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A resisténcia bacteriana tem sido alvo constante de preocupacdo, devido ao
crescente numero de microrganismo com resisténcia aos agentes antimicrobianos.
Estudos realizados com as substancias extraidas do género Piper demonstraram
atividade biolégica significativa frente a microrganismo Gram-positivo. Entre as
substancias avaliadas, o conocarpano apresentou atividade inibitoria frente a cepas
de Staphylococcus aureus, atividade comparavel aos antimicrobianos comerciais.
Este trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do conocarpano, os derivados
metilado, benzoilado e acetilado, também os analogos a-di-isoeugenol e
dihidroisoeugenol frente a 20 cepas de S. aureus resistentes obtidas de material
clinico proveniente de um hospital do municicio de Itajai/SC. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana das substancias foi realizada através da determinagao da
concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracéo bactericida minima (CBM), pelo
método de microdiluicdo em caldo, utilizando as substancias em concentragbes que
variaram entre 0,05 a 1000 ug/mL. A substéncia conocarpano apresentou CIM que
variou entre 0,93 e 1,87 ug/mL e CBM entre 0,93 e >30 ug/mL, enquanto que as
demais substancias avaliadas n&o apresentaram atividade frente as cepas de
S. aureus resistentes. O conocarpano também demonstrou melhorar a atividade
antibacteriana quando associado a antimicrobianos comerciais contra os S. aureus
resistentes, demonstrando que o conocarpano apresenta ag¢ao sinérgica quando
associado a outro antimicrobiano. Os resultados obtidos demonstraram que a
substancia conocarpano apresenta excelente atividade frente a cepas resistentes de
S. aureus.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana. conocarpano. Staphylococcus aureus
resistente.
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Bacterial resistance is a constant cause for concern, due to the growing number of
microorganisms which are resistant to antimicrobial agents. Studies carried out with
substances extracted from the species Piper demonstrate significant biological
activity against Gram-positive microorganisms. Among the substances evaluated,
conocarpan presented inhibitory activity against strains of Staphylococcus aureus, an
activity comparable to commercial antimicrobials. This work evaluates the
antimicrobial activity of conocarpan, its methylated, benzylated and acetylated
derivates, and the analogues a-di-isoeugenol and dihydroisoeugenol, against 20
resistant strains of S. aureus obtained from clinical material originating from a
hospital in Itajai, SC, Brazil. The evaluation of antimicrobial activity of the substances
was carried out by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericide concentration (MBC), by the method of microdilution in broth,
using the substances at concentrations varying from 0.05 to 1000 pg/mL. The
conocarpan presented a MIC of between 0.93 and 1.87 ng/mL and MBC of between
0.93 and >30 ug/mL, while the other substances evaluated did not present any
activity against the resistant strains of S. aureus. The conocarpan also demonstrated
better antibacterial activity against resistant S. aureus strains, when associated with
commercial antimicrobials, demonstrating that conocarpan presents synergic action
when associated with other antimicrobials. The results obtained demonstrate that the
conocarpan substances present excellent activity against resistant strains of S.
aureus.

Key words: antimicrobial activity. conocarpan. resistant Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana € um tema muito importante no estudo dos
antimicrobianos, porque sua comprovacgao implica no fracasso da terapéutica. O
aumento do uso de antimicrobianos desde a década de 40 tem sido acompanhado
de uma crescente alta na resisténcia, cuja principal causa é a destruicdo do
antibiético pela bactéria responsavel da infeccao.

A primeira referéncia a resisténcia aos antimicrobianos surgiu nos anos 40,
com as penicilinas, tendo ressurgido com o advento dos novos antimicrobianos,
nos anos 50 e 60, com a resisténcia dos gonococos as penicilinas e a sua
disseminagcdo as tetraciclinas. Hoje em dia, esta resisténcia causa enormes
problemas terapéuticos com implicagdes na saude publica (SOARES, 2001).

As pesquisas na area de antimicrobianos esta em crise, diminuiram cerca
de 50% desde 1968, devido a dificuldade e o alto custo de se isolar estruturas
quimicas e agentes inéditos com novos mecanismos de agdo. Esta crise coincide
com a necessidade urgente por novos e melhores farmacos antibacterianos
devido a natureza comum da resisténcia das bactérias a estes medicamentos
(BUTLER, 2006).

Desde o comego da era antibidtica o Staphylococcus aureus respondeu a
introducao de drogas novas rapidamente adquirindo resisténcia por uma variedade
de mecanismos genéticos (BARON; FINEGOLD, 1990). A resisténcia as drogas
antimicrobianas € definida como a capacidade adquirida por um organismo de
resistir a um agente antimicrobiano ao qual este é normalmente suscetivel. A
maioria das resisténcias aos antimicrobianos envolve genes de resisténcia, que
sao transferidos por meio de trocas genéticas.

O combate a resisténcia bacteriana € um problema de saude publica
mundial e deve ser abordado sob varios aspectos. O entendimento dos processos
relacionados a agdo de antibidticos e ao surgimento da resisténcia, o
planejamento, a sintese e avaliagdo farmacolégica de novos agentes
antimicrobianos mais potentes, sua posterior aplicagdo terapéutica de forma

racional e a adogcdo de normas para controle de infecgdes no meio hospitalar
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representam diferentes niveis de ag¢des continuas e interligadas. Os recentes
avancos na identificacdo de novos alvos macromoleculares importantes e na
compreensdo dos mecanismos de acao de antibidticos revelam um panorama
muito intrincado, onde diversos efeitos podem ser responsaveis pela poténcia de
uma determinada substancia, a partir de fenbmenos que ocorrem em consonancia
e contribuem de maneira diferenciada para a atividade antibacteriana. N&o
obstante, o desenvolvimento de novos agentes bactericidas potentes vem sendo
alcangado com sucesso, seja pela elaboragdo racional de novas geragdes de
antibioticos visando suplantar a resisténcia ou a partir de programas direcionados
ao descobrimento de produtos naturais bioativos (SILVEIRA et al., 2006).

Os produtos naturais sdo considerados uma fonte importante de novos
agentes antimicrobianos. A selegdo de materiais de planta e de suas substancias
isoladas representa uma fonte potencial importante para medicamentos com maior
eficacia (SILVA et al., 2005; SUFFREDINI et al., 2006). O uso de extratos vegetais
e fitoquimicos com fins medicinais é uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade. A Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1998) estima
que entre 65-80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependem das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(GONGALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005).

As principais fontes de antimicrobianos sao as bactérias e os fungos, mas é
crescente o interesse pelas plantas, que vém contribuindo significantemente na
introducdo de novos agentes antimicrobianos (KOSTOVA; NIKOLOY; CHILPISA,
1993). O uso dos extratos da planta e dos fitoterapicos, ambos com propriedades
antimicrobianas conhecidas, pode ser de grande significado em tratamentos
terapéuticos (NASCIMENTO et al.,, 2000). Entre as plantas utilizadas para fins
farmacologicos, as plantas do género Piper sdo muito empregadas na medicina
popular para o tratamento de diversas enfermidades: reumatismo, dor-de-dente,
epilepsia, ansiedade, antiinflamatério e antioxidante. Também tem sido relatado
que extratos e Oleos essenciais de muitas espécies deste género apresentam
potencial atividade antimicrobiana (DE CAMPOS et al.,, 2005). A atividade
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biolégica do género Piper tem sido atribuida principalmente a presenca de
lignanas e/ou amidas (CHAURET et al., 1996).

As neolignanas conocarpano, eupomatenoide-3, eupomatenoide-5 e
eupomatenoide-6 tem sido encontradas em muitas espécies do género Piper. Em
trabalhos realizados por Pessini et al. (2003) e De Campos et al. (2007), o
composto conocarpano isolado do género Piper apresentou inibicao para cepas de
S. aureus com excelente atividade inibitéria comparavel aos antimicrobianos
comerciais.

Levando-se em consideragdo os resultados encontrados na avaliagao
biolégica do género Piper, esta dissertacdo tem como finalidade avaliar a atividade
atimicrobiana do conocarpano seus derivados e seus analogos frente a cepas

resistentes de S. aureus.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do conocarpano e seus analogos frente a

cepas de Staphylococcus aureus resistentes .

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Obter cepas de S. aureus resistentes de isolados clinicos.

2.2.2 Conhecer o perfil de susceptibilidade das cepas de S. aureus de
isolados clinicos.

2.2.3 Determinar a concentracgéo inibitéria minima e concentracao bactericida
minima do conocarpano seus derivados e seus analogos, frente as cepas de
S. aureus de isolados clinicos.

2.2.4 Avaliar a associacao do conocarpano a antimicrobianos de uso clinico.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Conocarpano

O conocarpano € uma neolignana, obtida de diversas espécies de Piper
pertencente a familia Piperaceae que é considerada como uma das mais primitivas
familias entre as angiospermas, constituida por cerca de 10 a 12 géneros e cerca de
1400 espécies (JOLY, 1998). Muitas dessas espécies tém sido utilizadas na
alimentacdo e na medicina tradicional, o que levou ao isolamento de diferentes
classes de produtos naturais biologicamente ativos tais como alcaldides, flavonoides
e lignéides (PARMAR et al., 1997), porém o conocarpano também pode ser ou
obtido através de biossintese sendo esta classificada como uma neolignana
benzofuranica (SARTORELLI et al., 2001).

O termo lignana designa um conjunto de compostos naturais cujo esqueleto
resulta da unido de carbonos B na cadeia lateral, de duas unidades derivadas do
1-fenilpropano. Geralmente, se designa o termo neolignana ao conjunto de dimeros
do 1-fenilpropano, onde a forma de unido é diferente. As lignanas podem se
diferenciar em seis grupos estruturais e as neolignanas, devido as enumeradas
possibilidades de acoplamento, podem apresentar uma maior diversidade estrutural
(em torno de quinze grupos estruturais diferentes). A distribuicdo das neolignanas é
mais restrita do que as lignanas estando presente nas familias Magnoliales,
Piperales e Aristoloquiales (BRUNETON, 1991)

O termo neolignana foi concebido por Otto Richard Gottlieb para designar
dimeros de fenilpropandides ligados por outras posi¢gdes que ndo as B-f’. Em 1978
Gottlieb redefiniu o termo neolignana sob o ponto de vista quimiotaxonémico, onde
neolignanas poderiam ser consideradas dimeros de propenil ou alilfendis, visto que a
sua ocorréncia € restrita em taxons aparentados Magnoliaceae e Piperaceae. No
entanto esta definicdo ndo tem sido completamente aceita por falta de dados
biossintéticos, prevalecendo a definicdo de neolignanas como dimeros ligados por
outras posigoes diferentes das B-p’ (GOTTLIEB, 1974; 1978, apud SARTORELLI et
al., 2001).
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Considera-se que a biossintese de lignanas e neolignanas envolve o
acoplamento oxidativo mediado por enzimas estereoespecificas, visto que a maioria
dos que ocorrem naturalmente s&o opticamente ativas (SARTORELLI et al., 2001).
Diversas neolignanas isoladas de espécies de Piperaceae apresentaram atividades
biolébgicas como anti-fator de agregacdo plaquetaria, antifungica e inseticida
(CHAURET et al., 1996; SARTORELLI et al., 2001).

