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RESUMO

A preocupacdo crescente com mortes causadas por infeccdes
bacterianas envolvendo cepas resistentes torna indispensavel identificar novas
fontes de origem sintética e animal para protétipos de antibidticos. Neste
trabalho, compostos sintéticos (derivados dos sistemas tienopiridina e
pirazolopiridina) e animal (venenos de serpentes da familia Viperidae -
Agkistrodon rhodostoma, Bothrops jararaca, B. atrox e Lachesis muta) foram
analisados em antibiogramas qualitativos e quantitativos contra bactérias
Gram-positivas  (Enterococcus  faecalis,  Staphylococcus  aureus e
Staphylococcus epidermidis) e Gram-negativas (Acinetobacter calcoaceticus,
Enterobacter cloaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens) de pacientes do
Hospital Universitario Antonio Pedro da Universidade Federal Fluminense.
Dentre os compostos sintéticos testados contendo as seis séries sintetizadas
com modificagdes estruturais nas posicdes meta e para (67 derivados), cinco
compostos com os substituintes CHs, OCHs, Cl, F e Br em meta apresentaram
atividade antibacteriana contra cepas de S. epidermidis. A determinacédo da
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) mostrou que esses derivados
apresentam valores (CMI=16ug/ml) préximos aos encontrados para drogas de
uso clinico, como por exemplo a vancomicina, oxacilina e o cloranfenicol
(CMI=1-32ug/ml). Estes resultados indicam que os derivados do sistema
pirazolopiridina testados tém um potencial significativo para continuacao dos
estudos envolvendo avaliacdes farmacolégicas e toxicoldgicas in vitro e in vivo.
A andlise da relacao estrutura-atividade dos compostos avaliados mostram que
sistema pirazolopiridina, a liberdade conformacional no anel fenila, a posi¢ao
meta e a polaridade dos substituintes s&o requisitos caracteristicos estruturais
importantes para a atividade biolégica destes compostos.

Dentre os materiais de origem animal, todos os venenos testados
demonstraram uma atividade antibacteriana apenas para as bactérias Gram-
positivas, com excecdo do veneno de Lachesis muta, que ndo mostrou
qualquer atividade. Os venenos de A. rhodostoma e B. atrox (CMI = 4 ug/ml)
mostrou uma atividade maior contra S. epidermidis e E. faecalis enquanto o de
B. jararaca (CMI = 13 ug/mL) foi ativo contra a cepa de S. aureus. Todos o0s
venenos foram tdo promissores quanto os controles utilizados, vancomicina,
oxacilina e o cloranfenicol (CMI=1-32ug/ml), o que sugere que estes venenos
sao fontes em potencial para desenvolvimento de novos antimicrobianos.



ABSTRACT

The current concern with the deaths caused by the bacterial infections
related to resistant strains requires the identification of new sources of
antibiotics prototypes from animal or synthetic origins. In this work, synthetic
compound (derivatives from thienepyridine end pyrazolepyridine systems) and
animal (four Viperidae venoms - Agkistrodon rhodostoma, Bothrops jararaca,
B. atrox and Lachesis muta) origins tested by quantitative and qualitative
antibiograms against Gram-positive (Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus and Staphylococcus epidermidis) and Gram-negative (Acinetobacter
calcoaceticus, Enterobacter cloaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa and Serratia marcescens) clinical
bacteria from patients of Hospital Antonio Pedro of Federal Fluminense
University. Among the materials of synthetic origin tested with six series
synthesized with structural modifications in meta and para positions (67
derivatives), five compounds with the substituents CHz, OCHs, Cl, F e Br in
meta showed a antibacterial activity against S. epidermidis strains. The
determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) showed that these
derivatives present values (MIC=16ug/ml) close to those found for drugs of
clinical use such as vancomycin, oxacilin and chloramphenicol (MIC=1-
32mg/ml). These results indicate that the pyrazolepyridine derivatives tested
present a significant potential for continuing the in vitro and in vivo
pharmacological and toxicological evaluation. The analysis of the structure-
activity relationship of the derivatives evaluated showed that the
pyrazolopyridine system, the conformational freedom of the phenyl ring, the
meta position and the polarity of the substituents are structural requirements for
the active biological profile of these compounds.

Among the materials of animal origin, all snake venoms tested showed
an antibacterial profile against Gram-positives except for Lachesis muta, which
showed no activity. A. rhodostoma and B. atrox (MIC = 4ug/mL) showed the
higher activity against S. epidermidis and E. faecalis while B. jararaca (MIC =
13ug/mL) was active against S. aureus. All venoms were promising as the
controls used, vancomycin, oxacillin and chloramphenicol (MIC=1-32ug/ml),
pointing them as a new source for the development of potential antimicrobial
molecules.
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1- INTRODUGAO

