foram
fomentados pelo Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq) através do
Programa de Iniciacdo Cientifica (PIBIC) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), e
realizados no Laboratorio de Resisténcia Microbiana Clinica e Contemporanea (LaRMiCC)
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde da Universidade Estadual da Paraiba, campus V,
que continha os materiais, equipamentos e compostos utilizados para a realizagdo dos
experimentos.

Foi utilizado o espectofotometro do Laboratorio de Bioquimica Bésica (LBB), do
mesmo campus, para preparo das suspensdes bacterianas e leveduriformes, as moléculas
testadas foram cedidas pelo Laboratorio do Professor Ricardo Olimpio de Moura, sendo
sintetizadas por Moura (derivados N-acilidazonicos) e Pereira (derivados Fenilacrilatos) no
ano de 2016.

4.2 Preparo das Solugoes a Serem Testadas

Para o preparo das solugdes dos derivados acilidrazonicos e Fenilacrilatos testados,
pesou-se 0,02 g (20 mg) da molécula a ser testada e solubilizou-se em 1.960 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 20%. Para melhorar a solubilidade das moléculas no meio
aquoso, adicionou-se 40 pL de tween 80 perfazendo assim o volume de 2 mL, ficando a
solu¢do mae na concentracao de 10.000 pg/mL.

A fim de diminuir a concentragdo do DMSO, pois 0 mesmo ¢ considerado altamente
toxico para as células de micro-organismos em concentracdes de 20%, foram preparadas
outras duas solugdes, primeiro a solugdo estoque onde pegou-se 0,41 mL da solugdo mae ¢
adicionou-se 0,59 mL de a4gua destilada estéril, ficando entdo a solugdo estoque na
concentragdo de 4.096 pg/mL e o DMSO na concentragdo de 10%. Ja a diluigdo seguinte foi a

preparacao da solucdo teste, se adicionando 0,5 mL da solugdo estoque e 0,5 mL de caldo
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Mueller Hinton, se obtendo o volume desejado de 1 mL. Desta maneira, ficando o DMSO na
concentragdo de 5% ¢ a solugdo final na concentragdo de 2.048 pg/mL. Esta foi a solucao
utilizada para se realizar os testes em triplicata nas microplacas. Para o preparo das solugdes
utilizadas para as leveduras, ao invés de se utilizar o caldo Mueller Hinton no preparo da
solucao teste se utilizou o caldo Sabouraud dextrose.

Foi preparada solucdo estoque do antibidtico controle na concentracdo de 10.000
ug/mL, ao volume total de uma ampola de amicacina que tinha concentragdo de 50.000
nug/mL foi adicionado 8 mL de dgua destilada estéril obtendo-se assim a solugdo. A partir
desta foi preparada a solugdo teste com 205 pL (0,205 mL) da mesma e 795 puL (0,795 mL)
de 4gua destilada estéril, de forma a se obter o volume desejado de 1 mL na concentragdo de
2.048 pg/mL, que foi a solugdo utilizada nas placas de Elisa. O antifingico utilizado como
controle positivo para os testes com as leveduras foi o fluconazol, a solugdo estoque e a teste

foram preparadas da mesma maneira que as solu¢des preparadas a partir da amicacina.

4.3 Bactérias e Leveduras Utilizadas

Foram realizados ensaios /n vitro, constatando-se a a¢do antimicrobianas dos novos
compostos derivados N-acilidrazonicos e Fenilacrilatos frente a diferentes cepas de bactérias
Shigella flexneri - ATCC 12022, Klebsiella pneumoniae subsp. pneuminiae - ATCC 700603,
Proteus mirabilis - ATCC 25933, Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853, Staphylococcus
epidermidis - ATCC 12228, Staphylococcus saprophyticus (isolado clinico — Infecgdo do
Trato Urinario (ITU)), Enterococcus faecalis - ATCC 29212, Enterococcus durans/hirae
derivada da SS1225/IAL 03/10), Staphylococcus spp. Resistente a novobiocina ndo
saprophyticus (R a Nov) (isolado de fossas nasais), Escherichia coli produtora de ESBL
(Beta-lactamase de espectro estendido), Klebsiella pneumoniae subp. pneumoniae produtora
de ESBL, Pseudomonas aeruginosa produtora de AmpC e MRSA (Staphyloccos aureus
resistente a meticilina)

Foram realizados testes de sensibilidade em fungos através do método de
microdilui¢do em caldo, de acordo com as padronizag¢des publicadas nos documentos M27-
A2 e M38-A pelo Nacional Committee For Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 2002). As
leveduras utilizadas foram Candida tropicalis - ATCC 13803, Candida glabrata — 2001,
Candida metapsilosis, Candida ortopsilosis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida

albicans. Tanto as bactérias quanto as leveduras eram da Cole¢do do Laboratorio de
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Resisténcia Microbiana Clinica e Contemporanea (LaRMiCC) do Centro de Ciéncias

Biologicas e da Saude da Universidade Estadual da Paraiba.