Em estudo prévio, Benevides, Sartorelli e Kato (1999) isolaram diferentes
neolignanas presentes no extrato de acetato de etila das raizes de Piper regnellii
(Miq.) C. DC., dentre as quais conocarpano, eupomatendide-3, eupomatendide-5 e
eupomatendide-6. Em estudos realizados por Freixa et al. (2001), Pessini et al.
(2005) e De Campos et al. (2005) a substéancia conocarpano demonstrou atividade
antifungica frente a leveduras com concentragao inibitéria minima (CIM) entre 6,3 e
25 ug/mL e atividade pronunciada frente a dermatoéfitos com CIM <1 a 9 ug/mL.

O conocarpano também demonstrou resultados relevantes para a atividade
antibacteriana frente as bactérias Gram-positivas; S. aureus e Bacillus subtilis com
CIM de 6,25 pg/mL (PESSINI et al., 2003). Em estudos realizados por De Campos et
al. (2007) o conocarpano demonstrou ser inativo contra bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli e Salmonella typhimurium), porém apresentou CIM entre 4 a
7 ug/mL frente as bactérias Gram-positivas, sendo que frente a cepa padrdo de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) a CIM foi de 4 ng/mL .
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Figura 1 : Estrutura do conocarpano
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3.2 Staphylococcus aureus

O nome dos estafilococos foi designado por Alexander Ogston apos ter usado
a expressdo “staphyle” (conjunto das uvas). Os estafilococos sdo cocos Gram-
positivos com cerca de 1 um de didmetro, imdveis, aerdbios facultativos e
fermentadores de glicose (VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

Estes microrganismos crescem nos meios de culturas mais comuns,
apresentando capacidade de crescer em meio de cultura contendo 10% de cloreto
de sodio, ou em meio quimicamente definidos, contendo glicose, aminoacidos,
tiamina e acido nicotinico (MURRAY et al., 2000).

O género Staphylococcus contém cerca de trinta espécies diferentes e muitas
fazem parte da microbiota normal (MURRAY et al., 2000; VELAZQUEZ-MEZA,
2005). E um importante patégeno do ser humano que pode provocar desde uma
infeccado cutédnea de pouca importancia até uma ampla gama de doengas, incluindo
infeccdes sistémicas potencialmente fatais, infecgdes oportunistas e doenga das vias
urinarias (TRABULSI et al., 1999; JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2000; MURRAY
et al., 2000; KONEMAN et al., 2001; BARON, 2007; O'RIORDAN; LEE, 2004;
KANAFANI; FOWLER, 2006). Além dessas infecgdes o S. aureus pode causar varios
tipos de intoxicagdes como intoxicacdo alimentar ou sindrome do choque téxico
(BARON; FINEGOLD, 1990; MURRAY et al., 2000; KONEMAN et al., 2001;
O’'RIORDAN; LEE, 2004).

O microrganismo geralmente & associado com a coloniza¢ao assintomatica da
pele e as superficies mucosas dos seres humanos. Entretanto, o género
Staphylococcus é também uma causa principal de infecgbes com potencial invasivo
induzindo a osteomielites, endocardites, e bacteremia, conduzindo as infecgbes
secundarias em alguns dos 6rgéos principais (O’'RIORDAN; LEE, 2004).

As infecgdes ocorrem mais frequentemente, quando a pele ou as barreiras de
protecdo sdo rompidas, depois da insercdo de um corpo estranho, em pacientes
imunes comprometidos. Os traumas que comprometem a integridade da barreira

cutanea constituem-se na principal causa de mudanca de comportamento deste
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microrganismo, para agente etiolégico mais comum das infecgbes cutaneas
(ZAVADINACK-NETTO et al., 2001; O'RIORDAN; LEE, 2004).

As principais espécies de estafilococos encontrados em seres humanos sao
os S. aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus. O S. epidermidis é encontrado
primariamente como residente da pele, apresentando baixo potencial patogénico,
assim como o S. saprophyticus, que faz parte da microbiota normal da pele e da
regido periuretral do homem e da mulher. Ao contrario, o S. aureus é um patdégeno
em potencial e pode ser encontrado na regiao da nasofaringe e também nas fossas
nasais (MURRAY et al., 2000; KONEMAM et al., 2001).

Tradicionalmente o género Staphylococcus € dividido em duas categorias:
coagulase positivo e coagulase negativo. Esta divisdo se baseia na capacidade de
coagular os plasmas sanguineos, que € uma propriedade considerada, ha muito
tempo, como importante marcador de patogenicidade dos S. aureus. O S. aureus
representa a unica espécie envolvida em infec¢bes humanas, por consequéncia,
todas as outras espécies, envolvidas em infeccbes humanas, sdo descritas como
Staphylococcus coagulases-negativos (TRABULSI et al.,, 1999; MURRAY et al.,
2000).

Os estafilococos sdo susceptiveis a altas temperaturas bem como
desinfetantes e solu¢des anti-sépticas. Entretanto, estes microrganismos séao
capazes de sobreviver por longos periodos de tempo em superficies desidratadas. A
transferéncia dos microrganismos pode ocorrer por contato direto ou através de
fomites (MURRAY et al., 2000).

Como os estafilococos sdo encontrados na pele e na nasofaringe, a
eliminacdo das bactérias € comum, sendo responsavel principalmente por muitas
infeccdes hospitalares. O S. aureus € um dos patdgenos hospitalares mais
importantes e mais disseminados, representando a terceira causa mais comum de
infeccdes sanglineas, sendo também particularmente problematico em bercgarios.
Além de S. aureus, outras espécies de Staphylococcus correspondem, atualmente, a
maior causa coletiva de infecgdes sanguineas adquiridas em hospitais, sendo

também altamente prevalentes como agentes responsaveis por infeccbes de
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ferimentos (ZAVADINACK-NETTO et al.,, 2001; MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004).

O S. aureus é um organismo versatil com diversos mecanismos de viruléncia,
(KANAFANI; FOWLER, 2006), incluindo pelo menos cinco toxinas citoliticas ou
produtoras de lesdo da membrana, bem como uma toxina esfoliativa, e cinco
enterotoxinas (KONEMAN et al., 2001; SCHAECHTER et al., 2002; O’'RIORDAN;
LEE, 2004; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

Algumas cepas de S. aureus sao capazes de produzir um exopolissacarideo,
chamado de capsula, que pode impedir a fagocitose do microrganismo pelos
leucdcitos polimorfonucleares. Esta substancia pode facilitar a aderéncia dos
microrganismos as celulas dos hospedeiros e aos dispositivos protéicos. Outro fator
de viruléncia do S. aureus € a proteina A, que esta presente na parede celular e tem
a capacidade de unir-se a regido Fc da molécula de imunoglobulina G (IgG).
Também a proteina G atua interferindo na opsonizagcdo e na ingestdo dos
microrganismos pelos leucocitos. Ainda, os constituintes da parede celular destes
microrganismos, como os glicopeptideos e acido teicdicos |hes conferem maior
resisténcia, contribuindo para o fator de viruléncia. Outros fatores de viruléncia sao:
as enzimas (catalase, fibrinolisinas, hialuronidase, lipases e fosfolipase C especifica
para fosfatidilinoisitol), hemolisinas (a-hemolisina, B-hemolisina, d-hemolisina e
t-hemolisina) e as toxinas (leucocidina, exfoliatinas e as enterotoxinas A-E)
(KONEMAN et al., 2001; O'RIORDAN; LEE, 2004).

Embora o S. aureus possa ser suscetivel a agao de varios farmacos
ativos contra bactérias Gram-positivas (tais como penicilinas, cesfalosporinas,
eritromicina, aminoglicosidios, tetraciclina e cloranfenicol), este microrganismo
também é conhecido pela sua elevada capacidade em desenvolver resisténcia
a diversos destes farmacos. Portanto, a antibioticoterapia adequada das
infeccdes estafilocécicas deve ser precedida da escolha do farmaco com base
nos resultados de testes de suscetibilidade. A penicilina é o farmaco de
escolha caso a linhagem seja sensivel. As linhagens resistentes sé&o
produtoras de B-lactamase (penicilinase), uma enzima que inibe a ag¢ao do

farmaco atuando no anel B-lactamico do antimicrobiano, e sdo codificadas por
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genes plasmidiais. O emprego de meticilina e outras penicilinas semi-
sintéticas, tais como a oxacilina, nafcilina e cloxacilina, resistentes a acao das
penicilinases representou um avancgo significativo na terapia antiestafilococica.
Porém a resisténcia a esses antimicrobianos foi detectada dois anos apds o
inicio da sua utilizagdo (MURRAY et al., 2000; KONEMAN et al., 2001).

3.3 Agentes antimicrobianos

O homem e os micrébios partiham uma vida em comum que se perde na
sombra do tempo. Desde o principio, os microrganismos provocam doengas nos
homens, porém as causas destas doengas s6 comegaram a serem descobertas no
século XIX, a partir de 1878, embora s6 recentemente a natureza infecciosa de
muitas doencgas tenha sido descoberta. Desde o inicio da historia da humanidade o
homem utiliza diversas substancias para combater as infeccdes decorrentes das
doengas causadas pelos microrganismos (TAVARES, 1996).

As primeiras descricdes sobre o uso de antimicrobianos datam de 3.000 anos
atras, quando os médicos chineses utilizavam bolores, com acédo antibacteriana e
antifungica, para tratar tumores inflamatorios e feridas infeccionadas, onde
recomendavam usar emplastros com uma mistura de vinho, cerveja, zimbro e
ameixa. A descoberta de novos agentes antimicrobianos costumava ser uma
questdo meramente casual (TAVARES, 1996). O empirismo reinou até a descoberta
das bases microbiologicas da infecgdo, no século XX (as sulfonamidas, em 1936 e
as penicilinas em 1939 (OLIVEIRA, 2001).

No inicio do século XX, surgiram os primeiros quimioterapicos de acao
sistémica. Os trabalhos pioneiros neste campo devem-se a Paul Ehrlich, que
inclusive elaborou as primeiras teorias sobre 0 mecanismo de acédo dos farmacos
antimicrobianos. As descobertas de Ehrlich e seus contemporaneos revolucionaram
a terapéutica e provocaram o desenvolvimento da pesquisa e da industria quimico-
farmacéutica objetivando a obtengdo de novas substéncias medicamentosas

sintetizadas em laboratério. A finalidade era obter farmacos de baixa toxicidade, para
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o homem, de tal modo que pudessem ser utilizadas nas infecgdes sistémicas
(TAVARES, 1996).

Segundo Souza et al. (2003) o agente terapéutico deve alcancgar o sitio da
infeccdo em concentragéo suficiente para inibir ou eliminar o agente infeccioso com
toxicidade minima para o hospedeiro. Assim, os farmacos usados no tratamento de
doencgas infecciosas sdo agentes antimicrobianos, que podem ser classificados de
acordo com o modo de como s&o obtidos.

Antibiéticos, de antibiosis, sdo substancias antiinfecciosas, de origem natural,
produzidas metabolicamente por microrganismos, enquanto que os agentes
"analogos dos antimicrobianos" sdo produzidos por vegetais ou animais e o0s
quimioterapicos sdo substancias antimicrobianas sintéticas (FONSECA, 1999).

Muitas variaveis influenciam no curso de uma determinada infeccédo e
consequentemente na terapia que inclui a concentragdo do agente antimicrobiano,
suas propriedades farmacoldégicas, a patologia da lesdo e seu ambiente bioquimico,
bem como o comportamento metabdlico do microrganismo. Destes varios fatores, a
susceptibilidade inerente dos microrganismos € o objeto para a medida direta in vitro,
e fornece um ponto de referéncia para selecionar a terapia mais apropriada (BARON,
2007).

