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RESUMO

A resisténcia de bactérias Gram negativas patogénicas € um problema crescente e
representa sérios desafios para a terapia farmacologia. Os mecanismos de
resisténcia utilizados por essas bactérias podem levar a falha terapéutica. Diante
dessa premissa, h4 um aumento progressivo na busca de novas alternativas para o
controle desses microrganismos. As plantas sdo fontes de diversos produtos com
atividade terapéutica, entre elas a atividade antimicrobiana, e estas servem como
base para a sintese de moléculas bioativas. Pensando nisso, o objetivo desse
trabalho foi a utilizacdo de quatro substancias sintéticas de trés classes diferentes
(neolignanas, alcaloides quinazolinicos e alcaloides isoquinolinicos), a fim de avaliar
um possivel efeito antimicrobiano em sete linhagens de bactérias Gram-negativas
multirresistentes. Para isso, foi analisada a concentragdo inibitéria minima em placa
de 96 pocos, com diluicbes seriadas das substancias na presenca dos
microrganismos. Apdés a verificacdo da atividade, foi investigado o mecanismo de
acdo da C100 e C300 na presenca de sorbitol, um protetor osmotico. Como
resultado pode-se observar que o 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina (MTHP) inibiu as linhagens Pseudomonas aeruginosa (RX01)
e Escherichia coli (AV12) e a Licarina foi ativa a Burkholderia cepacia (RX02) e
Escherichia coli (AV12), porém com elevada concentragao inibitéria minima (CIM). O
2-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-fenil-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-ona (C100) mostrou
atividade em Pseudomonas aeruginosa (RX01) e o 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
3-phenyl-2,3-dihydroquinazolin-4(1H)-one (C300) a Burkholderia cepacia (RX02)
com concentracao inibitéria minima (CIM) elevada, porém ambas mostraram-se mais
efetivas nas linhagens Escherichia coli (AV12) e Enterobacter aerogenes (AV14).
Com a investigacdo do mecanismo de acéo destas, pode ser observadas que ambas
atuam na parede bacteriana de Escherichia coli (AV12) e Enterobacter aerogenes
(AV14), levando a lise da mesma. Contudo, permitiu-se concluir que apenas o C100
e 0 C300 mostraram-se eficientes frente as linhagens AV12 e AV14, atuando na
parede celular destas.

Palavras-chave: Bactérias Gram negativas; multirresisténcia microbiana; substancias
sintéticas; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Resistance of Gram-negative pathogenic bacteria is a growing problem and poses
serious challenges to pharmacological therapy. The mechanisms of resistance used
by these bacteria can lead to therapeutic failure. Given this premise, there is a
progressive increase in the search for new alternatives for the control of these
microorganisms. Plants are sources of several products with therapeutic activity,
including antimicrobial activity, and these serve as a basis for the synthesis of
bioactive molecules. The objective of this work was to use four synthetic substances
from three different classes (neolignans, quinazolinic alkaloids and isoquinolinic
alkaloids) in order to evaluate a possible antimicrobial effect in seven strains of
multiresistant Gram-negative bacteria. For this, the minimum inhibitory concentration
in 96 well plates was analyzed with serial dilutions of the substances in the presence
of the microorganisms. After verification of the activity, the mechanism of action of
C100 and C300 was investigated in the presence of sorbitol, an osmotic protector. As
a result, it was observed that 1- (3-methoxy-4-hydroxyphenyl) -7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline (MTHP) inhibited Pseudomonas aeruginosa (RX01) and
Escherichia coli (AV12) and Licarina was active on Burkholderia cepacia (RX02) and
Escherichia coli (AV12), but with a high minimum inhibitory concentration (MIC). 2-
(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl) -3-phenyl-2,3-dihydroquinazolin-4 (1H) -one (C100)
showed activity in Pseudomonas aeruginosa (RX01) and 2- (4-hydroxy -3-
phenylhoxyphenyl) -3-phenyl-2,3-dihydroquinazolin-4 (1H) -one (C300) to
Burkholderia cepacia (RX02) with high inhibitory concentration (MIC), but both
showed to be more effective in the strains Escherichia coli (AV12) and Enterobacter
aerogenes (AV14). With the investigation of the mechanism of action of these, it
could be observed that both act on the bacterial wall of Escherichia coli (AV12) and
Enterobacter aerogenes (AV14), leading to its lysis. However, it was concluded that
only the C100 and C300 were efficient against the AV12 and AV14 strains, acting on
the cell wall of these strains.

Keywords: Gram negative bacteria; bacterial multiresistance; synthetic substances;
antimicrobian activity.
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INTRODUCAO
1.1. Bactérias Gram-negativas: importancia clinica

A parede celular das Gram-negativas apresenta estrutura e composi¢do da
membrana mais complexa, possuindo camada de peptideoglicano mais fina (~10
nm). A superficie externa da célula possui uma membrana consistindo de proteinas,
lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos (Figura 1) (CHAVES, 2004). Uma
caracteristica atipica da membrana externa é a distribuicdo assimétrica dos lipideos,
a face externa contém os LPS, enquanto a face interna contém a maioria dos
fosfolipideos (ABU-LAIL e CAMESANO, 2003).

Os LPS contém mais carga por unidade de area que os fosfolipideos e a maioria
desta carga é anibnica em pH neutro, devido a exposicdo de grupos carboxil e
fosforil que podem ser ionizados. J4 foi relatado que a reducdo nos niveis de
oxigénio do meio induz modificacdo estrutural no LPS de algumas bactérias,
resultando em aumento da hidrofobicidade da célula. Isto indica que a bactéria é
capaz de alterar as caracteristicas da superficie celular, como a hidrofobicidade, em
funcdo das mudancas no ambiente externo (PALMER et al., 2007).

As bactérias Gram-negativas incluem também o espaco periplasmico que € o
espaco entre a membrana citoplasmética interna e a membrana externa. Pode
constituir até 40% do volume celular total em espécies Gram-negativas (KAYSER et
al., 2004).

O espaco contém uma rede solta de cadeias de peptideo, bem como um gel
contendo enzimas hidroliticas e degradativas. Outras enzimas no gel estao
envolvidas em varias vias bioquimicas, incluindo sintese de peptidoglicanos,
transporte de eletrons e alteracdo de substancias toxicas para a célula. Em algumas
espécies, o gel também contém beta-lactamase, uma enzima responsavel pela
degradacdo da penicilina. Fato de importancia clinica quando se considera a
resisténcia a antibitticos (KAYSER et al., 2004).
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Figura 1 - Morfologia da parede de bactérias Gram-negativas
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Fonte: Maria Eduarda Kostecki (2013).

1.1.1. Gram-negativas nao fermentadoras (BGNNF)

Os bacilos Gram-negativos nao fermentadores (BGNNF) constituem um grupo
extremamente diverso, sdo estritamente aerobios, ndo esporulados e se
caracterizam pelo fato de serem incapazes de utilizar carboidratos como fonte de
energia por meio de fermentacdo, degradando-os pela via oxidativa (MENEZES et
al., 2004).

Os BGNNF sao urbanos, e podem causar uma grande variedade de infeccdes
(DIJKSOORN et al., 2007; LIPUMA et al., 2007), representando aproximadamente
15% de todos os bacilos Gram-negativos cultivados a partir de espécies clinicas
(BLONDEL-HILL et al., 2007; LIPUMA et al., 2007).

Estudos clinicos demonstraram um aumento no grau de infecgdes por BGNNF
em instituicbes hospitalares a partir da década de 1970, tendo como principais
representantes Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas
maltophilia e Burkholderia cepacia. (BERGOGNE- BEREZIN, 1996; CEZARIO et al.,
2009; FALAGAS, 2006). Essas infeccdes tém origem enddgena ou exogena,
dependendo de diversos fatores, como 0 uso de substancias imunossupressoras,
utilizacdo abusiva de agentes antimicrobianos de amplo espectro, procedimentos
cirirgicos prolongados e instrumentagdo mecanica inadequada (FIGUEIREDO-
MENEZES et al., 2005).
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Os BGNNF podem diferir em seu potencial patogénico e transmissibilidade, e
muitos sao resistentes as multiplas drogas (SCHEREKENBERGER et al., 2007). Por
este motivo, a identificagdo correta do organismo em nivel de espécie é importante
para o gerenciamento adequado do paciente (ENOCH et al., 2007).