4.4 Cultura e Preparo das Suspensdes Bacterianas e Leveduriformes

Foi utilizado o método de suspensao direta de col6nias proposta pelo CLSI M7-A6,
2014, apds 24 horas de incubagdo a 35 + 2 °C preparou-se o indculo fazendo suspensdo direta,
em solucdo salina, a partir de colonias previamente isoladas em agar Mueller Hinton (MH).
Todas as bactérias tiveram a turbidez ajustada em espectrofotometro, a leitura foi realizada
em comprimento de onda 625 nm, de modo que a solugdo viesse a apresentar uma variagao de
absorbancia de 0,08 — 0,10%.

Para as leveduras realizou-se a subcultura (repique) dos micro-organismos em placas
estéreis com agar Sabouraud dextrose, excetuando passagem para assegurar sua pureza e
viabilidade. A temperatura de incubacdo foi de 35 + 2° C. O inb6culo foi preparado
escolhendo-se cinco colonias com didmetro de aproximadamente 1 mm de cultura. As
colonias foram suspensas em SmL de solucdo salina estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl; salina
a 0,85%).

A suspensao resultante foi agitada durante 15 segundos e a densidade celular, ajustada
em espectrofotdometro, acrescentando-se solugdo salina suficiente para obter a transmitancia
equivalente de uma solu¢do-padrdo da escala de McFarland 0,5, em comprimento de onda de
530 nm. O que forneceu uma suspensdo-padrio de levedura contendo 1 x 10°a 5 x 10° células
por mL. A suspensdo de trabalho foi produzida fazendo-se uma diluicdo 1:100 seguida de
uma dilui¢do 1:20 da suspensdo padrao com caldo Sabouraud resultando em concentracdo de

5,0x 10%a 2,5 x 10° células por mL?.

4.5 Testes de Sensibilidade /n Vitro Para Bactérias e Leveduras

As concentragoes utilizadas dos derivados N-acilidrazonicos e Fenilacrilatos variam
entre 1.024 ¢ 1 pg/mL. O meio de cultura utilizado nos testes foi o Caldo Mueller Hinton
(MH). A droga controle utilizada foi a amicacina e alguns pocos foram reservados para os
testes de esterilidade do meio e controle do crescimento bacteriano.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 100 pL de Caldo

Mueller Hinton, em seguida foi adicionada 100 puL da solucdo teste no poco 12 das linhas A
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até F, seguindo entdo a homogeneizagdo dentro do pogo e retirada de 100 pL que foram
transferidos para o poco vizinho, pogo 11 da mesma linha, e assim sucessivamente até o poco
2. A concentragdo da molécula a ser testada ficou entre 1 a 1.024 pL, respectivamente da
coluna 2 a coluna 12; foi realizado triplicata para cada molécula testada. A coluna 1 foi
destinada ao controle de crescimento bacteriano. Foram adicionados ainda, 100 pl do
antibidtico controle (amicacina) do pogo 12 da coluna G até o pogo 4 da mesma linha, e do
pogo 12 da linha H até o pogo 4 da mesma. A concentragdo do antibidtico variou de
0,0078125 a 1024 pg/mL. Foram adicionados ainda 10 pL das suspensdes dos micro-
organismos em cada orificio das microplacas, com exce¢do dos pogos 1 da linha G e H, que
foram destinados ao teste de esterilidade. Foram reservados ainda os pogos 2 e 3 das linhas G
e H para o controle negativo referente ao solvente (Dimetilsulfoxido).

Para as leveduras o meio de cultura utilizado foi o Caldo Sabouraud dextrose (SB), foi
utilizado como controle positivo o fluconazol e devido ao metabolismo diferenciado em
relacdo as bactérias foram utilizados volumes duplo-concentrados nas placas, fazendo-se uso
de 50 puL de Caldo Sabouraud, de cada solugdo teste, do antifingico controle e do DMSO
utilizado como controle positivo, e ao invés de 10 uL das suspensdes, foram utilizados 50
uL. As disposi¢des dos componentes nas placas, bem como as concentragdes final destes em

cada poco foram as mesmas que as utilizadas para as bactérias.

4.6 Leitura dos Experimentos

Apos a realizagdo dos experimentos e incubacao da placa na estufa, por 20 + 2 horas a
35 £ 2° C, adicionou-se 20 pl do corante resazurina na concentragdo de 0,010% para facilitar
a realizacdo da leitura. Apo6s o periodo de aproximadamente 4 horas, realizou-se a leitura da
placa, na qual a cor azul representava a auséncia do crescimento bacteriano e a cor rosa o
crescimento bacteriano (PALOMINO et al. 2002).

Para interpretar a atividade da amicacina, que ¢ o antibiotico controle, foi utilizado o
BrCAST 2017, que considera como sensivel CIM < 8 ng/mL, intermediario CIM=16 pg/mL e
resistente > 16 pg/mL. J4 o documento CLSI M100-S27 considera como sensivel < 16
ug/mL, intermediario = 32 ug/mL e resistente > 64 ug/mL.

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ondal0-6xido) ¢ considerada o indicador

mais utilizado em condi¢des de 6xido-redu¢dao em meios de cultura (FUKUSHIMA et al.
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2003). A forma oxidada ¢ azul (ndo fluorescente/ célula ndo vidvel) e a forma reduzida € rosea
(fluorescente/célula viavel), conforme indicado na Figura 12:

Figura 12 - Reagdo de Redugdo da Resazurina

Resarnrina Resoruflina
:‘-':'(]I'.E‘ fluosresceéncia a
500 nm

Fonte: http://www.sscdt.org/ Acesso em: agosto de 2017.