De modo geral, os agentes antibacterianos podem manifestar sua atividade
por varios mecanismos, que podem ser descritos de forma resumida como
(FONSECA, 1999; SCHAECHTER et al., 2002; SOUZA et al., 2003):

- Inibidores da respiracdo e/ou fosforilagdo oxidativa: As substancias deste
grupo nao podem ser usadas na terapéutica, pois atuam em processos comuns a
todas as células, sao igualmente toxicos para a bactéria e hospedeiro;

- Inibidores da sintese da parede celular: Por atuarem em estruturas nao
existentes nas células humanas, os agentes antimicrobianos com este local de agéo
sdo bastante seguros e amplamente utilizados. Estes atuam no processo de
replicagao celular, produzindo parede com “defeitos” estruturais;

- Inibidores das fun¢des da membrana celular: Neste tipo enquandram-se dois
tipos de acdo. Os agentes hidrofobicos, que agem produzindo desorganizagao da

estrutura da membrana, e os, ionéforos, que produzem alteragdes na permeabilidade
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da membrana, por modificagdes na distribuicdo de ions ou nos sistemas ativos de
permeacao por atuarem em estruturas comuns a todas as células, porém todos estes
agentes sao igualmente toxicos para a bactéria e hospedeiro, sendo empregados
clinicamente em escala limitada;

- Inibidores da sintese de acidos nucléicos: A maioria destes agentes interage
com o DNA, tendo pouca toxicidade seletiva e sdo geralmente empregados como
agentes antitumorais, entretanto alguns podem ser usados por via sistémica como
antimicrobianos;

- Inibidores da sintese de proteinas: Os agentes com este local de agao
podem atuar sobre a subunidade ribossémica maior ou menor, tanto em células
procarioticas (subunidade 30S e 50S) quanto eucaritticas (subunidade 40S e 50S).
Se eles se limitam a atuar em qualquer subunidade das células bacterianas, tem
menor probabilidade de provocar efeitos toxicos nos hospedeiros do que aqueles
que atuam tanto em células procariéticas como eucarioticas.

Varios estudos foram realizados com a finalidade de conhecer o sitio de acao
dos agentes antimicrobianos, porém estes estudos s&o relativamente complexos,
pois varias modificagbes ocorrem nos microrganismos expostos a um agente
antimicrobiano, tornando-se dificil o estabelecimento do local primario da lesao
celular, levando como consequéncia, a deterioracao das atividades vitais (PELCZAR;
CHAN, 1993).

Os antimicrobianos s&o produzidos, na sua grande maioria, por
microrganismos como o0s fungos pertencentes aos géneros Penicillium,
Cephalosporium e Micromonospora e de bactérias dos géneros Bacillus e
Streptomyces (TAVARES, 1996), que fazem a sintese total ou parcial das moléculas.
No caso, de sintese parcial, as moléculas sdo concluidas em laboratério a fim de
aprimorar as propriedades antimicrobianas ou farmacoldgicas (MIMS et al., 1999;
TRABULSI et al., 1999).

As plantas também tém sido alvo de investigacbes para a obtencédo de
compostos ou substédncias com atividade antimicrobiana. O uso de plantas
medicinais no mundo, e especial na América do Sul, tem contribuido

significativamente para o cuidado de saude. Muitas plantas sdo usadas no Brasil em
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forma de extratos, infusdo ou de emplastros para tratar infeccbes comuns sem
nenhuma evidéncia cientifica da eficacia (HOLETZ et al., 2002).

Os produtos naturais sdo considerados uma importante fonte de novos
agentes antimicrobianos. Os farmacos que derivaram dos produtos naturais,
modificadas ou farmacos semi-sintéticos das fontes naturais corresponderam a 78%
das drogas novas aprovadas pelo FDA entre 1983 e 1994 (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998; CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997).

As plantas sdo possuidoras de varias vias metabdlicas secundarias que dao
origem a diversas substancias, incluindo alcaldides, flavondides, isoflavondides,
taninos, cumarinas, quinonas, terpenos, polipeptideos, polifenois além de oleos
essenciais que, por vezes, sao especificos de determinadas familias, géneros ou
espécies, e cujas fungdes, até pouco tempo, eram desconhecidas, porém muitos
destes compostos ja demonstraram atividade antimicrobiana (CLARKE et al., 2001;
COWAN, 1999; SIMOES , 1998).

Outro aspecto relevante é a possibilidade de uma substancia de origem
natural ser utilizada em associagdées como outros antimicrobianos, tendo como maior
motivacdo a ampliacdo do espectro de acdo ou a intensificacdo da atividade
antimicrobiana. Alguns estudos tém mostrado que além de atividades sobre um
determinado microrganismo, substancias obtidas de plantas apresentam também
atividade contra linhagens de microrganismos resistentes aos antimicrobianos, como
também o efeito sinérgico entre substancias de plantas associadas a outras
substancias vegetais, ou ainda a antimicrobianos inativos, potencializando sua
atividade (TSUCHIYA et al., 1996, BELOFSKY et al., 2004; FERNANDES Jr. et al.,
2005; BETONI et al., 2006; CHANG et al., 2007; HORIUCHI et al., 2007).

3.4 Resisténcia bacteriana

Com a introducdo das primeiras substancias quimicas com finalidade
quimioterapica e especifica, Ehrlich e colaboradores, em 1907, verificaram que a

resisténcia podia ocorrer em elementos de uma mesma populagdo microbiana,
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observando que em culturas de tripanossomas tratados com arsénico ou com
determinados corantes havia a sobrevivéncia de alguns exemplares da mesma
colénia. O advento do uso clinico de sulfonamidas, em 1933, e, em seguida, da
penicilina, em 1941, levou a constatacdo de que a resisténcia bacteriana aos
agentes antimicrobianos podia ser uma caracteristica natural das espécies de
bactérias ou ser adquirida por cepas individuais dentro de uma populagédo sensivel
(TAVARES, 1996).

Durante toda a histéria houve uma batalha continua entre seres humanos e o
0s microrganismos que causam infeccao e a doencga. A peste bubdnica, tuberculose,
malaria e mais recentemente, a sindrome de imunodeficiéncia adquirida, afetaram
parcelas substanciais da populagdo humana, causando morbidade e mortalidade em
numeros significativos. No século XX, houve um avan¢o no desenvolvimento de
antimicrobianos que ajudaram no tratamento de varias infecgdes, porém a euforia da
descoberta de agentes antimicrobianos no combate as infecgdes foi vivida
brevemente, pois as bactérias responderam rapidamente manifestando varios
mecanismos de resisténcia a estes antimicrobianos. Assim a resisténcia bacteriana
demonstrou ser um fator importante a ser considerado, visto que o nivel e a
complexidade dos mecanismos de resisténcia exibidos pelos patégenos bacterianos
sempre aumenta (TENOVER, 2006).

A disseminagdo da resisténcia aos antimicrobianos esta diretamente
associada ao uso extensivo e inapropriado de drogas antimicrobianas e conduz ao
rapido desenvolvimento de resisténcia especifica ao farmaco por microrganismos
causadores de doencas. A descoberta e o uso clinico de varios antimicrobianos
conhecidos € concomitante ao surgimento de bactérias que resistem a sua agao
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

A resisténcia bacteriana € uma resposta evolucionaria inevitavel ao uso de
antimicrobianos. Este fenbmeno da alteracdo de patdégenos susceptiveis por uma
espécie mais resistente continua até os dias de hoje, principalmente em ambientes
hospitalares (FRENCH, 2005).

A administracdo dos antimicrobianos tem o efeito de alterar a flora microbiana

humana normal, diminuindo o numero de organismos susceptiveis, porém
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aumentando consequientemente os numeros de organismos resistentes (HARDY et
al., 2004), entretanto desde o inicio do uso dos antimicrobianos, observou-se grande
queda na morbidade de varias infecgbes; paralelamente comegaram a surgir cepas
bacterianas resistentes ao farmaco. Desde entdo, foi observado a repetidas
descobertas de novos antimicrobianos, cada vez mais caros e com espectro mais
ampliado, sempre acompanhado do rapido aparecimento de resisténcia bacteriana.
O uso abusivo e errbneo de antimicrobianos, tanto em nivel hospitalar quanto
ambulatorial, tem sido considerado como o principal fator associado ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, quanto maior a dose e a duragéo do uso
de antimicrobianos, maior o risco de colonizacdo e infeccdo por bactérias
multirresistentes (OLIVEIRA, 2001; FRENCH, 2005; TENOVER, 2006).

A resisténcia bacteriana causa enormes problemas terapéuticos com
implicagdes na saude publica. Muitas bactérias possuem resisténcia intrinseca a
varios grupos de antimicrobianos; mas o problema da resisténcia aos
antimicrobianos € colocado, quando emerge por alteragdes genéticas, quando as
bactérias sofrem mutagdes originando formas resistentes (SOARES, 2001).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fenbémeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo, que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acgao dos farmacos. A resisténcia pode ser
originada em mutagdes que ocorrem no germe durante seu processo reprodutivo e
que resultam de erros de copia na sequéncia de bases que formam o DNA,
responsaveis pelo codigo genético (TAVARES, 1996).

As bactérias se tornam resistentes aos antimicrobianos em virtude de
alteracbes no seu DNA cromossomal (resisténcia por mutagédo) ou de aquisicéo de
DNA extracromossomal (resisténcia transferivel). Estas duas ocorréncias basicas
promovem a sintese de enzimas e de outras proteinas que inativam os
antimicrobianos ou impedem o seu acesso ao local de agdo. A predominancia de
cepas resistentes em uma populacdo bacteriana inicialmente sensivel pode ser
consequéncia da administracdo excessiva de antimicrobianos (ZANON; NEVES,
1987).
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Os microrganismos adquirem resisténcia através de diversos mecanismos,
entretanto, os clinicamente relevantes incluem a sintese de enzimas que inativam o
farmaco, prevengdo do acesso ao sitio alvo (inibicdo da absorgdo ou aumento da
excrecao) ou modificagao do sitio alvo (BLACK, 1996; SCHAECHTER et al., 2002).

Wright (2005), descreve que a resisténcia antimicrobiana pode ocorrer através
de trés mecanismos principais: alteragdo da interagcdo da droga com o sitio alvo,
bomba de efluxo e destruicdo ou modificagdo direta do farmaco, porém existem
outros mecanismos que inativam o antimicrobiano, incluindo a hidrélise, a
transferéncia do grupo ativo, e mecanismo redox.

A alteracao no sitio alvo do agente antimicrobiano € um mecanismo comum
de resisténcia. O sitio alvo muda frequentemente como resultado da mutacéo
espontdnea de um gene bacteriano no cromossomo e da selegdo de cepas
resistentes. Os exemplos incluem mutagdo na RNA polimerase e na DNA girase
tendo por resultado a resisténcia as rifampicinas e as quinolonas, respectivamente.
Em outros casos, a aquisigdo da resisténcia pode envolver transferéncia de genes de
resisténcia de outros organismos por algum mecanismo de troca genética
(conjugagdo, transducao ou transformacédo). Os exemplos destes mecanismos
incluem a aquisigdo dos genes do mecA que codificam a resisténcia do S. aureus a
meticilina (LAMBERT, 2005).