O desenvolvimento e a persisténcia da resisténcia aos antimicrobinanos nas
bactérias € um problema continuo que tem sido objeto de pesquisas (HIGGINS et
al., 2001). Desta forma, existe uma necessidade urgente de novos antimicrobianos
para resolver o problema causado por esses organismos (ENOCH et al., 2007).

Em contrapartida, a resisténcia desses organismos a biocidas é um problema
emergente que ha pouco tempo veio a atrair maior interesse. A aptiddo das
bactérias Gram-negativas em resistir a esses agentes € muitas vezes intrinseca, em
que a impermeabilidade celular ou um sistema de efluxo impede concentracdes
suficientemente elevadas de o biocida atingir locais alvo dentro da célula (MC
DONNELL, RUSSELL, 2004). Esta também pode ser mediada por mutacdo ou
aquisicdo de elementos genéticos, como plasmideos, integrons ou transposons
(RUSSELL et al., 1997).

Algumas BGNNF, como Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter spp.,
Alcaligenes spp., Aeromonas spp., Chryseobacterium spp., Ochrobactrum anthropi,
Comamonas acidivorans e Sphingobacterium spiritivorum, foram consideradas
historicamente como contaminantes ambientais ou organismos de baixa
patogenicidade e, portanto, ndo clinicamente significativas (HIGGINS et al., 2001).
No entanto, seu surgimento como causas significativas de bacteremia hospitalar,
tem sido observado mais recentemente, particularmente no que diz respeito a
pacientes imunocomprometidos (BERGOGNE-BEREZIN et al., 1987; WILLIAMSON
et al., 1999).

1.1.1.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é um bacilo aerdbio facultativo Gram-negativo e encontra no solo
seu habitat de preferéncia, podendo também ser encontrado em agua doce e fresca.
Possuem habilidade de adaptar-se a uma grande variedade de condicbes fisico-
quimicas, pode carrear plasmideos e genes que |lhe conferem multirresisténcia a
antimicrobianos e capacidade catabdlica frente a diversos compostos (MAIA et al.,
2009).
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Linhagens de P. aeruginosa estdo amplamente distribuidas no meio ambiente,
fazem parte das principais causas de infec¢des hospitalares, sendo responsavel por
10% de todas as infec¢Bes adquiridas nos hospitais (ALOUSH, 2006). A infec¢éo é
geralmente oportunista e associada a dispositivos invasivos, ventilagdo mecanica,
gueimaduras, feridas, cirurgia ou por infeccdo cruzada de outros colonizados
(ENOCH et al., 2007).

A P. aeruginosa tem um grande arsenal de fatores de viruléncia, permitindo
combater as defesas do hospedeiro. Estes incluem flagelos, pili, producdo de
alginato, fendtipos mucoides, lipopolissacarideos, fatores oxidativos e toxinas (PIER,
RAMPHAL, 2005). Esse fator de viruléncia pode ser regulado por meio de quérum-
sensing, isto €, um mecanismo regulador de genes geralmente definido como
regulacdo dependente da densidade populacional celular e é mediado através de
moléculas de sinal extracelular (HEURLIER et al.,2006; JOINT et al., 2007).

Atualmente se posiciona entre as principais bactérias causadoras de
infeccdes hospitalares, perdendo apenas para o Staphylococcus aureus. Relatos de
reducdo da susceptibilidade da P. aeruginosa aos antimicrobianos vém sendo
publicados no Brasil (ANDRADE et al., 2001) e em outros paises destacando-se a
diminuicdo de sensibilidade aos antibidticos de maior espectro de acdo como 0sS
carbapenémicos e as cefalosporinas anti-pseudomonas (NICOLETTI et al., 2006).

O surgimento e disseminagcédo gradual de metalo- B-lactamases, com a sua
capacidade de hidrolisar todas as B-lactamas, comprometeu ainda mais a atividade
de muitos agentes tradicionalmente utilizados para o tratamento de infec¢des por P.
aeruginosa (WALSH, 2005). Outra caracteristica marcante e preocupante desta
espécie, é a resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que resulta da co-resisténcia,
ou seja, da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia num unico hospedeiro

levando a resisténcia a multiplos farmacos (McGOWAN, 2006).

1.1.1.2. Burkholderia cepacia

O complexo de B. cepacia (Bcc) € um grupo de bacilos Gram-negativos, nao
esporulados, que compreende pelo menos nove espécies. ldentificado originalmente
como um agente patogénico de plantas na década de 1950, as bactérias Bcc séo
encontradas em todo o ambiente (BURKHOLDER, 1950).
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Em contraste com os tracos patogénicos que levaram a sua identificacdo original,
as Bcc geralmente participam de interacfes ecologicamente benéficas com plantas
(PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001). Estas também tém consideravel diversidade
genética e capacidade metabdlica, o que lhes permite degradar poluentes
importantes, como tricloroetileno (LESSIE et al., 1996).

As espécies Bcc tiveram inUmeros nomes, incluindo P. cepacia, P. multivorans e
P. kingii (GOVAN et al., 1996). Em 1992, sete espécies foram movidas do género
Pseudomonas e transferidas para o novo género Burkholderia devido a base de
sequéncias de rRNA, valores de homologia de DNA-DNA, composicao de lipideos,
acidos graxos celulares e caracteristicas fenotipicas. Isso estabeleceu um curso
determinante de pesquisa sobre a taxonomia e epidemiologia desses organismos.
(YABUUCHI et al, 1996).

Nos ultimos 20 anos, as Bcc emergiram como agentes patogénicos oportunistas
altamente problematicos em pacientes com fibrose cistica (FC) e individuos
imunocomprometidos e o numero de infec¢des causadas pela Bcc aumentou nesses
grupos de pacientes (ISLES et al., 1996; GOLDMAN, 1986). Semelhante a outros
agentes patogénicos oportunistas como P. aeruginosa, as Bcc normalmente nao
infectam individuos saudaveis, mas apenas aqueles que sdo imunocomprometidos.
Os pacientes com FC sao particularmente suscetiveis a infec¢des pulmonares pela
Bcc (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005).

No entanto, em contraste com outros agentes patogénicos oportunistas, as
bactérias Bcc normalmente ndo sdo transportadas como organismos comensais e,
portanto, a infeccdo € adquirida no ambiente hospitalar (hosocomialmente) ou pelo
ambiente selvagem. Varios relatorios citaram desinfectantes, solugdes intravenosas
e dispositivos médicos contaminados como fontes de surtos de Bcc hospitalares
(HUTCHINSON et al., 1996; OIE, KAMIYA, 1996).

O interesse na aplicagdo biotecnologica de Bcc na agricultura e na industria
também aumentou nos ultimos anos. Embora potencialmente benéfico esse uso
comercial generalizado dessas bactérias também suscitou preocupacdes de que 0s
riscos de infeccdo para individuos vulnerdveis possam ser aumentados
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2005).

1.1.1.3. Aeromonas hydrophila
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O género Aeromonas foi proposto por Kluyver & van Niel (1936) para acomodar
bactérias em forma de haste possuindo as propriedades gerais do grupo entérico,
mas moveis por meio de flagelos polares. No Manual Bergey de 1974, a defini¢cao
original foi alterada para incluir as seguintes propriedades salientes: bactérias Gram-
negativas, flageladas polares, anaerébios facultativos, fermentacdo de carboidratos
com formacdo de acido ou &cido e gas, oxidase positiva, reduzindo nitratos para
nitritos, insensivel ao composto vibrilostatico 2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridina
(Ol129), teor de guanina-citosina do DNA, 57 a 63% molar.

Linhagens de A. hydrophila foram isoladas de produtos alimentares, do solo, de
agua corrente ou parada (EWING et al,. 1961). E patogénica para animais marinhos
e de 4gua doce, e experimentalmente para ratos e coelhos (BLAIR et al., 1970).