1.1 — Bactérias e infeccao

O ser humano apresenta varios mecanismos de defesa contra diversos
agentes com potencial infeccioso, que incluem a pele, as mucosas, células e
proteinas especializadas como os anticorpos (Cardoso et al., 2007). Entretanto,
apesar destas defesas, o corpo humano ainda é suscetivel a patégenos como
as bactérias, que podem invadir e liberar toxinas, comprometendo seriamente a
saude do individuo (Riley et al., 2002; Bukharin et al., 2003). Segundo a
Organizagcdo Mundial de Saude (WHO, 2007), as bactérias estdo entre os
patdbgenos que mais afetam de forma significativa a saude da populacédo
mundial (Tabela 1).
Tabela 1: As dez maiores causas de morte no mundo segundo a Organizacao

Mundial de Saude. Em vermelho as patologias relacionadas com bactérias

(WHO, 2007).
Mortes em Mortes

Doencas milhGes (%)
Doencas coronarias 3,10 10, 8
Infeccoes do trato respiratorio 2, 86 10,0
HIV/AIDS 2,14 7,5

Condicdes perinatais 1, 83 6, 4
Doencas cerebrovascular e AVC 1,72 6,0
Diarréias e doencas entéricas 1,54 54
Tuberculose 1,24 4,4

Malaria 1,10 3,8

Doencas Pulmonares obstrutivas 0, 88 3,1
Acidentes de Transito 0, 53 1,9
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A capacidade de um patégeno de superar as defesas do organismo
humano, conseguir coloniza-lo e manifestar a sua patogenicidade sdo os
fatores responsaveis pela variagdo no quadro de sinais e sintomas que
caracterizam as patologias (Cardoso et al, 2007; Rouveix, 2007). A
patogenicidade das bactérias é determinada pelo desenvolvimento de
mecanismos que contribuem para o aumento de sua capacidade de infeccéo e
que ajudam a burlar o sistema imunol6égico do hospedeiro (Chopra et al.,
2002).

As bactérias patogénicas sao classificadas em primarias, que causam
infeccdes em individuos normais e oportunistas que atuam em individuos com
o sistema imunolégico comprometido (Tortora et al., 2005; Trabulsi e
Altherthum, 2005). Varias dessas bactérias desenvolveram a capacidade de
invasao celular usando proteinas da parede celular (invasinas).

A célula epitelial ainda é o principal alvo das bactérias invasoras, que
podem chegar a corrente sanglinea (Chopra et al., 2002). A bactéria também
pode induzir a sua prépria fagocitose, a fim de invadir a célula hospedeira
rompendo o vacuolo, alcancando o citoplasma e podendo se disseminar para
células vizinhas (ex.: Shigella) (Riley et al., 2002). Algumas bactérias sao
intracelulares obrigatérias, pois necessitam de moléculas sintetizadas por
essas células, para crescerem e se multiplicarem (exs.: Rickettsia sp,
Chlamydia, Coxiella e Mycobacterium leprae). Devido a sua localizacao, estas

bactérias estdo protegidas das acdes antibacterianas dos anticorpos,
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complemento, fagocitose e de alguns antibi6ticos. Bactérias intracelulares
facultativas (exs.: Salmonella sp, Listeria sp Mycobacterium tuberculosis e
Legionella pneumophila) podem viver tanto dentro quanto fora das células
enquanto outras desenvolvem-se exclusivamente na forma extracelular (exs.:
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Bordetella sp., Neisseria sp. e Vibrio
sp.) (Chopra et al., 2002).

De forma interessante, algumas bactérias podem aderir ao tecido do
hospedeiro formando uma camada (microcolénias) em sua superficie (Donelli
et al, 2007). Esses agregados sao envolvidos por uma pelicula de
exopolissacarideos denominados de biofilmes, que servem como uma fonte
constante de infeccbes para os diferentes tecidos e érgaos. Assim, as bactérias
encontram-se relativamente protegidas das defesas do sistema imunolégico e
da acao de antibiéticos nesses biofilmes, que podem ser formados tanto em
préteses, nas mucosas (fibrose cistica), nos dentes (placa dentaria), dentre

outros (Riley et al., 2002; Chopra et al., 2002; Donelli et al., 2007).

1.2 — Bactérias Versus Antibioticos

Desde os primérdios da existéncia humana, o homem vem sendo
acometido por doencas de origem microbiana (Cleveland et al., 2001; Riley et

al., 2002). Embora na histéria da humanidade s6 recentemente descobrimos a
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natureza infecciosa de algumas doencgas, a luta contra infec¢des causadas por
microrganismos existe ha mais de 50.000 anos. Chineses, hindus, babilénios,
sumérios e egipcios empregavam produtos de origem animal (gordura,
toucinho e mel) e mineral (sal, cobre, antiménio e chumbo) como
antimicrobianos (McDermott et al., 2003; Pages, 2004) No inicio, utilizando-se
de conhecimentos empiricos, buscava-se, na natureza, a cura para todos os
tipos de doencas onde se usava inclusive extratos vegetais e venenos de
animais (White, 2002; Pages, 2004).

Ao longo do tempo, devido ao desenvolvimento tecnolégico, foram
descobertas as primeiras substancias com atividade antimicrobiana, algumas
produzidas por seres vivos (antibioticos naturais), outras modificadas em
laboratério a partir dessas moléculas (semi-sintéticos) ou ainda, sintetizadas
inteiramente em laboratérios (quimioterapicos ou sintéticos). Em 1910, Paul
Ehrlich, um médico alemao, apds testar centenas de substancias encontrou um
agente quimioterapico efetivo no combate a sifilis chamado salvarsan, um
derivado de arsénico (Mcdermott et al., 2003).