Para as leveduras as placas de microdilui¢do foram incubadas a 35 + 2° C, por 24
horas, observando presenca ou auséncia de crescimento visivel. Os pogos de microdiluicdo
receberam uma pontuagdo (escore), o crescimento em cada poco € comparado com o do pogo
controle do crescimento (isento de droga) com auxilio de um espelho de leitura. Cada pogo da
placa de microdiluicdo recebeu um valor numérico, usando a seguinda escala: 0 =
opticamente claro; 1 = crescimento indefinido; 2 = reducdo proeminente de crescimento; 3 =
ligeira reducdo do crescimento; e 4 = nenhuma reducdo do crescimento, conforme
metodologia proposta pelo NCCLS M-27-A2.

Para interpretar o teste de fluconazol foi utilizado o documento M27-A2 (2002) que
prediz que CIM de < 8 pg/mL ¢ considerado sensivel, CIM de 16 ou 32 pg/mL ¢
intermediario (ou SDD = susceptibilidade dose-dependente ou intermediaria), e CIM > 64 ¢

resistente.
4.7 Derivados Sintéticos

Os compostos sintéticos dos derivados N-acilidrazonicos e Fenilacrilatos foram
gentilmente cedidos pelo Laboratorio do Professor Ricardo Olimpio de Moura, as moléculas
foram sintetizadas por Moura (derivados N-acilidazonicos) e Pereira (derivados
Fenilacrilatos) no ano de 2016. A escolha das moléculas se deu a partir a analise dos melhores
resultados obtidos anteriormente por estes alunos, frente a prototipos bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas respectivamente, bem como a partir da facilidade de acesso a estas

moléculas.
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Os derivados N-acilidrazonicos testados foram: JR-05 (2-ciano-N’-(2-
nitrobenzilideno) - acetato hidrazida); JR-06 (2-ciano-N’-(4-clorobenzilideno) - acetato
hidrazida) ; JR-07 (2-ciano-N'-(4-bromobenzilideno) — acetato hidrazida) e JR-08 (2-ciano-
N’-(4-nitrobenzilideno) — acetato hidrazida).

Os derivados Fenilacrilatos testados foram: AL-01 (Etil 2-ciano-3-fenil acrilato); AL-
02 (Etil 2-ciano-3-(4-clorofenil)-acrilato); AL-09 (Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato) e
AL-10 (Etil 2-ciano-(2,4-diclorofenil)3- acrilato)

A Figura 13 ilustrada abaixo mostra a disposicdo dos testes realizados nas
microplacas para avaliagdo da Concentragdo Inibitéria minima (CIM), para bactérias e
leveduras, a ilustracdo possui uma legenda que explica os pogos nos quais foram adicionados
0s micro-organismos, os meios de culturas, as moléculas, o DMSO e os antimicrobianos nas

microplacas a cada teste realizado.

Figura 13 - Disposi¢ao dos Testes na Microplaca para Avaliagao da Concentragdo
Inibitoéria Minima (CIM)
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Legenda:

@ Controle da Viabilidade do Micro-Organismo = Meio de Cultura + Micro-organismo

O
“~ Apenas Meio de Cultura (Controle da Esterilidade do Meio)

(@ (Molécula 1 Triplicata): Meio de Cultura + Molécula a ser testada + Micro-
prganismo

@ (Molécula 2 Triplicata): Meio de Cultura + Molécula a ser testada + Micro-
prganismo

@ Controle DMSO: Meio de cultura + DMSO + Micro-organismo

@ Controle Antibidtico = Meio de cultura + antimicrobiano + Micro-organismo

Fonte: FARIAS, 2018.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas Observadas nos Compostos Testados

Durante a realizacdo dos experimentos observou-se que o DMSO, um composto
anfipatico, capaz de dissolver tanto compostos aquosos, quanto organicos e, por isto, bastante
utilizado como veiculo de drogas terapéuticas (GALMEAS et al, 1995), ndo foi capaz de
dissolver totalmente as moléculas testadas quando foi utilizado na concentragdo de 20%
durante o preparo das solugdes maes. Como o DMSO em concentragdes maiores torna-se
altamente toxico para células de micro-organismos, € preciso diminuir esta concentragdo para
fins de teste.

Foram adicionados as solu¢des maes, pequenos volumes (40 uL) de tween 80, um co-
emulsificador de 6leo em agua, bastante utilizado como agente solubilizante, a fim de se
alcancar uma maior dissolugdo das moléculas, ja que ndo se pode aumentar a concentragdo de
DMSO. A adig@o de tween 80 conseguiu diminuir a precipitacdo das moléculas testadas, mas
ndo foi capaz de atingir o resultado esperando, ou seja, a solubilidade completa das mesmas, o
que pode ter vindo a interferir nos resultados obtidos, reduzindo a atividade das moléculas
frente as diferentes cepas bacterianas e flingicas testadas.