A alteracédo na permeabilidade da membrana e a ativacdo da bomba de efluxo
sao dois mecanismos de resisténcia que foram encontrados em varias infecgdes
ocasionadas por microrganismos resistentes aos antimicrobianos, sugerindo que
estes mecanismos podem ser bons alvos para novas drogas (KUMAR;
SCHWEIZER, 2005).

Tem sido observado que alguns antimicrobianos podem ser indutores de
resisténcia em determinadas espécies bacterianas. Este fendmeno manifesta-se
principalmente com os novos antimicrobianos B-lactdmicos (cefalosporinas das
segunda e terceira geragdes, carbapenemas e outros) e é descrito, sobretudo com
bacilos gram-negativos dos géneros Serraria, Citrobacter; Enterobacter e
Pseudomonas aeruginosa. A emergéncia da resisténcia entre estes microrganismos

durante a terapéutica com aqueles antimicrobianos resulta da desrepressdo de
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genes cromossdémicos previamente existentes no microrganismo, 0s quais
comandam a producao de enzimas ou regulam o funcionamento de sitios de acéo
dos antimicrobianos (TAVARES, 1996).

Com relagéo ao S. aureus, foi observado uma significativa reducéo na taxa de
mortalidade provocada por infeccbes causadas por este microrganismo em
decorréncia ao advento dos antimicrobianos, porém estas bactérias desenvolveram
mecanismos de resisténcia a todos os agentes antimicrobianos produzidos (HARDY
et al., 2004).

Ha basicamente dois mecanismos responsaveis pela resisténcia de S. aureus
aos agentes antimicrobianos que possuem anel B-lactdmico. Um mecanismo € a
produgao de B-lactamases, que sao enzimas responsaveis pelo desenvolvimento da
resisténcia a penicilina e que levaram ao desenvolvimento de penicilinas
antiestafilococicas, ou seja, penicilinas semi-sintéticas. A meticilina era um destes
compostos e foi introduzida na pratica clinica em 1959, sendo estavel a destruicao
pela B-lactamases bacteriana, resistente as p-lactamases. Outro mecanismo é uma
alteracdo nas proteinas fixadoras de penicilinas (PBPs). Além disso, a resisténcia
pode ser devida a alteragdes na permeabilidade, impedindo o antimicrobiano de
atingir o seu receptor (UTSUI; YAKOTA, 1985; TOMASZ; NACHMAN; LEAF, 1991).

A introducdo da penicilina no tratamento das infecgdes causadas por
S. aureus reduziu de maneira importante nas infeccdes ocasionadas por este
microrganismo. Porém, na Inglaterra se observou que aproximadamente 60% de
estafilococos isolados foram resistentes a penicilina, e posteriormente os S. aureus
isolados demonstraram niveis mais elevados de resisténcia. Os primeiros isolados
clinicos de S. aureus multirresistentes foram detectados em 1957, e em 1960 os
estafilococos tinham adquirido resisténcia para a grande maioria dos antimicrobianos
disponiveis (JESSEN et al., 1999 apud VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

S. aureus é naturalmente susceptivel a muitas classes dos antimicrobianos,
entretanto, também apresenta uma grande habilidade de desenvolver resisténcias
multiplas. A resisténcia do S. aureus a penicilina devido a produg¢ao do penicilinase
apareceu logo apods a introducao da penicilina e afetava 85% dos microrganismos
isolados dos hospitais e na comunidade (FRENCH, 2005).
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No Brasil, acima de 80% dos S. aureus isolados de pacientes hospitalizados e
cerca de 70% dos isolados de pacientes da comunidade apresentam resisténcia as
penicilinas naturais e, por extensdo, a ampicilina e amoxicilina (TAVARES, 2000).
Em praticamente todas as partes do mundo, os estafilococos comunitarios, sejam
coagulase-positivo ou coagulase-negativo, mostram elevada resisténcia (acima de
70%) a benzilpenicilina (penicilina G); bem como a penicilina V, ampicilina,
amoxicilina e carbenicilina. Para combater estes estafilococos foram descobertas as
penicilinas antiestafilocdcicas, tais como a meticilina e a oxacilina e seus derivados,
e as cefalosporinas da primeira e segunda geragdes. Entretanto, ainda no inicio da
década de 60 os S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) emergiu como um
patégeno nosocomial (BARBER, 1961; KALLINGS, 1962; LANE, 1962).

Enquanto as bactérias resistentes continuarem a aumentar, novos problemas
de resisténcia continuardo a emergir, complicando e impedindo o tratamento de
doencas infecciosas. O problema da resisténcia abrange ndo somente as bactérias,
mas também infecgbes fungicas, virais e parasiticas. O diagndstico correto dos
agentes responsaveis pela infecgdo, identificando o microrganismo e a selegcéo
apropriada da terapia para o tratamento destas infecgdes assegura o uso rapido e
eficaz dos agentes antimicrobianos (LEVY, 2005).

Quando a eficacia da penicilina foi inicialmente avaliada, a sensibilidade deste
microrganismo era de 95% (MARTIN, 1967). Entretanto, esse numero diminuiu
progressivamente nas décadas seguintes, como pode ser observado em relato de
1969 por Harris e Wise (1969), que encontraram 62,3% de microrganismos
sensiveis. Esse nivel de sensibilidade fez com que Martin (1967) ainda considerasse
as penicilinas como farmacos de escolha para o tratamento de infecgdes por
S. aureus. Entretanto, Wood e Wolinsky (1971) encontraram apenas 27% de cepas
sensiveis as penicilinas, numero muito parecido com os 26% relatados por Ross et
al. (1974), em infec¢cdes comunitarias de criangas, colocando em questionamento a
indicacdo deste antimicrobiano para o tratamento de infecgbes por S. aureus.
(ZAVADINACK-NETTO et al., 2001).

Estudos realizados por Hughes et al. (1976), demonstravam diminuigdo para

15 % de sensibilidade das cepas de S. aureus, isoladas de infecgbes comunitarias,
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demonstrando crescente aquisicdo de resisténcia. Com relacdo a outros
antimicrobianos, este microrganismo apresentava sensibilidade que varia de 80 a
100%, dependendo do agente antimicrobiano como eritromicina, lincomicina,
oxacilina, aminoglicosidios, rinfampicina ou farmacos mais eficazes como a
vancomicina e derivados. O monitoramento permanente do perfil de susceptibilidade
deste microrganismo em ambiente hospitalar € imperativa, entretanto, € necessario
conhecer o perfil nas infeccdbes comunitarias, pois o0 uso indiscriminado de
antimicrobianos podera mudar o comportamento deste microrganismo, como tem
ocorrido em relagao a penicilina (ZAVADINACK-NETTO et al., 2001).

Em 1996, porém, ocorreu o surgimento de estirpes de S. aureus com reduzida
sensibilidade a vancomicina (CIM > 8-16 pg/mL), inicialmente no Japao e a seguir
nos Estados Unidos da América e atualmente pode ser encontrado em outras
paises. Estes estafilococos chamados inicialmente de VISA e GISA (siglas em inglés
indicando Staphylococcus aureus (SA) com resisténcia intermediaria a vancomicina
ou aos (dlicopeptideos), sao atualmente denominados simplesmente de VRSA
(Staphylococcus aureus resistente a Vancomicina) e encontram- se em expansao em
hospitais japoneses. Seu mecanismo de resisténcia esta relacionado a uma ativacéo
da sintese da parede celular, havendo hiperprodugdo das proteinas ligadoras de
penicilinas, espessamento da parede celular e o aprisionamento das drogas pela
hiperproducdo de componentes da parede. Estafilococos com resisténcia aos
glicopeptideos foram encontrados no Brasil, registrando-se o isolamento de
S. aureus resistentes a vancomicina em casos no Rio de Janeiro e casos de
estafilococos coagulase-negativos resistentes a vancomicina e/ou teicoplanina em
Sao Paulo (TAVARES, 2000).

As novas classes do antimicrobiano utilizadas nestes casos especificos séo a
linezolida do oxazolidinona. Mais recentemente, a daptomicina foi introduzida na
pratica clinica nos EUA em 2003 e na Europa no ano de 2006, sendo esperado que
estes agentes novos ajudem a combater as cepas resistentes de S. aureus
(SCHITO, 2006).

Uma possibilidade para reduzir a resisténcia bacteriana é a utilizagdo de

multiplas substancias para tratar uma infec¢ao. Apesar de tratamentos empregando
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combinagdes de antimicrobianos em doses subterapéuticas possibilitarem o
surgimento de cepas multirresistentes, € mais dificil que bactérias desenvolvam
resisténcia a duas substancias com diferentes mecanismos que a um unico agente,
quando o tratamento é realizado de forma adequada. A aplicagcdo de combinacgdes
de antibidticos de agao sinérgica ja vem sendo adotada ha anos, como a classica
combinacdo clavulanato-amoxicilina (Clavulin®), ainda hoje uma arma eficiente
contra grande parte das infecgbes bacterianas adquiridas em comunidade. Torna-se
importante que estudos sejam realizados objetivando o desenvolvimento ou a
possibilidade de substancias serem administradas em conjunto (SILVEIRA et al.,
2006).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € uma crise global emergente e
a compreensdo dos mecanismos de resisténcia é fundamental para o
desenvolvimento de novas estratégias para a terapia antiinfecciosa (KUMAR,;
SCHWEIZER, 2005), bem como a pesquisa, descoberta e produgédo de novos
agentes antimicrobianos revelam-se crescentes e necessarias. O surgimento de
microrganismos resistentes pode acontecer facilmente e € um risco clinico de
importancia relevante. Processos genéticos de seletividade podem conduzir ao
aparecimento de “supermicrobios”. As medidas defensivas a serem tomadas incluem
a busca por novos agentes antimicrobianos (TAVARES 1996; MIMS et al., 1999;
LIMA, 2001; SCHAECHTER et al., 2002).

3.5 Teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro

O teste de susceptibilidade aos farmacos € indicado sempre que se isola o
microrganismo e se deseja saber a sua sensibilidade frente a diversos agentes
antibacterianos.

A sensibilidade dos microrganismos a acao dos farmacos antimicrobianos
pode ser determinada in vitro por meio do antibiograma. O teste pode ser utilizado
para a verificagado do efeito bactericida, ou seja, efeito letal, ou efeito bacteriostatico
ou seja, efeito de inibir o crescimento do microrganismo, bem como para a

demonstragdo das drogas que exercem estes efeitos. O antibiograma consiste no
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cultivo do microrganismo, cuja sensibilidade se quer avaliar, em preseng¢a de um ou
varios antimicrobianos, verificando-se a auséncia de desenvolvimento do
microrganismo no meio onde estdo presentes as drogas ativas (TAVARES, 1996;
SOUZA, et al., 2003). A atividade antimicrobiana € medida in vitro para determinar a
sensibilidade de um microrganismo a concentragdes conhecidas de determinado
agente antimicrobiano (JORGE, 1997).

Os testes tém sido realizados por meio de duas metodologias, a difusdo em
agar e a diluigdo para determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) ou
bactericida minima (CBM) (SERUFO; CLEMENTE, 2001).

No teste de difusdo a informacao obtida é qualitativa, util para estabelecer a
sensibilidade do microrganismo, mas n&o para estabelecer uma comparagdo da
poténcia antimicrobiana. O método apresenta problemas com as substancias que
nao se difundem no meio (SOUZA et al., 2003).