A ocorréncia de infeccfes de feridas por A. hydrophila em hospedeiros saudaveis
apos lesdo associada a agua s6 ocasionalmente foi notado e foi enfatizado pela
primeira vez em uma série de adultos contendo dois casos de infec¢cdo mista
associada a acidentes de natacao (GILARDI et al., 1970). O microrganismo tem sido
associado a pacientes com abscessos, pneumonia por aspiracao, celulite, diarreia,
peritonite, septicemia, infeccdo do trato urinario e como invasor oportunista em
hospedeiros imunossupressos (EWING et al,. 1961; BLAIR et al., 1970; PEARSON
et al., 1972).

Durante os ultimos anos, tem havido crescente interesse quanto ao possivel
papel das espécies do género Aeromonas (A. hydrophila, A.sobria e A. caviae) como
causa de gastroenterite humana. As investigagdes clinicas e laboratoriais sugeriram
gue a espécie € um patdgeno entérico significativo (BURKE et al., 1983). A maioria
dos estudos em fontes responsaveis pela gastroenterite de A.hydrophila concentrou-
se na sua transmissdo em abastecimento de agua (RIPPEY, 1979).

Anos depois, foi sugerido alternativamente que as espécies poderiam representar
um importante patdégeno transmitido por alimentos e surgiu a hipotese de que 0s
alimentos poderiam ser importantes na disseminagédo do microrganismo. Embora A.
hydrophila tenha sido identificada como parte da microbiota contaminante de varios
alimentos, geralmente faltam dados quantitativos sobre sua incidéncia e a extenséo
nos alimentos (BUCHANAN, 1984).

1.1.2. Enterobactérias
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As enterobactérias representam grupos de bactérias Gram-negativas,
fermentadoras de glicose e oxidase negativas que inclui espécies como a
Escherichia coli, Klebsiella sp. e Enterobacter sp. (SANTOS, 2006).

Em seus habitats naturais, as enterobactérias estdo constantemente sob
ataque de uma grande variedade de estresses ambientais. Uma das condi¢cdes
hostis mais frequentemente encontradas é o estresse acido. Algumas bactérias
como a E. coli, Salmonella typhimurium ou Shigella flexneri enquanto transitam
através do trato gastrointestinal devem resistir ao pH extremamente baixo no
estbmago, bem como os acidos gordurosos volateis presentes no intestino e fezes.
Patdgenos intracelulares facultativos, como Salmonella sp., também toleram
episédios de pH baixo nos fagolisossomas de macrofagos (SHAWN et al., 1997).

Mesmo ao sair de um hospedeiro, 0s organismos entéricos podem enfrentar o
estresse acido sob a forma de residuos industriais ou em matéria organica em
decomposicdo. Assim, a capacidade de detectar e responder a mudancas
potencialmente letais no pH ambiental é crucial para a sobrevivéncia das
Enterobactérias (SHAWN et al., 1997).

As enterobactérias também possuem mecanismos genéticos que as tornam
facilmente resistentes aos antimicrobianos. A denomina¢do de betalactamases é
utilizada para nomear as enzimas ativas contra os antibidticos betalactamicos
(SANDERS, 1997). Com a introducdo de novos betalactamicos foram observadas
mudanc¢as nessas enzimas, que se tornaram enterobactérias resistentes as novas
drogas como as cefalosporinas de largo espectro, monobactamicos, carbapenema e
combinacao destas drogas. Espécies com estas caracteristicas foram denominadas
de betalactamases de espectro ampliado (ESBLSs) (PITOUT et al., 1997).

As ESBLs sdo armazenadas no espaco periplasmético de bactérias Gram
negativas e sdo codificadas por genes localizados no DNA (acido
desoxirribonucléico) cromossdmico ou extra cromossdmico, nos plasmideos e/ou
transposons (SANDERS et al., 1993; JONES et al.,, 2000). As ESBLs séo inibidas
pela presenca do &acido clavulanico, subactam e tazobactam, que quando
associados aos antibiéticos betalactamicos, ligam-se as betalactamases e
determinam sua inativacdo. Essa caracteristica € utilizada em laboratério em
técnicas de difusdo em discos para identificar bactérias produtoras de ESBLS
(SANTOS, 2006).
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1.1.2.1. Escherichia coli

A espécie bacteriana denominada E. coli € um bastonete Gram-negativo, ndo
esporulado, oxidase negativa, movel por flagelos peritriquios ou nao modvel,
anaerodbia facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com producdo de
acidos e gases, pertencente a familia Enterobacteriaceae.

Fontes de carbono como acetato e glicose sdo usadas para crescimento, porém
o citrato ndo pode ser utilizado. A glicose é fermentada a &cidos: latico, acético e
férmico, sendo o &cido férmico hidrolisado a hidrogénio e diéxido de carbono.
Acetoina ou acetil metil carbinol ndo sédo formados. Consequentemente, E. coli
produz betagalactosidase e indol mas ndo forma sulfito de hidrogénio ou
hidrolisa a uréia (KRIEG et al., 1984).

As linhagens de E. coli sédo importantes como possiveis patégenos transmitidos
por alimentos. Encontram-se nas fezes e em geral tém ampla distribuicdo, embora
em pequenas quantidades, nos ambientes onde se encontram os alimentos. Como
microrganismo indicador, a presenca de E. coli nos alimentos em quantidades
elevadas é utilizada para atestar a possibilidade de contaminacédo fecal e presenca
de outros microrganismos enteropatogénicos (FRANCO, 2002).

A patogenicidade da E. coli esta relacionada a sua capacidade de colonizar o
epitélio intestinal. A colonizacdo € mediada por fatores denominados fimbrias,
estruturas proteicas consideradas antigenos de superficie e de grande atividade
antigénica, sendo um importante fator de avaliacdo para diagnostico e identificacao
de cepas patogénicas (NATARO; KAPER, 1998).

Diversos fatores de viruléncia detectados em amostras patogénicas de E. coli
podem ser causas de infec¢gBes do trato urinario, diarreias, sepses e meningite em
animais e humanos, entre eles: toxinas, adesinas, invasinas, presenca de capsula,
capacidade de resistir ao poder bactericida do soro e captacdo de ferro. Dentre
estes fatores, assume destaque a producdo do fator necrosante citotdxico, que tem
sido associado a uma grande variedade de infec¢oes no homem e nos animais. Este
fator € subdividido em CNF1 e CNF2, e é considerado importante mecanismo de
viruléncia de E. coli (SUSSMAN, 1997). Em geral, a ocorréncia de CNF em E. coli de
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origem animal e/ou humana esta relacionada a producdo de alfa-hemolisina
(GYLES, 1992).

Uma das estratégias mais adotadas para ajudar a prevenir e controlar as
diversas infecgbes, entre elas as enterites, tem sido a terapia antimicrobiana.
Entretanto, a falta de critérios para o uso adequado e seguro dos antimicrobianos
associa-se a presenca de residuos antimicrobianos em produtos de origem animal, a
selecdo de bactérias resistentes e a sérios riscos a saude publica (BACCARO et al.,
2002).

1.1.2.2. Enterobacter aerogenes

E. aerogenes emergiu como um importante patégeno hospitalar desde 1992
(ARPIN et al., 1996, DAVIN et al.,1996). Esta bactéria gram-negativa € causa de
infeccbes nosocomiais do trato respiratério por bactérias gram-negativas, apés
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (JARVES e MARTONE, 1992).
Membros do género Enterobacter, como a maioria dos membros da familia
Enterobacteriaceae, podem ser responsaveis por infeccdes oportunistas em
pacientes debilitados (GASTON, 1988; de CHAMPS, et al. 1991).

Antibitticos particularmente estaveis contra as enzimas bacterianas inativantes
foram produzidos por quimicos medicinais, como o0s carbapenems ou as
cefalosporinas de largo espectro. No caso dos membros da familia
Enterobacteriaceae, a resisténcia a novos compostos de betalactamicos pode ser
frequentemente associada a alteracbes da permeabilidade do involucro (BUSH et
al., 1985). Para atingir seu alvo, o0s antibioticos betalactamicos usam
engenhosamente poros especificos (NIKAIDO, 1994), que sdo as principais vias
transversais da membrana externa, servindo para proteger as bactérias dos
compostos toxicos (NIKAIDO, 1989).