Mesmo as moléculas que conseguiram uma solubilidade mais apreciavel nas solugdes
preparadas, vieram a apresentar um certo grau de precipitacdo nos pogos das microplacas
durante os experimentos. Porém, apesar desta limitagdo encontrada durante a realizagdo dos
experimentos, foi possivel se chegar a resultados bastante satisfatorios de Concentracdo
Inibitoéria Minima para os compostos testados frente a diversos micro-organismos.

A tabela 03 traz algumas importantes caracteristicas observadas nos compostos
derivados N-acilidrazonicos e Fenilacrilatos testados, como cor, condigdes em que o po se
encontrava quando veio a ser utilizado, bem como a solubilidade destas moléculas no diluente

DMSO a 20%) durante o preparo das solucdes maes.
( ) prep ¢
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Tabela 03 - Caracteristicas Observadas nas Moléculas Testados

Compostos Aparéncia/Cor Condigdes em Solubilidade
que o po se encontrava  das moléculas
em DMSO a

20% durante o
preparo das
solucdes maes

JR-05 Bege escuro Pouco Higroscopico Incompleta
JR-06 Bege escuro Higrocopico Incompleta
JR-07 Bege escuro Poouco Higroscopico  Incompleta
JR-08 Laranja Pouco Higroscopico Incompleta
AL-01 Marrom Higroscopico Incompleta
AL-02 Amarelo esverdeado Pouco Higroscopico Incompleta
AL-09 Marrom Higroscopico Incompleta
AL-10 Amarelo Higroscopico Incompleta

DMSO= dimetilsulféxido; JR = derivado N-acilidrazonico; AL = derivado acrilato
Fonte: FARIAS, 2018.

A tabela mostra ainda que algumas moléculas testadas, como os derivados N-
acilidrazonicos JR-05, JR-07, JR-08 e o derivado fenilacrilato AL-02 se mostraram como pos
finamente divididos e faceis de se dissolver do que os demais, que haviam absorvido umidade

do ar atmosférico (mais higroscopicas).

5.2 Controle de Dimetilsulfoxido (DMSO) e Antimicrobianos

Durante os experimentos realizados, foram destinados pogos nas microplacas para a
realizagdo do controle positivo, fazendo-se uso de antimicrobianos conhecidos clinicamente
(amicacina para as bactérias e fluconazol para as leveduras), em concentragdes variando de
0,0078125 a 1024 ug/mL.

Pogos foram reservados ainda, para o controle negativo referente ao solvente utilizado
para a dissolucdo das moléculas durante o preparo das solugcdes maes (DMSO), em
concentragdes variando de 5 a 20%.

A seguir, nas tabela 04 e 05 estdo representados a concentragdo do DMSO no controle
negativo capaz de inibir o crescimento de cada micro-organismo e a Concentragdo Inibitoria

Minima dos antimicrobianos frente as cepas bacterianas ¢ leveduriformes.



Tabela 04 - Controle de Dimetilsulfoxido (DMSO) e Antibiético para as Bactérias
Testadas

Bactérias Concentracao de CIM em pg/mL
DMSO capaz de inibir  de amicacina
o0 crescimento (Interpretacao)
bacteriano (%)

Shigella flexneri - ATCC 12022 20 8(S)
Klebsiella pneumoniae subsp. 20 0,25 (S)
pneumoniae — ATCC 700603

Proteus mirabilis - ATCC 25933 20 16 (I)
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 10 1-0,5(S)
27853

Staphylococcus epidermidis - 10 0,25-0,5
ATCC 12228 (S)
Staphylococcus saprophyticus 10

(isolado clinico — Infec¢do do Trato 2-4 (S)
Urinario (ITU)

Staphylococcus spp. R a Nov 20

(isolado de fossas nasais) 8 (S)
Enterococcus faecalis - ATCC 20

29212 >1024 (R)
Enterococcus durans/hirae 20

derivada da SS1225/1AL 03/10 4(S)
Escherichia coli produtora de 10

ESBL (Beta-lactamase de espectro 4 (S)
estendido)

Klebsiella  pneumoniae  subsp. 20 0,5(S)
Pneumoniae produtora de ESBL

Pseudomonas aeruginosa 10 1 (S)
produtora de AmpC

MRSA  (Staphylococcus —aureus 20 1(S)

resistente a meticilina)

DMSO = dimetilsulfoxido; CIM= concentracio inibitoria minima; S = sensivel;
I = intermediario; R= resistente. lAL = Instituto Adolpho Lutz.
Fonte: FARIAS, 2018.
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Tabela 05 - Controle de Dimetilsulféxido (DMSO) e Antifiingico para as Leveduras
Utilizadas
Leveduras Concentracao de CIM do

DMSO capaz de inibir ~ Fluconazol
o crescimento (ng/mL)
bacteriano (%)

Candida metapsilosis 20 8(S)
Candida ortopsilosis 20 2-4 (S)
Candida parapsilosis 10 4 (S)
Candida tropicalis - ATCC 10 >1024 (R)
13803

Candida glabrata—2001 10 32-64 (I)
Candida krusei 20 32 ()
Candida albicans 20 32-64 (1)

DMSO = dimetilsulféxido, CIM= concentragéo inibitéria minima; ATCC = American Type Culture
Colection; 1AL= Instituto Adolpho Lutz. ITU = infecgdo do trato urindrio; S = sensivel; I = intermediario;
R= resistente

Fonte: FARIAS, 2018.