O método de diluigdo pode ser realizado em meios de cultura liquidos ou
solidos. Consiste na preparacdo de diluicbes sucessivas do antimicrobiano,
semeando frente a cada diluicdo o indculo bacteriano em numero padronizado e
apo6s a incubacao, verificar a menor concentragdo do antimicrobiano que inibiu a
multiplicagcao bacteriana (TRABULSI et al., 1999).

Varios fatores podem limitar ou falsear o resultado dos testes que medem a
atividade antimicrobiana in vitro, como o meio de cultivo empregado,que deve ser
apropriado, sem haver interferéncia dos seus componentes sobre a atividade da
droga, o pH do meio, a temperatura e a atmosfera de incubagéo, o tamanho do
indculo, a concentragao da droga que deve ser padronizada (TAVARES, 1996).

Mediante a importancia da descoberta de produtos com eficacia comprovada
para tratamento de infecgdes causadas por microrganismos resistentes, o presente
trabalho teve como propédsito demonstrar através da avaliagdo antimicrobiana, a
propriedade antibacteriana do conocarpano seus derivados e analogos frente a

cepas de S. aureus resistentes.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do conocarpano e seus derivados e analogos.

A substéncia conocarpano seus derivados acetilado, benzoilado e metilado e
os analogos a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol (figura 3) foram obtidos e cedidas
por Dr?. Rosi Zanoni da Silva orientada pelos Professores Dr. Rosendo Augusto
Yunes e Dr. Valdir Cechinel Filho, no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). As substancias foram obtidas através de sintese

quimica e alteracdes estruturais.

4.2 Material microbiolégico

As cepas das bactérias utilizadas foram 24, fornecidas por um laboratério de
Andlises Clinicas de um Hospital do municipio de Itajai, SC, sendo submetidas a

confirmagao da espécie bacteriana.

4.2.1 Isolamento e identificacdo dos microrganismos

A confirmacdo da espécie bacteriana das 24 cepas bacterianas Gram-
posititivo resistentes fornecidas por um laboratério de Analises Clinicas de um
Hospital do municipio de Itajai, SC, foi realizada através de testes classicos de
identificagdo como: coloracdo de Gram, prova de catalase, prova de coagulase,
isolamento em &agar Baird-Parker, agar Vogel Johson e &gar Manitol como
padronizados pelo NCCLS, 1993 (atualmente CLSI) como descrito em Koneman et
al. (2001). Também foi empregado um Kit de identificagao para cocos Gram-positivos
(BBL Cristal/BD) e interpretado conforme orienta¢des do fornecedor.

Vinte cepas que apresentaram resultado positivo para S. aureus foram
selecionadas para a avaliagdo da atividade antimicrobiana do conocarpano, seus

derivados e analogos, estas cepas foram mantidas em agar nutriente e conservadas
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sob refrigeragao (4 °C) no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia do curso de
Farmacia da UNIVALI, sendo repicadas em intervalos de 30 dias para manter as
colénias viaveis.

As cepas que confirmaram o resultado para a espécie S.aureus foram
posteriormente submetidas ao ensaio de susceptibilidade a antibacterianos
(antibiograma) para obtengdo do perfil de resisténcia e determinacédo da
concentragao inibitéria e bactericida minima (CIM e CBM, respectivamente) para

cada cepa isolada.

4.2.2 Manutenc¢ao dos microrganismos

As cepas bacterianas foram mantidas em agar nutriente e conservadas sob
refrigeracédo (4 °C) no Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia do curso de
Farmacia da UNIVALI.

Para o preparo dos indculos bacterianos, foram utilizadas as cepas de
S. aureus de isolados clinicos, denominadas com a inicial “S” e 0 numero sequencial.

Cada cepa da bactéria foi transferida do meio de manutencgao para o meio BHI
por 24 horas, para a ativacdo da respectiva cultura, posteriormente a cepa
bacteriana foi estriada em agar Mueller-Hinton (MERCK) e incubada a 37°C por 18-
24 horas.

4.3 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

4.3.1 Preparo dos in6culos

Para o preparo do in6culo foram selecionados de 4 a 5 colonias da bactéria
isolada em agar Mueller-Hinton e transferida para tubo de ensaio com 5 mL de
solugcdo NaCl 0,86% estéril, seguido de homogeneizagdo em agitador de tubos por
15 segundos. A densidade do inéculo foi ajustada por espectrofotometria a 520 nm,
por comparagao com a escala de 0,5 de McFarland (CLSI, 2005).
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O indculo final para o ensaio de antibiograma foi de aproximadamente 1,5x108
células/mL, enquanto que para o ensaio da CIM, o indculo final foi entre 1 a 5x10°
células/mL para alcangar entre 1 e 5x10° células em cada diluigdo (100 L) (NCCLS,
1993).

4.3.2 Difuséo radial em agar

A avaliagcdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos foi realizada pelo
ensaio de difusdo radial em agar, como preconizado por CLSI (2005). Os
procedimentos foram uniformizados e padronizados para que resultados
satisfatérios fossem obtidos. O meio de cultura utilizado foi o 4gar Mueller-Hinton em
quantidade suficiente para a obtengcdo de uma espessura uniforme de meio (5 mm).

Com auxilio de zaragatoa (swab) foi inoculada a suspenséo da cepa bacteriana na
placa, sendo posteriormente colocado os discos com antimicrobiano. Os
antimicrobianos testados foram: vancomicina 30 pg, ampicilina 10 pg, eritromicina 15 pg,
sulfazotrina 25 pg, gentamicina 10 ug, cefoxitina 30 ug, penicilina G 10 U, oxacilina 1ug,
tetraciclina 30 ng, amoxicilina 10 pg, clindamicina 2 ng e cefalotina 30 ug. Todos os
antimicrobianos foram obtidos da Laborclin. Posteriormente as placas foram
incubadas entre 35 e 37 °C.

Depois de completado o tempo de incubagao (18 a 24 horas), foi medido os
diametros dos halos de inibicdo, determinando a sensibilidade aos antimicrobianos,
por comparagao com padroes descritos em CLSI, 2005 (tabela 1).



Tabela 1. Padrbdes interpretativos de diametros do halo de

Staphylococcus aureus.
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inibicdo para

Antimicrobiano

Contelido do

Diametro do Halo de Inibicdo em mm

disco R I S
Ampicilina 10 ug <28 - > 29
Amoxacilina 10 ug <28 - > 29
Cefalotina 30 ug <14 15-17 >18
Cefoxitina 30 ug <24 - >25
Clindamicina 2 ug <14 15-20 > 21
Eritromicina 15 ug <13 14-22 >23
Gentamicina 10 ng <12 13-14 >15
Oxacilina 1 ug <10 11-12 >13
Penicilina G 10U <28 - > 29
Sulfazotrina 25 ug <10 11-15 >16
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Vancomicina 30 ug - - >15

Legenda: R (resistente); | (intermediario); S (sensivel); U (unidade).

Fonte: CLSI, 2005.

4.3.3 Concentragdao inibitéria minima (CIM)

O método consistiu na preparacao de diluicbes sucessivas da amostra a ser

testada (conocarpano,

conocarpano

acetilado,

conocarpano

benzoilado,

conocarpano metilado, a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol), em meio de cultura BHI

(caldo cérebro coragao). Apés semeadura da cepa bacteriana em estudo e o tempo

necessario para incubacao, é verificada a menor concentragcdo da amostra foi capaz

de inibir o crescimento do microrganismo utilizado no ensaio.
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Os valores da CIM foram determinados através do método de microdiluicdo
conforme descrito em NCCLS (1993), utilizando BHI como meio de cultura. As
substancias conocarpano, seus derivados (acetilado, benzoilado e metilado) e
analogos (a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol), foram dissolvidas em solucao de
dimetilsufoxido (DMSQO) e agua destilada (4:6) e posterior diluicdo em placa de
microdiluigdo atingindo concentragdes que variaram de 0,05 a 30 yg/mL, bem como
também foi testado o intervalo entre 100 a 1000 pg/mL.

Apos a adicdo do indculo bacteriano, previamente preparado conforme
descrito no item 4.3.1, as microplacas foram incubadas a 37 °C por 12 horas.

A CIM foi determinada em espectrofotometro Drake/QUICK ELISA a 405 nm,
sendo determinada a CIM como a menor ou igual concentragdo que apresentou
densidade Optica menor ou igual a densidade O6ptica do tempo zero. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.3.4 Concentracdo bactericida minima (CBM)

Para determinar a concentragao bactericida minima, com auxilio de replicador
(sigma), as culturas do ensaio de CIM (item 4.3.3) foram submetidas a suas
respectivas subculturas em meio agar Mueller-Hinton, isento de amostra e incubadas
a 37 °C por 18 a 24 horas. Apds a incubacgao as culturas foram inspecionadas para a
verificacdo visual do crescimento microbiano.

Para a interpretacdo dos resultados € considerado que, a inibicdo no ensaio
de CIM e crescimento do microrganismo na subcultura (CBM) significou agao
bacteriostatica, e a auséncia de crescimento na subcultura significou acgao
bactericida (BARON; FINEGOLD, 1990).

4.3.5 Avaliacao da associagdo dos antimicrobianos

A avaliacdo da associagcdo dos antimicrobianos com a substancia
conocarpano, foi realizada pelo método de difusdo radial em agar, como descrito no
item 4.3.2, com modificagbes. O método da difusdo foi realizado em meio agar

Mueller-Hinton preparados com adicdo de conocarpano em concentragdes que



38

variaram de 1 a 4 yg/mL e da mesma forma foram utilizados discos dos agentes
antimicrobianos frente ao inéculo das cepas resistentes de Staphylococcus aureus .
Os antimicrobianos testados foram os mesmos descritos no item 4.3.2.
Depois de completado o tempo de incubagao (18 a 24 horas), foram medidos

os diametros dos halos de inibi¢ao.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecédo das cepas resistentes

Das 24 cepas fornecidas pelo laboratério de analises clinicas, 20 revelaram
cepas com caracteristicas de S. aureus. As 4 cepas restantes foram identificadas
como sendo do género estreptococos.

Para a determinacao do perfil de resisténcia destas 20 cepas foi realizado o
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de S. aureus resistentes

obtidas de isolado clinico.

5.1.1 Perfil de resisténcia das cepas bacterianas

O teste de resisténcia dos microrganismos aos agentes antimicrobianos é uma
das fungbes preliminares de um laboratério de diagndstico microbiologico. Os
resultados tém implicacbes terapéuticas importantes para o paciente e para a
sociedade, permitindo a identificagdo das bactérias resistentes e fornecendo uma
base fundamental para medidas de controle da infeccdo e escolha adequada da
terapia a ser adotada (SUNDSFJORD et al., 2004). A selecao de antimicrobianos no
estudo da susceptibilidade in vitro tem como objetivo definir adequadamente a
melhor opcdo do agente antimicrobiano para o tratamento das terapias
antimicrobianas, promovendo o uso racional destes agentes (GONZALEZ, 2002).

Considerando que a proposta deste trabalho foi a avaliagdo antimicrobiana do
conocarpano seus derivados e analogos frente as cepas de S. aureus com perfil de
resisténcia aos antimicrobianos tradicionais, a determinacédo do perfil de resisténcia
das cepas isoladas do ambiente hospitalar foi de fundamental importancia.