1.1.2.3. Citrobacter freundii

C. freundii € um membro aerdbico da familia Enterobacteriaceae, € encontrada
comumente em agua, solo, alimentos e ocasionalmente no trato gastrointestinal de

animais de sangue quente (GOMES et al., 2012).
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Embora as linhagens de Citrobacter sp. que colonizem o trato gastrointestinal
humano sejam tradicionalmente consideradas como de baixa viruléncia
(PEPPERELL et al., 2002). Elas podem ser a fonte de varios tipos de infeccdes,
como trato urinario, respiratorio, intra-abdominal, ferida, 0sso, corrente sanguinea, e
infeccdes do sistema nervoso central (ALTMANN et al.,1976; HODGES et al., 1978;
LIPSKY et al. 1978; MOHANTY et al., 2007). As infec¢des por C.freundii geralmente
sdo identificadas em pacientes debilitados e hospitalizados, com mdultiplas
comorbidades, que estdo em maior risco de adquirir um patdégeno no ambiente
hospitalar (LIPSKY et al., 1978).

A escolha racional da terapia antimicrobiana para infeccdes por C. freundii pode
ser problematica, uma vez que estas espécies codificam 0s genes cromossdmicos e
indutiveis de amp-beta-lactamase, que podem ser expressos constitutivamente em
niveis elevados devido a alteragdes mutacionais, conferindo resisténcia a multiplos
antibioticos (LAVIGNE et al., 2007).

Ainda assim, € pouco conhecido sobre seus mecanismos patogénicos, incluindo
0 potencial envolvimento da habilidade invasiva, além da produgdo em algumas

linhagens de uma enterotoxina estavel ao calor (GUARINO et al., 1989).

1.2. Mecanismos de resisténcia e multirresisténcia

A resisténcia de bactérias Gram-negativas aumenta com o passar dos anos,
representando sérios desafios para o tratamento de infec¢des tanto adquiridas na
comunidade como nos hospitais (TAFUR et al., 2008).

Sabe-se que as bactérias Gram-negativas possuem um arsenal de mecanismos
de resisténcia a disposi¢do e que a selecdo desses mecanismos pode levar a falha
terapéutica. Estes se dividem em quatro mecanismos principais, como mostra a
Figura 2: a modificagdo enzimética do antibidtico, as bombas de expulsdo, a
alteracdo na permeabilidade da membrana externa e a alteracdo do sitio de agéo
(TAFUR et al., 2008).
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Figura 2 - Mecanismos de resisténcia

X

1- Enzimas modificadoras; 2- Bomba de efluxo; 3- Alteragdo da permeabilidade da membrana
externa; 4- Proteinas unidoras de penicilina.
Fonte: Tafur et al., 2008.

1.2.1. Modificagdo enzimética do antibiético

As bactérias expressam enzimas capazes de criar mudancas na estrutura dos
antibioticos causando perda de suas funcionalidades (LIVERMORE, 1991). A
modificacdo enzimatica do antibiotico é o mecanismo de resisténcia mais prevalente
em bactérias, sendo a producdo de beta-lactamases a majoritaria (TAFUR et al.,
2008).

A estrutura molecular dos antibidticos betalactamicos € comum, onde todos
compartilham de um anel betalactamico, que é responsavel em grande parte por sua
acao antimicrobiana. As betalactamases s&o onipresentes de bactérias Gram-
negativas e representam uma maneira importante de re-resisténcia, sdo enzimas
capazes de quebrar o anel betalactamico, inativando o antibiético. Os genes que
codificam estas enzimas podem ser encontrados no cromossomo bacteriano ou em
plasmideos, o que permite a sua transferéncia facil entre diferentes bactérias, o que
representa um grande desafio para o controle de infec¢cdes (TAFUR et al., 2008).

As betalactamases tipo AmpC sao enzimas que foram encontradas para serem
codificadas por cromossomos em uma variedade de bactérias Gram-negativas,

como a P. aeruginosa e C. freundii. As betalactamases tipo AmpC geralmente
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hidrolizam a cefalosporinas de espectro reduzido, cefalosporinas portins de terceira
geracdo, aztreonam e inibidores de betalactamase (PHILIPPON et al., 2002;
JACOBY, MUNAZ-PRINCE, 2005).

Em condi¢Bes normais, as bactérias com AmpC cromossémico sdo capazes de
produzir esta enzima, porém em pequenas quantidades, o que nao altera
significativamente a sensibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo. No entanto,
podem ocorrer mutacdes espontaneas (a uma taxa de 10° a 107) nos genes que
regulam a producdo de AmpC, o que leva a producéo constitutiva desta enzima em
guantidade suficiente para hidrolisar os antibidticos acima mencionados (HANSON,
SANDERS, 1999; LIVERMORE, 2005).

Durante a década de 1980 houve um aumento na incidéncia das bactérias
Gram-negativas resistentes a betalactamicos nas unidades de cuidados intensivos
neonatal, especialmente em paises em desenvolvimento (JAIN et al., 2003),
possivelmente relacionado a maior utilizacdo das cefalosporinas de terceira e quarta
geracdes, a necessidade frequente de procedimentos invasivos e a ndo adocdo de
medidas especificas de controle de infeccdo hospitalar (KIM et al., 2002). As
bactérias produtoras de betalactamase mais relatadas na literatura sdo a Klebsiella

pneumoniae e E. coli (KIM et al., 2002).

1.2.2. Bombas de efluxo

Sdo responsaveis pela resisténcia contra antimicrobianos, ndo apenas em
bactérias, mas também em outros patdégenos comuns (TAFUR et al., 2008). Esse
mecanismo € frequentemente utilizado por bactérias Gram-negativas, estas operam
retirando o antibiético do espaco periplasmatico e expulsando-o, evitando assim que
ele atinja seu local de acéo (VILA et al., 2007).

Eles sdo encontrados na membrana externa da célula e expulsam um grande
namero de moléculas para fora das bactérias, incluindo metabdlitos, detergentes,
solventes organicos e antibidticos. Para isso, eles usam a hidrolise do ATP ou um
mecanismo de contra transporte ibnico como um substrato de energia. O principal
papel desse mecanismo € manter as concentragdes baixas de substancias toxicas
na célula (TAFUR et al., 2008).

As bombas de efluxo podem ser especificas para um medicamento ou

inespecifico. Se a expressdo de uma bomba inespecifica for aumentada, pode ser
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gerada a resisténcia cruzada para multiplas classes de medicamentos usando um
anico mecanismo (DEPARDIEU et al.,, 2007). Normalmente, as bombas de saida
causam pequenos aumentos na CIM, porém, quando varios mecanismos de
resisténcia aparecem simultaneamente, ocorre resisténcia clinicamente evidente
(TAFUR et al., 2008).

1.2.3. Alteragdo na permeabilidade da membrana externa

As bactérias podem gerar mudancas da bicamada lipidica, fazendo com que a
permeabilidade da membrana seja alterada, principalmente, por mudancas nas
porinas. Estas sdo proteinas que formam canais de agua inseridos na membrana
externa que regulam a entrada de alguns elementos, incluindo antibiéticos. As
mudancas em sua conformacéo podem impedir a passagem desses agentes para 0
espaco periplasmatico (VILA et al., 2007).

Os antibioticos betalactamicos devem penetrar através desses canais. Quando
uma porina € alterada devido a mutacdes, as CIMs para o antibiético aumentam. As
porinas podem ser especificas ou inespecificas, dependendo da sua seletividade
para as moléculas que passam (KOHLER et al., 1999; QUALE et al., 2006).

1.2.4. Alteracgdo do sitio de acéo

As bactérias podem alterar o local onde o antibiético se liga e pode interromper
uma funcdo vital das bactérias. Este mecanismo € usado principalmente por
bactérias Gram-positivas, que geram mudancas estruturais nos locais de acao de
antibioticos betalactamicos no nivel de proteinas de ligacdo a penicilina, porém se
observa que em Gram-negativas esta estratégia € menos frequente (CAVACO et al,
2008; TAFUR et al., 2008).