Como ¢ possivel analisar nas tabelas 04 e 05, a maioria dos micro-organismos
testados demostraram possuir metabolismo ativo em presenga de concentragdes de DMSO
abaixo de 20%, mesmo que em concentragoes de 10% o DMSO ja mostrasse um efeito
citostatico para alguns dos micro-organismos listados. O que representa que a concentragao de
DMSO a 5 %, utilizada nas solugdes teste contendo as moléculas testadas nao interferiu sobre
os resultados de Concentragdes Inibitorias Miminas (CIM) determinadas.

Entretanto, como é possivel se ver, os micro-organismos possuem comportamentos
diferenciados, ou seja, certas cepas bacterianas e leveduriformes mostraram-se mais sensiveis
ao DMSO, de tal forma que este solvente, mesmo em concentracdes menores de 20%,
consegue interferir sobre o metabolismo destas espécies, como, por exemplo, sobre as
bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus saprophyticus (isolado clinico — Infecgdo do Trato Urinario (ITU), e as
leveduras Candida parapsilosis, Candida tropicalis ATCC 13803 e Candida glabrata 2001.

Quanto ao antimicrobiano utilizado como controle positivo para as bactérias , a
amicancina (um aminoglicosideo), grande parte das bactérias testadas mostraram-se sensiveis,

segundo interpretacdes concedidas pelo BrCAST 2017, que considera como sensivel CIM < 8
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ug/mL, intermediario CIM=16 ug/mL e resistente > 16 pg/mL, e o CLSI M100-S27, que
considera como sensivel < 16 pg/mL, intermedidrio = 32 pg/mL e resistente > 64 ng/mL.

As bactérias que demostraram CIM com valores menores para a amicacina foram:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 , Staphylococcus epidemidis ATCC 12228,
Enterococcus durans/hirae derivada as SS1225/1AL 03/10 , Shigella flexneri ATCC 12022,
Staphylococcus saprophyticus (ITU), Staphylococcus spp. R a Nov (isolado de fossas nasais).
A estirpe bacteriana com menor valor de CIM (0,25 ug/mL) foi a Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae — ATCC 700603, bactéria Gram-negativa da familia das enterobactérias.

Proteus mirabilis ATCC 27853 apresentou resisténcia intermedidria a amicacina,
exibindo CIM de 16 pg/mL. Enterococcus faecalis ATCC 29212 mostrou-se resistente a
amicacina, apresentando CIM maior que 1.024 pg/mL, os enterococos caracterizam-se por
apresentar resisténcia intrinseca a baixos niveis de aminoglicosideos.

Para as leveduras foi utilizado como controle positivo o fluconazol que ¢ um
antifingico triazolico que possui acdo relacionada com a inibigao da biossintese do ergosterol
de origem fungica (DALE; RANG et al., 2011; CHUDZIK, et al., 2015). As espécies Candida
glabrata - 2001, Candida krusei e Candida albicans demonstraram resisténcia intermédia ao
antifingico controle e a espécie Candida tropicalis apresentou-se como resistente ao
fluconazol, apresentando CIM >1.024 pg/mL, o que ja era esperado, ja que esta ltima possui
resisténcia intrinseca ao antiflingico.

E importante citar que outros antimicrobianos poderiam ter vindo a ser utilizados
como controle positivo nos testes, porém, devido a disponibilidade no Laboratério de
Resisténcia Microbiana Clinicas e Contemporanea (LaRMiCC) optou-se por se utilizar o

fluconazol e a amicacina.

5.3 Concentracéo Inibitéria Minima dos Derivados N- acilidrazénicos Frente as
Diferentes Espécies de Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

As moléculas dos derivados N-acilidrazonicos tiveram suas Concentragdes Inibitorias
Minimas (CIM's) determinadas através da técnica de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton,
frente a diversas cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas.

E interessante citar que as moléculas JR-06 e JR-07 foram utilizadas apenas frente a
bactérias multirreistentes. Na tabela 06 estdo representados os resultados encontrados no

decorrer da pesquisa:



58

Tabela 06: Concentragao Inibitoria Minima dos Derivados N- acilidrazonicos Frente as
Diferentes Espécies de Bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus epidermidis ATCC
12228
Staphylococcus saprophyticus
(isolado clinico — Infecg¢ao do Trato
Urinario (ITU)
Staphylococcus spp. nao

S. saprophyticus (Resistente a
Novobiocina ¢ isolado de fossas
nasais)
Enterococcus durans/hirae derivada
da SS1225/TAL 03/10
Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli produtora de ESBL
(Beta-lactamase de espectro
estendido)

Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae ATCC 700603
Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae produtora de ESBL
Shigella flexneri ATCC 12022
Proteus mirabilis ATCC 25933
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Pseudomonas aeruginosa produtora
de AmpC

JR-05  JR-06
(hg/mL) (pg/mL)
128 NR

> 1024 NR
> 1024 NR
1024 NR
> 1024 NR
NR > 1024
NR NR
>1024  >1024
> 1024 NR
> 1024 NR
> 1024 NR
NR > 1024

JR-07  JR-08
(hg/mL) (pg/mL)
NR 128

NR > 1014
NR > 1024
NR 1024
NR > 1024
> 1024 NR
NR NR
>1024  >1024
NR > 1024
NR > 1024
NR > 1024
> 1024 NR

JR = Derivado N-acilidrazdnico; CIM = Concentragdo Inibitoria Minima; ATCC = American Type Culture
Colection;; ITU = Infecgdo do Trato Urinario; R= Resistente; Nov.= Novobiocina; 1AL = Instituto Adolpho

Lutz; NR = Nao Realizado; pg/mL = micrograma por mL.