O perfil de resisténcia consistiu no cultivo das cepas bacterianas isoladas,
cuja sensibilidade se avaliou em presengca de varios agentes antimicrobianos,
verificando-se a auséncia de desenvolvimento do microrganismo no meio onde

estava presente uma selecdo dos antimicrobianos mais usados na clinica.
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O antibiograma foi utilizado para averiguar a sensibilidade das cepas isoladas do
ambiente hospitalar devido a grande variabilidade na resisténcia.

Como critério para escolha das cepas a serem empregadas nos testes da
atividade antimicrobiana foram selecionadas as cepas bacterianas que apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos 12 antimicrobianos testados. A verificacdo do perfil
de resisténcia aos antimicrobianos empregou o método da difusdo radial em agar
(antibiograma) que permite classificar as cepas em resistente, intermediaria ou
sensivel aos antimicrobianos testados, de acordo com as normas preconizadas pelo
CLSI (2005) (tabela 1).

Os termos sensivel, intermediario ou resistente, oriundos das mensuragoes
dos diametros dos halos de inibigdo, correlacionam-se com o grau de sensibilidade
ao antimicrobiano empregado e sao interpretados da seguinte maneira: sensivel
sugere que a cepa pode se apropriadamente tratada com as doses usualmente
recomendadas; intermediario ocorre quando o didmetro do halo encontra-se préximo
ao resistente e resistente quando os microrganismos nao sao inibidos pelas
concentragdes usuais de antimicrobiano (CLSI, 2005).

Os resultados do perfil de resisténcia aos antimicrobianos para as cepas de

S. aureus isoladas do ambiente hospitalar sdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2: Perfil de resisténcia de cepas de Staphylococcus aureus, obtidas de

material clinico, de acordo com CLSI, 2005.

Cepa Antimicrobiano
VAN AMP ERI SUT GEN CFO PEN OXA TET AMO CLI CFL

SO01 S R S S R R R R S R S S
S02 S R S R R R R R R R S R
S03 S R S S R R R R S R S S
S04 S R R R R R R R S R R R
S05 S R R R R R R R R R R R
S06 S R R R R R R R R R R R
S07 S R R R R R R R R R R R
S08 S R R R R R R R R R R R
S09 S R R R R R R R R R R R
S10 S R R R R R R R R R R R
S11 S R R R R R R R R R R R
S12 S R R R R R R R R R R R
S13 S R R R R S R S R R R R
S14 S R R R R R R R R R R R
S15 S R R R R R R R R R R R
S16 S R R R R R R R S R I |
S17 S R R R R R R R R R R R
S18 S R S S S R R S S R I R
S19 S R S R R R R S S R S S
S20 S R S S S S R S S R R S

Legenda: VAN (Vancomicina 30 pg); AMP (Ampicilina 10 ng); ERI (Eritromicina 15 ng); SUT (Sulfazotrina 25 pg);
GEN (Gentamicina 10 png); CFO (Cefoxitina 30 ng); PEN (Penicilina G 10 U); OXA (Oxacilina 1 pg);TET
(Tetraciclina 30 ug); AMO (Amoxixilina 10 pg); CLI (Clindamicina 2 ng); CFL (cefalotina 30 ng); R: resistente;
I: intermediario; S: sensivel.

A crescente aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos vem preocupando
0s pesquisadores ha décadas, pois embora os primeiros trabalhos a estudar o uso
de penicilina no tratamento de infecgdes por S. aureus relatassem sensibilidade de
95% na década de 50 (MARTIN, 1967), essa alta sensibilidade foi diminuindo
progressivamente. Em 1970 estudos demonstraram que 85% das cepas de
S. aureus do ambiente hospitalar e de ocorréncia comunitaria apresentavam
resisténcia as penicilinas (FRENCH, 2005).
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A determinacao do perfil de susceptibilidade das cepas bacterianas isoladas
do ambiente hospitalar, mostrou que 50% das cepas foram resistentes a
praticamente todos os agentes antimicrobianos testados, exceto a vancomicina, que
foi o unico antimicrobiano capaz de inibir todas as cepas testadas.

A vancomicina € um antimicrobiano glicopeptidico usado no tratamento das
infeccdes bacterianas. Geralmente € o antimicrobiano utilizado na terapia contra
S. aureus, como Uultimo recurso em casos de multirresisténcia (GONZALEZ-
PINERA,1998; SUNDSFJORD et al., 2004).

Todas as 20 cepas testadas apresentaram resisténcia a penicilina G,
ampicilina e amoxicilina, provavelmente relacionada a presengca da enzima
B-lactamase, esta enzima hidrolisa a ligagdo amida do anel B-lactdamico, causando
inativacdo do antimicrobiano frente aos microrganismos (SOARES, 2001; RAYNER;
MUNCKHOF, 2005; TENOVER, 2006). O resultado encontrado corrobora com os
resultados demonstrado por Tavares (2000) sugerindo que as cepas selecionadas
de isolados clinicos produzem B-lactamases, inativando assim os antimicrobianos
que apresentam na sua estrutura o anel B-lactamico.

As cepas de S. aureus de isolados clinicos testados apresentaram maior
prevaléncia de microrganismos resistentes a oxacilina (80%) quando comparado
com os resultados relatados por Tavares (2000), Sader et al. (2001) e French (2005),
que demonstraram valores entre 30 e 66%. A oxacilina, por ser uma penicilina
sintética que apresenta na sua cadeia lateral um radical fenil preso a estrutura
isoxazolil, torna este antimicrobiano mais protegido da acdo das p-lactamases,
provavelmente através do bloqueio no ponto de ligagdo destas enzimas com a
penicilina, porém os estafilococos ja desenvolveram outro mecanismo de resisténcia,
através da alteracao nas proteinas fixadoras de penicilinas, alterando o sitio de acao
(TAVARES, 1996, MURRAY, 2000).

Segundo Tavares (2000), os estafilococos resistentes aos p-lactamico,
penicilinases-resistentes (meticilina e oxacilina) frequentemente mostram-se também
resistentes aos macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, clindamicina,
ciprofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim. Este achado também foi observado no

presente estudo, através da determinagédo do perfil de resisténcia, demonstrando a



43

multirresisténcia aos antimicrobianos testados frente as cepas bacterianas isoladas
do ambiente hospitalar, sendo que €& comum um determinado microrganismo
apresentar resisténcia a diversos antimicrobianos, principalmente os da mesma
classe terapéutica. Os valores da prevaléncia das cepas resistentes a um
determinado antimicrobiano variam significativamente dependendo da comunidade
(SADER et al., 2004).

Como pode ser observado na figura 2, 70% das cepas de S. aureus
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos tetraciclina, eritromicina e
clindamicina, 75% das cepas foram resistentes a cefalotina, 80% das cepas
apresentaram resisténcia ao sulfazotrina, 90% demonstraram resisténcia a cefoxitina e

gentamicina.

Prevaléncia de resisténcia das cepas Staphylococcus aureus

100%

S  a0w ]
.

£ 60% H | @sensivel
g mintermediario
o 40% Oresistente
=

I:I':JI'{:I T T T I|_| I|_| T T T T T T L

WAN AMP O ERI SUT GEWN CFO PERM CxA TET AMO CL CFL
Antimicrobianos

Legenda: VAN (Vancomicina 30ug); AMP (Ampicilina 10 pg); ERI (Eritromicina 15 pg); SUT
(Sulfazotrina 25 pg); GEN (Gentamicina 10 pg); CFO (Cefoxitina 30 ug); PEN (Penicilina G 10 U);
OXA (Oxacilina 1ug); TET (Tetraciclina 30 ng); AMO (Amoxixilina 10 pg); CLI (Clindamicina 2 ng); CFL
(cefalotina 30 pg).

Figura 2: Grafico da prevaléncia de resisténcia das cepas de S. aureus de

isolados clinicos frente aos antimicrobianos.
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A determinacdo da susceptibilidade das cepas S.aureus obtidas de isolados
clinicos permitiu a comprovacao da resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos
testados e consequentemente a selecdo dos microrganismos para a realizagdo dos
testes da avaliacdo da atividade antimicrobiana do conocarpano, seus derivados e

analogos.

5.2 Atividade antibacteriana

As propriedades antimicrobianas dos compostos ou substancias obtidas de
origem vegetal tem sido confirmadas através de intensas pesquisas em todo o
mundo. Estas propriedades geralmente sao estudadas, avaliadas e confirmadas, ou
nao, através de ensaios in vitro, como o teste de susceptibilidade. Em relagdo aos
microrganismos, geralmente sdo selecionadas cepas padronizadas, porém em
alguns casos podem-se utilizar microrganismos isolados de materiais biol6gicos
(RIOS; RECIO, 2005; SOUZA et al., 2003; MITSCHER, 1972), com o propésito de
conhecer a possivel agcdo da substancia frente a cepas que podem ter alteracdes
geneéticas ou bioquimicas.

A investigacado de possiveis produtos de origem natural que possam estar
agindo como agentes antimicrobianos, principalmente frente a microrganismos que
apresentam perfil de resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados, tem sido
incentivada desde 1977 pela Organizagao Mundial da Saude (LOGUERCIO et al.,
2005).

O conocarpano tem apresentado excelente atividade contra cepas padrbes de
S. aureus (PESSINI et al., 2003; DE CAMPOS et al., 2006), promovendo assim o
interesse no estudo desta substancia quanto ao potencial antibacteriano sobre cepas
resistentes deste mesmo microrganismo. Com o objetivo de otimizar a atividade
bioldgica do conocarpano, mudangas foram realizadas na molécula da substancia
por Da Silva (2006). Ressalta-se que a partir de uma substéncia biologicamente ativa
podem-se realizar modificagcbes moleculares, também chamada de variagao

molecular ou manipulacdo molecular, que certamente se constitui no método mais
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usado e recompensador para otimizar uma atividade biolégica (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998; PIETERS; VLIETINCK, 2005; BALUNAS; KINGHORN, 2005).

A substéancia conocarpano, seus derivados (metilado, benzoilado e acetilado)
e analogos (a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol), foram testadas quanto a
capacidade em inibir o crescimento bacteriano das cepas de S. aureus resistentes,
obtidas de isolados clinicos. A determinagao da CIM, realizada através do método da
microdiluicdo e leitura em espectrofotdbmetro, utilizou 17 cepas de S. aureus
resistentes das 20 cepas obtidas através da selecao inicial, isto porque trés cepas
(S18, S19 e S20), tornaram-se inviaveis durante a manutengdo dos microrganismos.

Dentre as substancias testadas (conocarpano, conocarpano acetilado,
conocarpano benzoilado, conocarpano metilado) somente o conocarpano
apresentou atividade antibacteriana até a concentracdo maxima testada de
1000 pg/mL (tabela 3). Mesmo considerando-se o fato que substancias que
apresentem CIM acima de 100 ug/mL, provavelmente ndo sejam candidatas ao uso
clinico (MISTCHER et al., 1972; RIOS; RECIO, 2005), as substéncias foram testadas
até a concentragdo de 1000 ug/mL, pois além de avaliar o potencial antimicrobiano,
também desejou-se verificar se as modificagdes moleculares realizadas na

substancia conocarpano, poderiam estar causando algum efeito em sua atividade.
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Tabela 3: Concentracdo Inibitéria Minima do conocarpano e seus derivados

metilado, acetilado e benzoilado frente as cepas resistentes de Staphylococcus

aureus de isolados clinicos.