Os locais de acdo podem ser encontrados em diferentes componentes
bacterianos que envolvem atividades celulares vitais. As proteinas de ligacdo a
penicilina sdo responsaveis pela transpeptidacdo, um processo fundamental para a
estabilidade da parede celular. Alteracdes estruturais secundarias a mutacdes
podem diminuir a afinidade dos betalactamicos pelas proteinas de ligacdo a
penicilina, permitindo que as bactérias continuem com sua parede intacta e
sobrevivam (TAFUR et al., 2008).
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1.3. Produtos naturais como base para sintese organica de moléculas

bioativas

O estudo intensivo sobre as plantas serviu para investigacao dos seus produtos e
suas atividades. Através dele teve-se também o desenvolvimento da quimica
organica e, consequentemente, o advento da farmacologia, devido o isolamento dos
metabodlitos e descricdo estrutural a partir das andlises. Dos estudos iniciais foi
possivel estabelecer alguns principios ativos que séo utilizados como base até hoje.
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Com o aparecimento de antibioticos feitos a partir de fermentacdo microbiana
junto com a producédo de medicamentos por via sintética pela industria farmacéutica,
proporcionados pelo desenvolvimento de tecnologias no século XX, houve o
decaimento no interesse por uso de plantas medicinais e 0 consequente
investimento em farmacos de origem vegetal (MONTANARI; BOLZANI, 2001;
VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

No contexto das pesquisas de novos produtos com potencial antifingico, aqueles
oriundos de plantas, podem possibilitar o isolamento de substancias conhecidas ou
inéditas, e até o seu uso como modelos para moléculas sintéticas (DI SALVO, 1974).
Trabalhos realizados com extrato bruto ou 6leos essenciais, obtidos a partir de
plantas medicinais tém demonstrado o potencial destas no controle de
fitopatdgenos, tanto por acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial
e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando
a presenca de compostos com caracteristicas de elicitores (STANGARLIN et
al., 1999).

Quanto a acao antibacteriana, alguns oOleos essenciais sdo capazes de
controlar tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Como tipicos
compostos lipofilicos, os 06leos essenciais atravessam a parede celular e a
membrana citoplasmatica. A atividade citotdxica parece estar ligada ao rompimento
das estruturas das diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipidios, das paredes celulares dessas bactérias (PRASHAR et al., 2003).

O emprego indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos

favorece a selecdo de microrganismos patogénicos mutantes resistentes a
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esses compostos, tornando o uso de produtos de origem natural uma alternativa
eficaz e econ6mica (CRISAN, 1995).

Diversos produtos que apresentam acao antimicrobiana eficiente tém sido
descritos na literatura. Dentre eles o 6leo essencial de Melaleuca, que contém mais
de 100 compostos bioativos, sendo o principal composto antimicrobiano o terpeno-4-
ol, que induz danos estruturais na membrana e parede celular, comprometendo
a manutencédo da integridade das células de bactérias e fungos (HALCON, MILKUS,
2004). Relatos de CARSON et al. (1995), FAOAGALI et al. (1998) e HADA et
al. (2003) comprovam sua acdo bacteriostatica sobre E. coli, S. aureus,
enquanto HAMMER et al., (2000 e 2003) avaliaram sua acdo sobre Candida
albicans.

Segundo OLIVEIRA FILHO (2010) a propolis € uma substancia resinosa
produzida por abelhas Apis melliferas pela transformacédo de diferentes exudatos
secretados pelas arvores, folhas e flores. Utilizam esta substancia para protecédo da
colméia contra proliferacdo de microrganismos, incluindo fungos e bactérias e

também para selar aberturas e eliminar insetos invasores.

1.3.1. Alcaloides

Os alcaloides correspondem a uma classe de substancias quimicas (metabdlitos
secundarios) com distribuicdo abundante na natureza, derivadas de diversos
organismos, incluindo fungos, bactérias, plantas e outros. Além de se apresentarem
com estruturas variadas e importantes atividades farmacoldgicas (BHADRA, KUMAR
2011).

A origem do termo “alcaloide” € proveniente do arabe alcali que significa basico.
O conceito para tal classe é de dificil estabelecimento, devido o grupo heterogéneo
que a compde. A definicAo mais aceita € a sugerida em 1983, por Pelletier, onde diz
que “um alcaloide € um composto ciclico organico que contém nitrogénio no seu
estado de oxidagdo negativo e de distribuicdo limitada em organismos vivos”
(PELLETIER, 1983 apud ROBERTS; WINK, 1998).

Dentro deste meio de moléculas ha subdivisbes que classificam melhor
determinados grupos pelo tipo de biossintese que foi gerado, como os alcaloides
inddlicos, provenientes do triptofano, alcaloides tropanicos provenientes da ornitina e

0s isoquinolinicos, provenientes da fenilalanina e tirosina (ROBERTS; WINK, 1998).



29

1.3.1.1. Alcaloide quinazolinico

A quinazolina é um composto formado por dois anéis aromaticos simples
fundidos de seis membros - anel de benzeno e pirimidina (Figura 3 e 4). E um
composto colorido amarelo, encontrado geralmente em forma cristalina. Devido as
suas distintas atividades farmacolégicas, nos ultimos 10-20 anos, esta estrutura tem
vindo a ser amplamente explorada tendo sido j& determinadas diversas atividades
bioldgicas de derivados da quinazolina, que incluem atividade anti-inflamatoria, anti-
bacteriana, analgésica, anti-viral, anti-citotoxina, anti-hipertensa, anti-obesidade,
anti-psicotica, anti-convulsante, antitubercular e outras ( SELVAM et al., 2011 WANG
et al., 2013).

A resisténcia bacteriana as drogas existentes € um problema crescente no
mundo. Pesquisas consideraveis foram realizadas na sintese de novos derivados de
quinazolinona com potente atividade antimicrobiana. Esses derivados possuem
atividades antibacterianas, especialmente contra linhagens Gram-positivas, e fungos
através da interacdo com a parede celular e as estruturas de DNA (MOHAMED et
al., 2013).

Em vista do exposto, o design e a sintese de antibacterianos mais novos séo
uma area de imenso significado e continua a atrair a atengcdo de um numero
crescente de quimicos medicinais. Relatérios anteriores sobre sintese de derivados
de quinazolina comecaram principalmente a partir de acido antranilico 27-32,
benzonitrilo e assim por diante (RAO e BAHEKAR, 2001; ROCCO et al., 2004).

Existem varios medicamentos aprovados com estrutura de quinazolina no
mercado, como cloridrato de prazosina, mesilato de doxazosina e cloridrato de
terazosina (SELVAM, 2011; ABIDA, 2011).

Desta forma, alguns estudos da relagdo de atividade da estrutura de derivados
de quinazolinona em varias literaturas revelaram que a substituicdo nas posic¢des 2 e
3, existéncia de atomos de halogéneo em posicbes 6 e 8 e substituicdo
(principalmente amina ou amina substituida) na 42 posi¢cdo do anel de quinazolinona

poderiam melhorar suas atividades antimicrobianas (GIRI et al., 2009).
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Figura 3 - C100 (2-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-fenil-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-
ona)

OH
MeO OMe

Figura 4 - C300 (2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenyl-2,3-dihydroquinazolin-
4(1H)-one)

OH

1.3.1.2. Alcaloide isoquinolinico

Os isoquinolinicos sao os alcaloides mais abrangentes no reino vegetal, onde
compreendem cerca de 400 membros. Os anéis isoquinolinico,
tetrahidroisoquinolinico e tetrahidroisoquinolinico 1-substituido s&o estruturas
geralmente encontradas em uma variedade de produtos naturais e em compostos
biologicamente ativos (Figura 5) (GRUNDON, 1976; AMAT et al., 2010).

Seus efeitos tém ac¢bes antimalarica, antitumoral (QUINN; IRANSHAHI, 2014) e
antimicrobiana (SHOKEEN et al., 2005), além de outros efeitos farmacoldgicos,
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como analgésicos (CORDELL et al., 2001), antidepressivos, anti-inflamatorio (KUO;
CHI; LIU, 2004; CHAEA et al., 2007; LUO et al., 2010), contra célicas estomacais,
intestinais e menstruais, relaxante muscular, anti-hipertensivo (CORDELL, 1983;
DONG et al., 1992; CHUEH et, al., 1995; SILVA et al., 2009) e mais uma variedade
de ac¢des bioldgicas. Alguns estudos demonstraram a atividade antimicrobiana dessa
classe sendo eficaz para bactérias Gram-positivas, como a Staphylococcus
epidermidis (RABELO et al., 2014).

Figura 5 - Sintese do  1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi  1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina (MTHP).