Fonte: FARIAS, 2018
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Analisando-se a Tabela 06, ¢ possivel constatar que os melhores resultados atingidos
pelos derivados N-acilidrazonicos, foram para as moléculas JR-05 e JR-08 frente a
Staphylococcus epidermidis — ATCC 12228, de 128 pg/mL para ambas.

As moléculas JR-05 e JR-08 foram os derivados N-acilidrazonicos mais hidrofilicos
testados (menores log P) e que se dissolveram melhor durante o preparo das solugdes mae.
Uma das possiveis explicagdes para elas terem apresentado melhores resultados frente a uma
bactéria Gram-positiva, ¢ o fato de que drogas que possuem baixa lipossolubilidade nao
conseguem atravessar a parede celular de micro-organismos Gram-negativos.

A diferenca fundamental entre estas moléculas ¢ o fato de que a molécula JR-05
apresenta um -NO, ligado na posi¢do 2 do anel benzénico (posi¢ao orto), ja a molécula JR-08
apresenta o grupamento nitro ligado na posi¢do 4 do anel benzénico (posi¢ao para). Porém
esta diferencga entre as moléculas ndo veio a interferir nos resultados encontrados para esta
bactéria, uma vez que ambas as moléculas atingiram a mesma Concentracdo Inibitoria
Minima.

Moura, no ano de 2016 encontrou um resultado apreciavel, fazendo uso da mesma
técnica, pela molécula JR-08 frente a Escherichia coli, um prototipo de Gram-negativa, o que
aliado a CIM determinada nesta pesquisa frente a Staphylococcus saepidermidis — ATCC
12228, mostra que esta molécula pode vir a ser bastante promissora no combate a bactérias.

Os resultados observados frente as demais bactérias obtiveram CIM acima de 1024
ug/mkL.

A Figura 14 representa uma placa de Elisa onde testou-se JR-05 ¢ JR-08 frente a S.
epidermidis ATCC 12228, pode-se observar a atividade das moléculas pela presenca da cor

azul nos pogos com maior concentracao da molécula.
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Figura 14 - Atividade das Moléculas JR-05 e JR-08 Frente
a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Fonte: FARIAS, 2016. Arquivo pessoal do autor

Na Figura 14 estdo representados ainda os controle positivo (amicacina) e
negativo (DMSO) realizados, bem como o teste de esterilidade do meio e o de viabilidade do

micro-organismo.

5.4 Concentracao Inibitoria Minima dos Derivados N-acilidrazonicos Frente as
Diferentes Espécies de Leveduras

As moléculas dos derivados N-acilidrazonicos foram testadas ainda, através da técnica
de microdilui¢ao em caldo sabouraud dextrose, frente a diversas cepas leveduriformes, vide
na Tabela 07 que estdo representados os resultados de Concentragdo Inibitoria Minima

(CIM’s) atingidos.
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Tabela 07: Concentracdo Inibitoria Minima dos Derivados N-acilidrazonicos Frente as
Diferentes Espécies de Leveduras

Leveduras: JR-05 JR-06 JR-07 JR-08
(hg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Candida albicans NR >1024 >1024 >1024
Candida glabrata— 2001 >1024 >1024 >1024 32
Candida krusei NR >1024 >1024 >1024
Candida metapsilosis > 1024 NR NR > 1024
Candida ortopsilosis 256 NR NR 128
Candida parapsilosis > 1024 NR NR > 1024
Candida tropicalis - ATCC >1024 >1024 >1024 >1024

13803

JR = derivado N-acilidrazdnico; CIM = Concentragdo Inibitoria Minima; ATCC = American Type
Culture Colection; NR = Nao Realizado, j1g/mL = micrograma por mL.
Fonte: FARIAS, 2018.

Na tabela 07 ¢ possivel observar as CIM atingidas pelas moléculas JR-05, JR-06, JR-
07 e JR-08 frente as diversas leveduras que foram testadas, € possivel se ver que para as
leveduras a diferenca ja citada e existente na estrutura molecular entre as moléculas JR-05 e
JR-08 veio a interferir nos resultados encontrados, uma vez que a molécula JR-08 atingiu
uma CIM de apenas 32 pug/mL para a espécie Candida glabrata— 2001 e de 128 pg/mL para
a espécie Candida ortopsilosis, enquanto a molécula JR-05 veio a apresentar um resultado
acima de 1024 pg/mL para C. glabrata e de 256 pg/mL para C. ortopsilosis, apresentando
assim uma grande diminui¢do do resultado para a primeira levedura e uma ligeira reducao
para a segunda.