Concentracéo Inibitoria Minima (ug/mL)

Cepa
P Conocarpano C-metilado C-acetilado C-benzoilado Vancomicina
S01 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S02 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S03 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S04 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S05 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S06 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S07 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S08 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S09 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S10 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S11 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S12 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S13 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S14 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S15 1,87 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S16 1,87 > 1000 > 1000 > 1000 NR
S17 1,87 > 1000 > 1000 > 1000 NR
Padrao 0,93 > 1000 > 1000 > 1000 2
Legenda: C-metilado (conocarpano metilado); C-acetilado (conocarpano acetilado);

C-benzoilado (conocarpano benzoilado); NR (n&o realizado); Padrao (Staphylococcus aureus

ATCC 25923).

Além da avaliagdo da susceptibilidade frente a diferentes cepas de S. aureus

resistentes do conocarpano e seus derivados, também foi realizada a avaliacdo dos

analogos do conocarpano, como as substancias a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol,

(tabela 4). A substancia dihidroisoeugenol

concentragdo maxima (1000 pg/mL),

testada

nao apresentou atividade até a

enquanto que a substancia

a-di-isoeugenol apresentou uma discreta agao antibacteriana, porém somente frente
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a duas cepas (S05 e S06). Os resultados encontrados para este analogo

(a-di-isoeugenol) sao suficientes para classifica-lo como praticamente inativo.

Tabela 4: Concentragdo Inibitéria Minima das substancias analogas do
conocarpano, a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol frente as cepas resistentes

Staphylococcus aureus de isolados clinicos.

Cepa CIM (ng/mL)
a-di-isoeugenol dihidroisoeugenol
S01 > 1000 > 1000
S02 > 1000 > 1000
S03 > 1000 > 1000
S04 > 1000 > 1000
S05 1000 > 1000
S06 1000 > 1000
S07 > 1000 > 1000
S08 > 1000 > 1000
S09 > 1000 > 1000
S10 > 1000 > 1000
S11 > 1000 > 1000
S12 > 1000 > 1000
S13 > 1000 > 1000
S14 > 1000 > 1000
S15 > 1000 > 1000
S16 > 1000 > 1000
S17 > 1000 > 1000
Padréo > 1000 > 1000

Legenda: Padréo (Staphylococcus aureus ATCC 25923)
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A falta de atividade observada nas substancias derivadas e as analogas do
conocarpano provavelmente sao devidas a substituicdo do sitio ativo. Os resultados
da CIM encontrados para as substancias derivadas do conocarpano através da
acetilagcdo, metilacdo e benzilagdo, bem como as analogas a-di-isoeugenol e
dihidroisoeugenol (tabela 3 e 4) podem estar diretamente relacionados com as

diferentes estruturas quimicas destas substancias (figura 3).

Conovarpands Conocarpano metilado

nxcg,o
N
N
Conecarpane acctilado Conocarpano Benzoilado
OCH
! OCH; CH5O ;
CH .
! H5CH,C 1 ;ug
Dehidrodiisoengenol ot - i —1soeugenol

Figura 3: Representacbes das estrutura moleculares do conocarpano seus
derivados acetilado, benzoilado e metilado e os analogos a-di-isoeugenol e

dihidroisoeugenol.
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Com relacdo a estrutura das substancias testadas, conocarpano e as
derivadas e analogas, o conocarpano € a molécula menos lipofilica e o derivado
benzoilado é a substancia mais lipofilica. Um outro parametro importante a ser
considerado na avaliagdo da correlagao da estrutura e atividade € a reatividade da
molécula devido suas propriedades eletronicas, pois a interagdo entre farmaco e
receptor ndo se realiza apenas pelo acoplamento hidrofébico, mas também pela
ligacdo polar que requer uma determinada densidade eletrbnica em certos atomos
(AVENDANO; CLARAMUNT, 2003). Dessa maneira, o conocarpano e seu derivado
metilado apresentam propriedades eletronicas semelhantes, diferentemente dos
derivados acetilado e benzoilado.

Além dos parametros descritos anteriormente, o tamanho dos substituintes &
muito importante nas interagdes farmaco-receptor, pois € freqientemente observada
a afinidade por um tipo de receptor depende do volume de um determinado
substituinte (AVENDANO; CLARAMUNT, 2003), convém ainda notar que os
derivados acetilado e benzoilado apresentam substituintes que poderiam estar
levando ao impedimento estérico.

Outro parametro importante a ser avaliado leva em consideracédo a pesquisa
realizada por De Campos (2006), onde se observou que a substancia conocarpano
apresentou resultados relevantes em relagdo a atividade antibacteriana, porém
constatou-se que alteragdes estruturais, principalmente a falta da hidroxila na
posicao 4 da estrutura fenil-propenil-benzofurano, alterou a atividade antimicrobiana,
pois quando este grupo estava ausente n&o foi observada atividade. Este mesmo
efeito foi observado no presente trabalho.

Através da correlacdo entre estrutura e atividade das substancias derivadas e
analogas do conocarpano, sugere-se que o efeito que pode estar interferindo na
perda da atividade antibacteriana possa estar relacionado com a hidrofobicidade,
pois a substancia conocarpano menos lipofiica quando comparada como os
derivados e analogos. Este € um dos parametros importantes para avaliar as
propriedades das substancias organicas, pois a hidrofobicidade de um farmaco é
decisiva na absorgao, distribui¢cdo, eliminagao e interagado entre farmaco e receptor
(AVENDANO; CLARAMUNT, 2003).
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Através do presente estudo também observou-se que, devido a falta do
grupamento hidroxila ligado na posigéo 4 da estrutura fenil-propenil-benzofurano nos
derivados do conocarpano, metilado, acetilado e benzoilado, os mesmos néo
demonstraram atividade antimicrobiana. Entretanto, os analogos a-di-isoeugenol e
dihidroisoeugenol apresentam o grupamento hidroxila na referida posigéo, porém a
perda da atividade antibacteriana possa estar relacionada com o grupamento metoxi,
que pode estar exercendo um impedimento estérico na ligacdo entre farmaco e
receptor.

Por outro lado, o conocarpano se mostrou muito ativo contra as cepas de
S. aureus testadas com valores de CIM que variaram de 1,87 a 0,93 ug/mL (tabela
3), ou seja, a substancia conocarpano apresentou valores de CIM abaixo dos valores
encontrados para a vancomicina (2 ug/mL), frente a cepa padrao S. aureus (ATCC
25923). A comparacgao entre as CIMs das substancias conocarpano e vancomicina
torna-se relevante, visto que, a vancomicina € um antimicrobiano de ultima escolha
para o tratamento de infeccdes provocadas por estafilococos (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004). Estes resultados demonstram que o conocarpano
apresenta excelente atividade antimicrobiana, ficando evidenciado o potencial desta
substancia como um possivel agente antibacteriano.

Em contrapartida os resultados das CIMs encontrados por De Campos (2006)
demonstraram valores de 4 ug/mL para a cepa padréo de S. aureus ATCC 6538P,
diferentemente dos resultados encontrados no presente estudo. Isso pode ser
justificado pelas diferengas metodoldgicas utilizadas na avaliagdo da atividade
antimicrobiana. Os resultados encontrados no presente trabalho para CIM (ensaio
realizado através da microdiluigdo em meio liquido foram inferiores (1,87 pg/mL),
provavelmente devido ao fato que a substancia conocarpano encontrava-se mais
disponivel no meio liquido, ou seja, com maior contato com o microrganismo, o que
possivelmente ndo ocorreu com a mesma intensidade quando utilizou-se o meio
sélido (ensaio realizado em agar).

Apoés a determinacédo da CIM, avaliou-se também a concentragdo bactericida
minima (CBM) para as substancias conocarpano seus derivados metilado, acetilado

e benzoilado e para os analogos a-di-isoeugenol, dihidriisoeugenol (tabela 5).
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Tabela 5: Concentragao bactericida minima (CBM) de conocarpano frente as cepas

resistentes Staphylococcus aureus de isolados clinicos.

Cepa CBM (ug/mL)
S01 > 30
S02 15
S03 1,87
S04 0,93
S05 > 30
S06 1,87
S07 3,75
S08 3,75
S09 30
S10 3,75
S11 3,75
S12 7,5
S13 7,5
S14 7,5
S15 3,75
S16 15
S17 7,5

Padréo 3,75

Legenda: Padréo (Staphylococcus aureus
ATCC 25923)

A concentragdo bactericida minima € a quantidade minima de agente
antimicrobiano necessario para inviabilizar a célula microbiana. Agentes
antimicrobianos que possuem acao bactericida, causam danos irreversiveis as
células bacterianas. Os agentes conhecidos como bacteriostaticos atuam inibindo o
crescimento bacteriano evitando sua multiplicagdo, mas ndo causando sua morte.
Quando os valores da CBM sao comparados com a CIM, pode-se avaliar se a
substancia em analise é bactericida ou bacteriostatico (BARON; FINEGOLD, 1990).

Os valores da CBM variaram entre 0,93 e >30 ug/mL para a substancia

conocarpano, entretanto para as demais substancias os valores da CBM foram
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superiores a 1000 ug/mL, visto que as mesmas ja nao apresentaram valores de CIM.
Apesar das diferengas entre a CIM e CBM do conocarpano, os resultados
encontrados confirmaram que a substancia possui atividade bactericida, o que é
considerado uma caracteristica desejavel para os agentes antimicrobianos, tornado-
os clinicamente mais interessantes para utilizacdo em ambientes hospitalares.

Considerando o fato que para ser empregado no tratamento de infec¢des, os
antimicrobianos devem ser ativos em concentracdes preferencialmente menores que
10 pg/mL, e comparando os resultados encontrados com a vancomicina, que € um
antimicrobiano de uso hospitalar restrito empregado no tratamento especifico para
bactérias Gram-positivas (TAVARES, 1996), confirmamos que a atividade
antimicrobiana encontrada para o conocarpano pode ser classificada como
excelente.

Um aspecto a ser considerado € a diversidade molecular dos produtos
naturais, sendo muito superior aquela derivada dos processos de sintese, que
apesar dos avangos tecnologicos, ainda é restrito (NODARI; GUERRA, 2000).
Portanto, n&o causa estranheza que a estrutura do conocarpano, nao se assemelha
a nenhuma estrutura dos antimicrobianos de uso clinico. Dessa maneira, nao foi
possivel correlacionar a estrutura do conocarpano com o0 mecanismo de agdo dos
antimicrobianos de uso clinico.

Em contrapartida, o conocarpano, assim como outros agentes antimicrobianos
isolados de plantas superiores, podem agir como reguladores do metabolismo
intermediario dos microrganismos, ativando ou bloqueando reagdes enzimaticas,
afetando diretamente uma sintese enzimatica, seja em nivel nuclear ou ribossomal,
ou mesmo alterando estruturas de membranas e parede celular ou ainda, interferindo
no metabolismo secundario dos microrganismos (COWAN, 1999; SINGH; SHUKLA,
1984).
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5.3 Avaliacéo da associacao entre antimicrobianos

Através dos resultados obtidos na determinacao da CIM, ficou evidenciado o
grande potencial antimicrobiano da substancia conocarpano, despertando o
interesse na observacao do seu comportamento juntamente com antimicrobianos de
uso clinico que nao foram efetivos as cepas resistentes de S. aureus.

Diante da possibilidade da substédncia conocarpano poder estar agindo
sinergicamente com outros antimicrobianos de uso clinico, foram selecionadas
5 cepas que apresentaram perfil de resisténcia ao maior numero de antimicrobianos
no teste de susceptibilidade (S05, S06, S08, S11 e S12) e a cepa padrao ATCC
25923 para a avaliagdo de uma possivel interferéncia na atividade antibacteriana dos
12 antimicrobianos.