0
+
NH,
MeO
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1.3.2. Neolignanas

As neolignanas sdo conhecidas como uma classe de metabdlitos secundarios
com uma grande diversidade estruturais e atividades farmacolégicas, sendo
formadas pelo acoplamento de duas unidades de fenilpropanoides (eugenol, alcool
coniferilico, isoeugenol, etc.) (SOUZA, 2012).

As lignanas sédo formadas através do acoplamento oxidativo de alcoois
cinamilicos entres si ou, destes com acidos cinamicos, estruturalmente apresentam
o carbono gama (C-9) oxigenado. Neolignanas sdo dimeros oxidativos de alil fendis
e de propenil fendis, entre si ou cruzados e ndo apresentam carbono gama (C-9)
oxigenado (BARBOSA-FILHO, 1999).

Sua ocorréncia na natureza se limita a plantas vasculares que possuem o tecido
enriquecido por ligninas, macromoléculas dotadas de um esqueleto em (CeC3)n,
abrangendo usualmente muitas unidades, de 2 até 5000. A biossintese tanto dos
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lignéides, como das ligninas, envolve o0s metabdlitos primarios finais da via
metabdlica do chiquimato: acido cindmico —alcoois cinamilicos —propenilfendis +
alifendis (GOTLLIEB; YOSHIDA, 1984).

Sobre a atividade das lignanas, elas possuem uma atividade esquistossomicida
(PEREIRA, 2011), atividade anti-leishmaniose (NERIS, 2013), antibacteriana (LI et
al., 2017), antitumoral (BASTOS et al., 1996), antinflamatoéria (SOUZA et al., 2004) e
anti-oxidante (CHAN et al., 1996).

Figura 6 - Licarina
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Explorar o potencial de do MTHP, da Licarina, do C100 e C300 com o intuito
de averiguar as suas atividades antimicrobianas defrontes sete linhagens de
bactérias Gram-negativas multirresistentes, com a finalidade de descobrir

substancias potencialmente terapéuticas como agentes antibiéticos.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar triagens farmacolégicas em linhagens multirresistentes de
Pseudomonas aeruginosa (RX01 e RXO08), Burkholderia cepacia (RX02),
Aeromonas hydrophila (RX04), Escherichia coli (AV12), Citrobacter freundii
(AV13) e Enterobacter aerogenes (AV14);

e Caracterizar o mecanismo de acdo do C100 e C300 perante as linhagens de
Escherichia coli (AV12) e Enterobacter aerogenes (AV14).
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3. METODOLOGIA
3.1. Produto teste

Foram utilizadas quatro substéancias sintéticas, codificadas como o MTHP (1-(3-
metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina), Licarina (neolignana
diidrobenzofuranica), C100 (2-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-fenil-2,3-
dihidroquinazolin-4(1H)-ona) e C300 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenyl-2,3-
dihydroquinazolin-4(1H)-one. Estas foram sintetizadas e cedidas pelo Prof. Dr. Luis
Cezar Rodrigues do Departamento de Biotecnologia do Centro de Biotecnologia
(CBiotec) da UFPB. As substancias foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) a
100% formando uma solucdo de concentracdo 10! M (solucdo-estoque), que era
acondicionada a -20 °C, sendo diluida em agua destilada de acordo com a

necessidade de cada protocolo experimental.
3.2.  Microrganismos

Foram utilizadas sete linhagens de bactérias pertencentes a colecdo de culturas
do Laboratoério de Microbiologia Ambiental (LAMA): Pseudomonas aeruginosa (RX01
e RX08), Burkholderia cepacia (RX02), Aeromonas hydrophila (RX04), Escherichia
coli (AV12), Citrobacter freundii (AV13) e Enterobacter aerogenes (AV14). As
linhagens foram isoladas em ralos de lavatorios de trés saldes de beleza nas
cidades de Jodo Pessoa e Cabedelo (Tabela 1), e em embalagens de cosméticos,
sendo estas caracterizadas como multirresistentes a diferentes antibidticos, tais
como: amoxilina, cefalexina, cefalotina, entre outros (XAVIER et al., 2015). Os
microrganismos foram mantidos em agar nutriente inclinado sob refrigeracdo a 4°C e

submetidas a repiqgues trimestrais.



Tabela 1 - Origem das linhagens

Linhagem

Microrganismo
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Local de isolamento

RX01

RX02

RX04

RX08

AV12

AV13

AV14

Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cepacia

Aeromonas hydrophila

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Citrobacter freundii

Enterobacter aerogenes

3.3. Concentracdao inibitéria minima

Embalagem de cosméticos

Embalagem de cosméticos

Embalagem de cosméticos

Embalagem de cosméticos

Ralo de saldo de beleza

Ralo de saldo de beleza

Ralo de saldo de beleza

As suspensbes bacterianas foram padronizadas em solucdo de NaCl 0,9%

estéril, a partir de uma cultura recente, padronizada pelo tubo n° 1 da escala de

MacFarland (= 3x108 UFC/mL). O experimento foi conduzido em placa de 96 pocos

(Figura 7), dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H).

O preparo da microplaca com as diluicdes seriadas da substancia consistiu em

preencher os pogos com caldo nutriente (CN), de composicdo: extrato de carne (1

g/L); extrato de levedura (2 g/L); peptona (5 g/L) e cloreto de sodio (5 g/L) , pH 6,8 +-

0,2 (Kasvi, Sado Paulo, Brasil), sendo aplicados 225 uL de meio nos pogos. Na 12

coluna foi preparada a concentracdo mais alta das substancias. A partir desta

coluna, foi iniciada a diluicdo seriada ao longo da microplaca até a 92 coluna. Para

isto, foi utilizada uma micropipeta, com a qual o meio foi homogeneizado e 10%

(22,5 pL) transferido para a 22 coluna (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema da microplaca utilizada na diluicdo dos antibiéticos.
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Fonte: O autor

Em seguida 10% do contetdo dos pocos da 22 coluna foi transferido para o poco
da 32 coluna, para diluicdo por homogeneizacdo e assim sucessivamente, até
chegar a 92, quando, apdés a homogeneizacdo, 10% do volume de meio com
antibidtico diluido (22,5 pL) foi descartado. Os intervalos de concentragdo do
antibiético na microplaca, nas colunas 12-92 foram de 103 M a 10''! M para todas as
substancias utilizadas.

Para a inoculacdo das bactérias nas colunas 12-92 da microplaca, foram
utilizados 25 L de suspensao bacteriana do pré-indculo por poco. A Ultima linha da
placa ndo era inoculada, sendo utilizada como controle de esterilidade. Apés a
inoculagao, as microplacas foram mantidas em temperatura ambiente, por 48 horas,
sendo observadas a cada 24 horas.

Apos o periodo de 48 horas, foi retirado 25 yL do sistema, e inserido em placas
multipogos contendo 225 L de caldo nutriente, a fim de verificar a viabilidade apds o
ensaio, que era observada pela turbidez do pogo. O sistema foi mantido a

temperatura ambiente por 24 horas.

3.1. Avaliacdo do efeito do dimetilsulféxido nas linhagens
bacterianas
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Para eliminacdo da hipétese de um possivel efeito antimicrobiano do DMSO, foi
avaliado o efeito deste reagente frente as linhagens bacterianas. Dessa forma, as
bactérias foram plaqueadas e permaneceram em estufa a 37°C por 24 horas. Eram
preparadas suspensodes das linhagens testes em solucéo salina (NaCl a 0,9% p/v),
as quais eram padronizadas de acordo com o tubo 1 da escala McFarland
correspondendo a concentracdo de aproximadamente 3.108 Unidades Formadoras
de Colbnia - (UFC/mL).

O estudo de observacédo de sensibilidade das linhagens bacterianas frente ao
dimetilsulféxido (DMSO) foi realizado através da técnica de difusdo em meio sélido
utilizando-se discos de papel de filtro (Bawer et al.,1966).