Os demais resultados encontrados foram todos acima de 1024 pg/mL, as moléculas

JR-06 e JR-07 ndo se mostraram efetivas contra as leveduras testadas.

5.5 Concentracéao Inibitoria Minima dos Derivados Fenilacrilatos Frente as
Diferentes Espécies de Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas Testadas

As moléculas dos derivados Fenilacrilatos também tiveram suas Concentragdes
Inibitorias Minimas determinadas frente a diversas cepas bacterianas Gram-positivas ¢ Gram-
negativas. As moléculas AL-09 e AL-10 frente utilizadas apenas frente a bacterérias

multirresistentes. A Tabela 08 abaixo respresenta os resultados encontrados



Tabela 08: Concentragdo Inibitoria Minima dos Derivados Fenilacrilatos Frente as
Diferentes Espécies de Bactérias

Bactérias Gram-positivas AL-01  AL-02 AL-09 AL-10
(ug/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL)

Staphylococcus epidermidis ATCC >1024  >1024 NR NR
12228

Staphylococcus saprophyticus (isolado 512 > 1024 NR NR
clinico — Infec¢do do Trato Urinario

(ITU)

Staphylococcus spp. néo S. >1024  >1024 NR NR

saprophyticus (Resistente a

Novobiocina e isolado de fossas

nasais)

Enterococcus durans/hirae derivada >1024  >1024 NR NR
da SS1225/TAL 03/10

Enterococcus faecalis >1024  >1024 NR NR
ATCC 29212

MRSA (Staphyloccos aureus resistente NR NR >1024  >1024

a meticilina) do lote Proex 357

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli produtora de ESBL NR NR >1024  >1024
(Beta-lactamase de espectro

estendido)

Klebsiella pneumoniae subsp. 256 > 1024 NR NR
pneumoniae ATCC 700603

Klebsiella pneumoniae subsp. NR NR >1024  >1024
pneumoniae produtora de ESBL

Shigella flexneri ATCC 12022 >1024 >1024 NR NR
Proteus mirabilis ATCC 25933 >1024  >1024 NR NR
Pseudomonas aeruginosa ATCC >1024  >1024 NR NR
27853

Pseudomonas aeruginosa produtora NR NR NR NR
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de AmpC

‘AL = Derivado Fenilacrilato; CIM = Concentra¢io Inibitoria Minima; ATCC = American Type Culture
Colection; ITU = Infecgdo do Trato Urinario; R= Resistente; Nov.=Novobiocina; IAL = Instituto Adolpho Lutz;
NR = Néo Realizado. pg/mL = micrograma por mL.

Fonte: Da Pesquisa

Na Tabela 08 representada acima, é possivel perceber que a tnica molécula que
representou resultados abaixo 1024 pg/mL frente as bactérias testadas foi a AL-01, que veio a
apresentar CIM de 512 pug/mL para Staphylococcus saprophyticus (isolado clinico — Infecgdo
do Trato Urinario (ITU) e de 256 ug/mL para Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
ATCC 700603, sendo uma cepa Gram-positiva de uso clinico e uma cepa Gram-negativa de
referéncia, respectivamente.

A molécula AL-01 foi um dos derivados Fenilacrilatos com menor coeficiente de
parti¢do (log P), ou seja, com menor lipofilia, o que favoreceu a dissolug¢do durante o preparo
das solugdes e que veio a interferir nos resultados encontrados. Quanto a relagdo estrutura
atividade, a molécula AL-01 diferencia-se da molécula AL-02, pela adigdo de um halogénio
(cloro) na posi¢dao 4 do anel benzénico nesta segunda, o que pode ter vindo a prejudicar a
ligacdo da molécula AL-02 em receptores especificos nas bactérias testadas e favorecido uma
melhor atividade pela molécula AL-01.

Os demais resultados constatados para as moléculas AL-01 e AL-02 foram todos de
CIM acima de 1024 pg/mL. AL-09 e AL-10 também ndo obtiveram sucesso perante as

bactérias multirresistentes testadas, apresentando CIM acima de 1024 pg/mL.

5.6 Concentracéo Inibitéria Minima dos Derivados Fenilacrilatos Frente as
Diferentes Espécies de Leveduras

Os derivados Fenilacrilatos foram, por fim, desafiados perante diversas cepas
leveduriformes, a Tabela 09 a seguir representa os resultados de Concentragdes Inibitorias

Minimas determinados:

Tabela 09: Concentracao Inibitéria Minima dos Derivados Fenilacrilatos Frente as
Diferentes Espécies de Leveduras

Leveduras AL-01 AL-02 AL-09 AL-10
(hg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Candida albicans NR > 1024 128 > 1024

Candida glabrata—2001 32 32 256 > 1024

Candida krusei NR > 1024 512 > 1024
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Candida metapsilosis >1024  >1024 NR NR
Candida ortopsilosis >1024  >1024 NR NR
Candida parapsilosis 128 > 1024 NR NR
Candida tropicalis - ATCC 13803 128 > 1024 128 > 1024

" AL = Derivado Fenilacrilato; CIM = Concentracdo Inibitéria Minima; ATCC = American Type Culture
Colection. NR = Nao Realizado. pg/mL = micrograma por mL.
Fonte: FARIAS, 2018

Como ¢ possivel se observar na Tabela 09, a molécula AL-01 também obteve sucesso
frente as leveduras utilizadas, provavelmente devido a mesma explicagdo dada para as
bactérias, AL-01 alcangou CIM de apenas 32 ug/mL para a levedura Candida glabrata,
mesma CIM atingida pela molécula AL- 02, neste caso a adigdo de um cloro ao anel
benzénico ndo veio a influenciar na atividade obtida.