Combinagbes racionais entre antimicrobianos aumentam a eficacia e
diminuem a toxicidade, ampliam o espectro em infecgdes por multiplos germes,
previnem emergéncia de resisténcia, evitam a inativagcdo do antimicrobiano por
B-lactamases ou reduzem a metabolizagcdo dos antimicrobianos. Algumas
associagdes ja sdo bem conhecidas quanto a agéo sinérgica, como as associagdes
de penicilina e aminoglicosideo (a penicilina favorece o aumento da penetragdo do
segundo na célula bacteriana), vancomicina e gentamicina, teicoplanina e
gentamicina (infecgdes por estafilococos), anfotericihna B e 5-fluorocitosina,
quinupristina e dalfopristina (MOREIRA, 2004).

Combinacgdes de antimicrobianos para tratamentos de infecgdes mistas por
aerobios e anerobios sdo cefazolina e metronidazol, ceftriaxona e metronidazol,
ampicilina e sulbactam, piperacilina e tazobactam, ticarcilina e clavulanato, imipenem
e aminoglicosideo, ciprofloxacina e metronidazol. Combinagcbes que previnem
emergéncia de resisténcia sdo tuberculostaticos, rifampicina e gentamicina
(estafilococos), rifampicina e quinolona (estafilococos), amoxiciclina e metronidazol
ou claritromicina (Helicobacter pylori), bismuto coloidal com tetraciclina e
metronidazol (H. pylori) (MOREIRA, 2004).

Considerando que a CIM para o conocarpano no presente estudo foi de 0,93 a

1,87 pug/mL, e que estudo anterior apresentou CIM de 4 ug/mL (DE CAMPOS et al.,
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2007), o potencial do conocarpano sobre linhagens de microrganismos
multirresistentes em associagado aos 12 antimicrobianos foi realizado em diferentes
concentragdes (1, 2, 3 e 4 ug/mL). O resultado do teste de susceptibilidade (antibiograma) foi

obtido através da determinagéo do halo de inibigao (Quadro 1).

Quadro 1: Perfil de susceptibilidade de cepas de Staphylococcus aureus resistentes,

aos antimicrobianos de uso clinico associados ao conocarpano.

C Concentragéo Antimicrobiano de uso clinico / Halo de inibicdo (mm)
eépa | conocarpano
(ug/ mL) VAN [ AMP | ERI | SUT | GEN | CFO | PEN | OXA | TET | AMO | CLI | CFL
4 23 26 R R R R R R R 25 R 18
o 3 23 24 R R R R R R R 25 R 18
8 2 22 24 R R R R R R R 24 R 18
1 22 23 R R R R R R R 21 R 14
0 21 R R R R R R R R R R R
4 25 28 31 30 26 30 18 26 32 27 R 35
© 3 23 26 30 29 26 28 18 26 31 26 R 33
8 2 22 26 31 30 26 26 16 22 30 25 R 32
1 20 24 31 30 26 26 16 21 30 25 R 30
0 20 R R R R R R R R R R R
4 24 26 R R R R R R R 27 R 18
© 3 21 25 R R R R R R R 26 R 18
(C/’) 2 21 24 R R R R R R R 26 R 17
1 19 24 R R R R R R R 22 R 16
0 19 20 R R R R R R R 21 R 16
4 24 R R R R R R R R R R R
o 3 23 R R R R R R R R R R R
5 2 22 R R R R R R R R R R R
1 22 R R R R R R R R R R R
0 22 R R R R R R R R R R R
4 20 21 28 32 28 29 R 20 34 25 R 30
~ 3 20 20 26 32 26 26 R 16 31 18 R 28
8 2 20 R R R R R R R R R R R
1 20 R R R R R R R R R R R
0 19 R R R R R R R R R R R
Q 4 23 32 28 33 30 35 20 26 32 25 30 32
3 3 21 32 28 33 26 32 20 26 32 25 30 32
8 2 21 32 27 33 25 32 20 26 32 25 30 32
(|_) 1 21 32 28 33 25 32 20 26 32 25 30 31
< 0 21 32 28 33 25 31 20 26 32 23 30 30

Legenda: VAN (Vancomicina 30 pg); AMP (Ampicilina 10 ug); ERI (Eritromicina 15 pg); SUT
(Sulfazotrina 25 ng); GEN (Gentamicina 10 pg); CFO (Cefoxitina 30 pg); PEN (Penicilina G 10 U);
OXA (Oxacilina 1 ug);TET (Tetraciclina 30 pg); AMO (Amoxixilina 10 pg); CLI (Clindamicina 2 pg);
CFL (cefalotina 30 nug); R: sem presencga de halo de inibigao.
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Considerando os resultados do perfil de susceptibilidade apresentados no
quadro 1, pdde ser verificado também o percentual de redugao da resisténcia das
cepas de S. aureus de isolados clinicos, como demonstrado na figura 4. De acordo
com esta figura, o conocarpano apresentou resultados relevantes na alteragdo do
perfil de susceptibilidade das cepas resistentes de S. aureus aos agentes

antimicrobianos de uso clinico

100,0% -
80, 0%
B0, 0%
40, 0%
20,0%
0, 0%
=05 S08 S08 S 572 5. alurels
ATCE
25025

mAntimicrobiano de uso clinico m Antimicrobiano de uso clinico + Conocarpano

Figura 4: Prevaléncia de resisténcia de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes frente a antimicrobianos de uso clinico e associados com

conocarpano.

Os resultados obtidos para cepa padrdo S. aureus (ATCC 25923)
demonstraram que ndo ocorreu alteracao no perfil de susceptibilidade, sendo que a
cepa padrao apresentou resisténcia a apenas dois antimicrobianos de uso clinico
testados (penicilina G e amoxicilina) (figura 4).

Com relagcdo a cepa S11, os resultados encontrados mostraram que nao
houve alteragdo no perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de uso
clinico, quando associado ao conocarpano até na concentragdo maxima de 4 ug/mL,

demonstrando nao interferir o efeito dos antimicrobianos testados.
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Para as cepas de S. aureus (S05 e S08), que inicialmente apresentaram
resisténcia a onze dos doze (91,7%) antimicrobianos de uso clinico testados, foi
observado alteragao no perfil de susceptibilidade quando associado ao conocarpano.
A alteracao na sensibilidade destas cepas bacterianas foi apenas para a cefalotina,
indicando um incremento na atividade na presencga da substancia conocarpano para
as concentragbes de 1 e 3 pug/mL, respectivamente. Esta agdo também pdde ser
verificada para a ampicilina e amoxicilina, onde foi evidenciado o aumento no
tamanho dos respectivos halos de inibicdo, apesar de ndo serem o suficiente para
mudar de classificagdo quanto a susceptibilidade.

Os resultados encontrados para as cepas S06 e S12, demonstraram
importante alteracao no perfil de susceptibilidade, pois anteriormente, sem adicao de
conocarpano, as cepas apresentaram sensibilidade apenas a vancomicina, ou seja,
resistente a 91,7% dos antimicrobianos testados (11). Quando adicionado o
conocarpano ao meio de cultura, as cepas apresentaram resisténcia a quatro
agentes antimicrobianos, representando 63,6% de reducdo de resisténcia aos
antimicrobianos de uso clinico testados.

Ainda em relacdo as cepas S06 e S12, para os antimicrobianos ampicilina e
amoxicilina, observou-se que, apesar de nao ter ocorrido alteracdo do perfil de
susceptibilidade de resistente para sensivel, as cepas apresentaram valores maiores
dos halos de inibigdo quando associadas ao conocarpano, sugerindo interferéncia na
acao antimicrobiana, estando a substancia potencializando a acédo antibacteriana
destes antimicrobianos. Estes resultados sugerem que a substancia conocarpano
apresenta melhora na atividade dos antimicrobianos de uso clinico testado.

Os mecanismos de sinergismo s&o variados, podendo estar relacionado a
inibicdo sequencial de mais uma etapa na mesma reagao bioquimica, inibicdo de
enzimas protetoras da bactéria, uso de combinacdo de agentes que atuam na
parede celular, uso de agentes que atuam na parede celular com o objetivo de
potencializar a agdo de outros agentes ou uso de antimicrobianos que se ligam a
subunidade 50S do ribossomo (STARLING; BISCOTTO, 2004).
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Mediante os resultados encontrados, constatamos que dentre os
antimicrobianos testados, apenas para a clindamicina ndo ocorreu alteragdo na
sensibilidade ou aumento do halo de inibicdo (sensibilidade) quando associado com
0 conocarpano, ja para a eritromicina que € um antimicrobiano que também atua na
inibicdo da sub unidade 50S, observou-se alteragdes para duas cepas de S. aureus
resistentes S06 e S12.

Os resultados encontrados na avaliagdo da sinergia para as cepas S05, S06,
S08, S11 e S12, que apresentam resisténcia a penicilina G, amoxicilina e ampicilina,
mesmo quando utilizadas em associagdo com O conocarpano, sugerem que
aparentemente, a agado sinérgica da substancia conocarpano ndo estaria
efetivamente interferindo na acao das p-lactamases. Por outro lado, sdo variados os
possiveis mecanismos que o conocarpano possa estar utilizando para potencializar a
acao dos antimicrobianos de uso clinico ou potencializar a acdo antimicrobiana da
associagao.

Os resultados encontrados demonstraram a agao sinérgica do conocarpano
quando associado a antimicrobianos de uso corrente, confirmando seu potencial
para aplicacao clinica devido aos excelentes resultados obtidos, isoladamente ou em
associagoes, principalmente frente a cepas de S. aureus multirresistentes.

Este estudo foi um progresso, contribuindo para o conhecimento sobre a
atividade do conocarpano frente a cepas resistentes de S. aureus, bem como sua
possivel agao sinérgica com outros agentes antimicrobianos. Entretanto fazem-se
necessarias outras pesquisas visando elucidar o mecanismo de acdo do

conocarpano, bem como a sua aplicagdo como agente antimicrobiano viavel.



6 CONCLUSOES

e As cepas de Staphylococcus aureus isoladas de ambiente hospitalar
apresentaram perfil de susceptibilidade adequado (multirresisténcias aos
antimicrobianos) para a realizagdo dos testes de avaliagdo de atividade

antimicrobiana do conocarpano, seus derivados e analogos.

¢ O conocarpano exibiu significativa atividade antimicrobiana contra cepas de
S. aureus resistentes isolados de ambiente hospitalar, com CIM entre 0,93 e
1,87 ug/mL e CBM entre 0,93 e >30 ug/mL.

e As substancias derivadas do conocarpano metilado, acetilado e benzoliado,
nao apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de S.aureus resistentes,

até a concentragdo maxima testada de 1000 pug/mL.

e Os analogos do conocarpano (a-di-isoeugenol e dihidroisoeugenol), n&o
foram considerados ativos frente as cepas de S. aureus resistentes, sendo que
apenas 2 cepas de um total de 17, apresentaram CIM de 1000, e as demais com
CIM >1000 pg/mL.

e As alteragdes estruturais (acetilagao, benzoilagdo e metilagédo) na molécula do
conocarpano, provocaram perda de atividade antimicrobiana frente as cepas de

S. aureus resistentes.

e O conocarpano associado a outros antimicrobianos de uso clinico, apresentou

acgao sinérgica frente as cepas de S. aureus resistentes.
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