Os discos contendo o DMSO foram embebidos com 2uL de cada concentracao
utiizada (1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001%, 0,00001%, 0,000001%,
0,0000001%), sendo em seguida colocados em placas de Petri estéreis contendo
agar Muller-Hinton inoculado com 1mL das suspensdes bacterianas. ApoOs
incubagéo das placas a 37°C por 18 horas, foi observada a interferéncia do DMSO
sobre as linhagens bacterianas ensaiadas. O ensaio foi realizado em duplicata e os
resultados a serem expostos foram obtidos através da média dos resultados dos

dois ensaios paralelos.

3.2. Investigagdo do mecanismo de agao das substancias na parede

celular bacteriana

Para investigar a acao da droga sobre a parede celular bacteriana foi realizado
um ensaio com sorbitol, um protetor osmético. Caso a droga atuasse de alguma
forma sob a parede celular da bactéria, ele provocaria lise de suas células quando
na auséncia do sorbitol, mas permitiria seu crescimento na presenca desse suporte
osmatico. O ensaio comparou diferentes concentracdes das drogas na auséncia e
na presenca de sorbitol a 0,8 M (FROST et al., 1995).

As linhagens eram plaqueadas e permaneciam em estufa a 37°C por 24 horas.
Foram preparadas suspensdes das linhagens testes em solucéo salina (NaCl a 0,9%
p/v), as quais eram padronizadas de acordo com o tubo 1 da escala McFarland.

Foram utilizadas placas de 96 pogos, em cada pogco foi inserido 225 yL de caldo

nutriente (CN) previamente adicionado de sorbitol com peso molecular de 182,17 g
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(VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ). Para a inoculacdo das bactérias,
foram utilizados 25 uL de suspenséao bacteriana do pré-indculo por poco. A ultima
linha da placa nao era inoculada, sendo utilizada como controle de esterilidade. As
microplacas foram mantidas em temperatura ambiente, por 48 horas para realizacéo
da leitura.

Apo6s o periodo de 48 horas, foi retirado 25 pL do sistema, e inserido em placas
multipogos contendo 225 uL de caldo nutriente, a fim de verificar a viabilidade apos o
ensaio com o sorbitol, que era analisado pela turbidez. O sistema foi mantido a

temperatura ambiente por 24 horas.
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4. RESULTADOS
4.1. Concentracdao inibitéria minima

4.1.1. Concentracdao inibitéria minima MTHP
A Tabela 2 mostra o efeito do MTHP (1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina), em diferentes concentracdes, sob as linhagens bacterianas.
A linhagem de Pseudomonas aerginosa (RX01l) e de Escherichia coli (AV12) se
apresentaram sensiveis ao MTHP, com CIM de 10# M e 10° M, respectivamente.

Em contrapartida, as demais linhagens se mostraram resistente.

Tabela 2 - Concentracéo inibitéria minima do MTHP

Microrganismos  103M 104M 10°M 106M 107M 108M 10°M 1010M

RX01 S S R R R R R R
RX02 R R R R R R R R
RX04 R R R R R R R R
RX08 R R R R R R R R
AV12 S S S R R R R R
AV13 R R R R R R R R
AV14
Controle

S- Sensivel a substancia; R- Resistente a substancia.

4.1.2. Concentragéo inibitdria minima da Licarina

As linhagens de B.cepacia (RX02) e E.coli (AV12) foram sensiveis a Licarina
(neolignana diidrobenzofuranica), ambas apresentando CIM de 10* M. As demais
linhagens foram resistentes a droga em todas as concentra¢cfes analisadas (Tabela
3).
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Tabela 3 - Concentracéo inibitoria minima da Licarina

Microrganismos  10°M 104M 10°5M 10%M 107M 108M 10°M 101°M

RX01 R R R R R R R R
RX02 S S R R R R R R
RX04 R R R R R R R R
RX08 R R R R R R R R
AV12 S S R R R R R R
AV13 R R R R R R R R
AV14 R

Controle R

S- Sensivel a substancia; R- Resistente a substancia.

4.1.3. Concentracdao inibitéria minima do C100

A Tabela 4 mostra o efeito do C100, em diferentes concentracdes, sob as
linhagens bacterianas. A linhagem de P. aerginosa (RX01), E. coli (AV12) e E.
aerogenes (AV14) se apresentaram sensiveis ao C100, com CIM de 104 M, 10° M e
107 M, respectivamente. Em contrapartida, as demais linhagens se mostraram

resistentes.

Tabela 4 - Concentracéo inibitoria minima do C100

Microrganismos 10M 10*M 10°M 10°M 10’M 108M  10°M 10 M
RX01 S S R R R R R R
RX02 R R R R R R R R
RX04 R R R R R R R R
RX08 R R R R R R R R
AV12 S S S S S S S R
AV13
AV14 S S S S S R R R

Controle R R R R R R R R
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S- Sensivel a substancia; R- Resistente a substancia.

4.1.4. Concentracdo inibitéria minima do C300

A Tabela 5 demonstra o efeito do C300, em diferentes concentracdes, sob as
linhagens bacterianas. A linhagem de P.aerginosa (RX01), B.cepacia (RX02), E.coli
(AV12), E.aerogenes (AV14) se apresentaram sensiveis ao C300, com CIM de 107
M, 10°°M, 107 M e 10® M, respectivamente. Em contrapartida, as demais linhagens

se mostraram resistente ao mesmo.

Tabela 5 - Concentracéo inibitéria minima do C300

Microrganismos 10°M 104M 10°M 10®M 10’M 108M 10°M 10%M
RX01 S S S R R R R R
RX02 S S S R R R R R
RX04 R R R R R R R R
RX08 R R R R R R R R
AV12 S S S S S R R R
AV13 R R R R R R R R
AV14 S S S S R R R R

Controle R R R R R R R R

S- Sensivel a substancia; R- Resistente a substancia.

4.2. Avaliagdo do efeito do dimetilsulféxido nas linhagens

bacterianas

A Tabela 6 demonstra que o dimetilsulféxido (DMSO) ndo apresentou
atividade antimicrobiana nas linhagens analisadas em nenhuma das concentracdes
utilizadas. Dessa forma, conclui-se que o mesmo néo interfere na atividade das

substancias utilizadas.
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Tabela 6 - Avaliacdo do efeito do dimetilsulféxido nas linhagens bacterianas

Microrganismos 1% 0,1% 0,01% 0,001% 0,0001% 0,00001% 0,000001% 0,0000001%

RX01 R R R R R R R X
RX02 R R R R R R R R
RX04 R R R R R R R X
RX08 R R R R R R R R
AV12 R R R R R R R X
AV13 R R R R R R R R
AV14 R R R R R R R R
Controle R R R R R R R R

S- Sensivel ao DMSO; R- Resistente ao DMSO.
4.3. Investigacdo do mecanismo de acdo das substéncias sobre a
integridade da parede celular bacteriana
4.3.1. Investigacdo do mecanismo de acdo do C100
A Tabela 7 expressa que tanto a linhagem de E. coli (AV12) e E. aerogenes

(AV14) cresceram na presenca do sorbitol, apresentando elevacdo da CIM, o que

aponta que o C100 atua na integridade da parede dessas linhagens.

Tabela 7 - Investigagdo do mecanismo de acdo do C100 sobre a integridade da
parede

Microrganismos 103M 10*M 10°M 10°M 10’M  108M 10°M 101°M
AV12 com sorbitol + + " + + + + +
AV14 com sorbitol + + + + + + + +
AV12 sem sorbitol _ _ ) ) _ ; _ +
AV14 sem sorbitol ) ) 3 } ) ¥ + +

Controle ) _ : : : ) . -

(+) - Positivo; (-) — Negativo.
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4.3.2. Investigagdo do mecanismo de acédo do C300

A Tabela 8 demonstra que tanto a linhagem de E. coli (AV12) e E.aerogenes
(AV14) cresceram na presenca do sorbitol, com elevacédo da CIM, denotando que o

C300 atuou na inibicdo da parede bacteriana dessas linhagens.