A molécula AL-01 determinou ainda, CIM de 128 pg/mL frente as leveduras Candida
parapsiloses e 128 ug/mL perante Candida tropicalis -ATCC 13803, mesma CIM
representada pela molécula AL-09, que apresenta, em sua molécula, 2 halogénios (cloros)
estrategicamente ligados ao anel benzénico nas posi¢des 2 e 6 (orto, orto), diferentemente da
molécula AL-10, que estes estao ligados nas posicdes 2 e 4 (orto, para) , e que, por isto, veio a
apresentar uma CIM > 1024 pg/mL. Esta atividade alcangada pelas moléculas AL-01 e AL-09
perante C. tropicalis se mostra bastante impotante, uma vez que esta apresenta resisténcia
intrinseca ao antigfungico utilizado como controle positivo, o fluconazol, e veio a apresentar
CIM acima de 1024 png/mL para este.

A molécula AL-09 veio a alcangar resultado de CIM satisfatorio ainda, diante de C.
glabrata - 2001, de apenas 256 pg/mL. E uma CIM mais baixa perante C. krusei, de 512
ug/mL. Pereira, no ano de 2016, também encontrou um resultado de CIM bastante importante
para a molécula AL-09, frente a Staphylococcus aureus, um prototipo de bactéria Gram-
positiva, de apenas 16 pg/mL. O que mostra o quanto esta molécula pode vir a ser promissora
no combate a diversas leveduras.

Os demais resultados determinados pelas moléculas AL-01, AL-02, AL-09 e AL-10
para as leveduras testadas, resultaram em CIM acima de 1024 pg/mL.

Na Figura 15 a seguir, estar representada a atividade das moléculas AL-09 ¢ AL-10
frente a levedura Candida tropicalis.
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ura 15 - Atividade da Molécula AL-09 Frente a Levedura Candida tropicalis
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Fonte: FARIAS, 2018.

E impotante citar que os derivados Fenilacrilatos podem atuar como excelentes
ligantes por apresentarem um perfil de aceptores/doadores de Michael, principalmente em

biomoléculas nucleofilicas/ eletrofilicas. (EKICI et. a., 2006), podendo interagir com

proteinas de carater oposto.
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

A pesquisa que foi realizada obteve sucesso. Para os derivados N-acilidrazonicos
ensaiados frente a varias cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. as moléculas
JR-05 e JR-08 testados frente a Staphylococcus epidermidis — ATCC 12228 demonstraram
CIM de 128 pg/mL.

Ja entre os testes realizados perante as diversas cepas leveduriformes, a molécula JR-
08 atingiu uma CIM de apenas 32 pg/mL para a espécie Candida glabrata — 2001 e de 128
ug/mL para a espécie Candida ortopsilosis, enquanto a molécula JR-05 veio a apresentar um
resultado de 256 pg/mL para C. ortopsilosis.

Para os derivados Fenilacrilatos por sua vez, desafiados diante de diversas cepas de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, através do método de microdiluigdo em caldo, a
molécula AL-01 veio a apresentar CIM de 512 pg/mL para Staphylococcus saprophyticus
(isolado clinico — Infeccdo do Trato Urinario (ITU) e de 256 pg/mL para Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700603.

Entre as leveduras testadas, AL-01 alcancou CIM de apenas 32 pg/mL para a levedura
Candida glabrata, mesma CIM atingida pela molécula AL-02. A molécula AL-01
determinou ainda, CIM de 128 ug/mL frente as leveduras Candida parapsiloses e 128 ug/mL
perante Candida tropicalis -ATCC 13803, mesma CIM representada pela molécula AL-09,
que veio a alcangar resultado de CIM satisfatorio ainda diante de C. glabrata - 2001, de
apenas 256 ng/mL. E uma CIM mais baixa perante C. krusei, de 512 pg/mL.

Os demais ensaios realizados resultaram todos em CIM acima de 1024 ug/mL. E
importante citar que foi encontrada dificuldade na dissolucdo total das moléculas em DMSO
durante o preparo das solugdes mae, o que representa que os resultados encontrados poderiam
ter sido ainda melhores.

Desta forma, sugere-se a realizacdo de outros testes, como os testes de triagem de
difusdo em disco, em cilindro de ago inoxidavel ou em vidro e de perfuragdao em agar, a fim
de se observar as CIM’s encontradas. Sugere-se ainda, a avaliacdo da Concentrag¢dao Fungicida
e Bactericida Minima, a associa¢do das melhores moléculas com antimicrobianos utilizados
clinicamente e a realizacdo dos testes de toxicidade e a busca pela elucidagdo dos mecanismos

de acao destas moléculas.
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