Tabela 8 - Investigacdo do mecanismo de agéo do C300 sobre a integridade da

parede
Microrganismos 103 M 104 M 10°M 106 M 107 M 108 M 10°M
AV12 com sorbitol + + - + + + +
AV14 com sorbitol + + + + + + +
AV12 sem sorbitol . . _ : ) + +
AV14 sem sorbitol ) ) ) i} ; + +

Controle

(+) - Positivo; (-) — Negativo.
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5. DISCUSSAO

O fendbmeno da resisténcia a agentes fisicos e quimicos entre 0s microrganismos
€ conhecido desde o inicio da era microbiana. Com o surgimento e uso clinico de
sulfonamidas, em 1933, e, em seguida, da penicilina, em 1941, pdde-se perceber
que a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos poderia ser uma
caracteristica natural das bactérias ou ser adquirida por linhagens individuais dentro
de uma populacéo sensivel (TAVARES, 2000).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fenémeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas (CUNHA, 1988). Foi
descrito em trabalhos anteriores o perfil de resisténcia a mdultiplas drogas das
linhagens utilizadas neste trabalho, tais como a amoxilina, sulfonamida e polimixina
B (XAVIER, 2015; FERRARO, 2015).

Nos ultimos anos o desenvolvimento de farmacos eficientes no tratamento de
infeccbes bacterianas revolucionou o tratamento médico, que por outro lado, fez com
qgue as bactérias também desenvolvessem defesas relativas as drogas utilizadas.
Este fato ressalta a necessidade de estimular novas pesquisas e estratégias
voltadas para a preservacao da eficacia dos agentes antibacterianos atualmente
disponiveis e a descoberta de novas classes de agentes antibacterianos (TAVARES,
2000).

As plantas sdo uma importante fonte de produtos biologicamente ativos, muitos
dos quais servem como modelos para a sintese de um grande niamero de farmacos
(RABELO, 2010). As plantas superiores evoluiram a partir da selecdo de defesa
contra ataques microbianos, desta forma, produtos sintéticos obtidos a partir destes
sdo menos propensos a sofrer resisténcia (RANG et al., 2001; DIXON, 2001; LI et
al., 2004).

Os alcaloides isoquinolinicos compfem uma classe de moléculas que vem
despertando interesse ultimamente. Estudos quimicos e farmacolégicos quanto a
sua atividade antimicrobiana sdo amplamente realizados e com base nessa
hipotese, foi analisado o efeito do MTHP, um alcaloide isoquinolinico obtido atraves
de sintese organica (PAREDES et al., 2015).

A atividade dessa classe frente a bactérias Gram-positivas € bem descrita na

literatura, porém muitas linhagens Gram-negativas se mostram resistentes a alguns
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alcaloides, tais como O-metilmoschatolina, isomoschatolina, nornuciferina,
isocoreximina e liriodenina (RABELO et al., 2014; COSTA, 2011; COSTA, 2010;
PEREZ-AMADOR, 2004).

Os mecanismos de resisténcia utilizados por bactérias Gram-negativas, como a
alteracdo na permeabilidade da membrana externa e as bombas de efluxo, podem
aumentar a CIM frente as drogas com atividade antimicrobiana, corroborando com
os resultados obtidos com o MTHP (TAFUR et al., 2008). As linhagens de
P.aeruginosa (RX01) e E.coli (AV12) apresentaram sensibilidade ao mesmo, com
CIM de 10% M e 10° M respectivamente, enquanto que as demais linhagens
demonstraram resisténcia (Tabela 3).

As neolignanas sdo conhecidas como uma classe de metabdlitos secundarios
com uma grande diversidade estrutural e atividades farmacologicas (SOUZA, 2012).
Estudos anteriores demonstraram a atividade antimicrobiana de neolignanas,
partindo dessa premissa, foi utilizada a Licarina, uma substancia pertencente a essa
classe, a fim de verificar seu possivel efeito (LI et al., 2017). Como resultado, foi
observado que as linhagens de B.cepacia (RX02) e E.coli (AV12) apresentaram
sensibilidade a Licarina, porém com CIM de 104 M em ambos o0s casos.

Li et al., 2004 descreve o efeito de neolignanas em linhagens de bactérias Gram-
positivas, porém as bactérias Gram-negativas nao foram sensiveis. As diferencas no
efeito antimicrobiano dos compostos isolados contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas podem ser devidas a diferencas nas barreiras de permeabilidade.
Em espécies Gram-negativas, a membrana externa é uma barreira bastante efetiva
para compostos anfipaticos (PESSINI et al., 2003).

Os alcaloides quinazolinicos séo considerados estruturas privilegiadas na
qguimica medicinal. Estas estruturas representam moléculas que sdo capazes de se
ligar em multiplos locais com alta afinidade e facilitam a descoberta mais rapida de
compostos medicamente ativos Uteis (JAFARY et al., 2016).

Pesquisas consideraveis foram realizadas na sintese de novos derivados de
quinazolina com potente atividade antimicrobiana. Esses derivados possuem
atividades antibacterianas, especialmente contra linhagens Gram-positivas, e fungos
por meio da interacdo com a parede celular e as estruturas de DNA. O cloridrato de
alfuzosina, o cloridrato de prazosina, o mesilato de doxazosina e o cloridrato de
terazosina sdo medicamentos aprovados com estrutura quinazolinica no mercado
(MOHAMED et al., 2014).
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Para eliminarmos a hipotese da influéncia do dimetilsuféxido (DMSO) na
atividade antimicrobiana destas substancias, foi analisado o efeito deste frente as
linhagens utilizadas neste estudo. Como resultado foi observado que o DMSO né&o
interferiu no crescimento bacteriano, indicando assim que ndo ha participacao desse
solvente no efeito das substancias utilizadas.

A partir desse principio, foram analisado o provavel efeito de dois alcaloides
dihidroquinazolinicos, o C100 e o C300, diante linhagens de bactérias Gram-
negativas. O C100 mostrou-se efetivo diante das linhagens de P. aerginosa (RX01),
E. coli (AV12) e E. aerogenes (AV14), sendo as duas ultimas mais sensiveis,
apresentando CIM de 10° M e 107 M, respectivamente. O C300 inibiu as linhagens
de P. aeruginosa (RX01), B. cepacia (RX02), E. coli (AV12) e E. aerogenes (AV14),
com CIM de 10° M, 10°° M, 107 M e 10® M respectivamente. Diante dos resultados
obtidos, se fez necessaria a investigacdo do mecanismo de acdo desses alcaloides
guinazolinicos.

A parede celular bacteriana é uma membrana rigida que forma e protege o0s
microrganismos, esta € externa a membrana citoplasmatica e interna a capsula
possuida por alguns microrganismos (STROMINGER et al., 1959). Células tratadas
com drogas que interferem na biossintese da parede celular frequentemente tém
caracteristicas morfolégicas distintas. As mudancas na morfologia podem sugerir 0s
possiveis alvos ou modo de acédo destes inibidores (FROST et al., 1995).

O bioensaio do sorbitol € baseado nos danos que uma determinada substancia
causa aos componentes da parede celular de microrganismos, provocando a lise
das células na auséncia do sorbitol, que funciona como um osmoprotetor. As duas
linhagens analisadas (AV12 e AV14) apresentaram viabilidade na presenca do
sorbitol, na presenca de RETRO-2 e do RETRO-4, indicando que ambas as
substancias atuam na parede celular das bactérias, promovendo a lise.

Muito se discute a cerca dos componentes ativos nas plantas servindo como
base para o desenvolvimento de produtos sintéticos. Com o crescente aparecimento
de linhagens multirresistentes aos farmacos encontrados no mercado, busca-se pelo

fomento destas classes na terapéutica antimicrobiana.
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6. CONCLUSOES

No estudo do efeito antimicrobiano do MTHP, da Licarina, do C100 e do C300,
visando elucidar o mecanismo de acdo em bactérias Gram-negativas

multirresistentes, pode-se concluir que:

O MTHP apresentou atividade nas linhagens de P. aeruginosa (RX01) e E.coli
(AV12);

e A Licarina apresentou efeito nas linhagens de B. cepacia (RX02) e E. coli
(AV12);

e O C100 apresentou efeito em linhagens de E. coli (AV12) e E. aerogenes

(AV14), mas também apresentou efeito na linhagem de P. aeruginosa (RX01);

e O RETRO-4 foi eficiente para as linhagens de E. coli (AV12) e E. aerogenes
(AV14), contudo também apresentou efeito na linhagens de P. aeruginosa
(RX01) e B. cepacia (RX02);

e O mecanismo de agdo proposto para o C100 e o C300 é o rompimento da
parede celular, no entanto a proteina alvo precisa ser conhecida.
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