Em 1929, o primeiro antibiético (a penicilina G) foi descoberto por
Fleming, seguido pelo surgimento de derivados sulfonamidicos na década de
30 e novas classes de antibiéticos nos anos seguintes (Chopra et al., 2002;

Buynak et al., 2004) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Antibidticos comumente utilizados no tratamento de infeccdes

bacterianas.
. PRINCIPAIS
ANTIBIOTICO ALVOS INDICACOES
i , " . Gonorréia; infecgbes
Penicilinas Bacilos Gram-positivos e negativos estafilococicas
Pneumococos; Gram-negativos Infecgcdes estafilocécica
Cefalosporinas resistentes a beta-lactamase; com cepas sensiveis a
enterobactérias; dentre outras. penicilina
Bacilos Gram-positivos e negativos; Infeccdes estafilococicas
Carbapenemas aerobios; anaerobios; com cepas resistentes a

micobactérias; estafilococos
resistentes a oxacilina
Gram-negativos aerébios;
Aminoglicosideos estafilococos; Mycobacterium
tuberculosis

oxacilina

Brucelose; cancréide;
gonorréia; tuberculose

Utilizado principalmente em
Glicopeptideos Gram-positivos infecgbes estafilococicas
com cepas resistentes

Cancréide; colera;

Tetraciclin Parasi intracelular . .
etraciclinas arasitas intracelulares granuloma inguinal
. - . Febre tiféide; meningite;
Cloranfenicol Gram-positivas e negativas . 9
colera
. . InfecgOes respiratérias e
inolon ram-n iv Lo
Quinolonas Gram-negativos Urinarias
. , \ Brucelose; infeccoes
Sulfonamidas Nocardia asteroides urinarias ¢

Embora tenham surgido inUmeras classes de antibiéticos, observa-se
atualmente que existe pelo menos uma cepa resistente a esses farmacos, seja
na comunidade ou em hospitais (Fluit e Schmitz, 2004). Isto se deve a
competéncia  genético-bioquimica  destes agentes infecciosos que

desenvolveram estratégias de defesa contra as diferentes classes de
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antimicrobianos colocados a disposicdo da medicina (Barbola e Levy,

2000)(Tabela 3).

Tabela 3: Classes de antibi6ticos e quimioterapicos.

CLASSES DE EXEMPLOS
ANTIBIOTICOS ESTRUTURA
OXACILINA
Q H
penicilinas, \\ | g, CH,

BETA-LACTAMICOS

cefalosporinas,
monobactans e

C_
e Yo
H H o) COOH

carbapenens
N C
@]
ESTREPTOMICINA
i
. . . C—NH
amicacina, canamicina, HO OH NHCH3 |
1 ici CH,OH
AMINOGLICOSIDEO estreptomicinas 2 M NH
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VANCOMICINA

cl CH3 o O
) teicoplanina e HO H 07 OH,  CH,
GLICOPEPTIDEOS vancomicina o g ‘N H ,\‘,H+
N 2
) WYY
o NH ,L o] H CHZOO F" CH,
\ H éf (‘JH
C NH, /N
/ OH H,C CH,
o OH
HO
RIFAMPICINA
CH, CH,
rifamicina SV, HO
rifamicina M e H,CCOO
rifampicina CHOHOHOH CH,
RIFAMICINAS H,LO S N—H
CH
Z 0 CH=N—N  N—CH,
o) OH
CH, ©O
TETRACICLINA
HSC\ /CH3
doxiciclina, limeciclina, R3 R R N OH
TETRACICLINA minociclina O“‘
CO—NH,
OH
OH O OH O
CLORANFENICOL
NH CO—CHCl,
CLORANFENICOL -

O—C —T—CH ,OH
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CIPROFLOXACINA

O
ciprofoloxacina COOH
esparfloxacina, |
levofloxacina,

QUINOLONAS norfloxacina N g
[N
H
ERITROMICINA
H.C CH
R 3 \ / 3
N \ NHTR
azitromicina,
claritromicina,
eritromicina,
MACROLIDIOS espiramicina
SULFADIMIDINA
SO2 — NH
sulfonamida, )\
sulfapiridina, NT XN
SULFONAMIDAS sulfametoxazol |
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Alguns destes antibidticos sdo produzidos por microorganismos, como as

bactérias do género Streptomyces (estreptomicina) e os fungos dos géneros
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Penicillium (penicilina) e Cephalosporium (cefalosoporina) (Freitas, 1983;
Fauci, 2001; Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006), sendo

alguns deles utilizados como controle positivo neste trabalho de dissertacao.

1.2.1 — Penicilinas

A penicilina € uma molécula caracterizada pela presenca do anel B-
lactamico. Atualmente existem varios tipos de penicilinas onde a diferenca
estrutural esta na variacao do radical R (Figura 1) (Noga e Silphaduang, 2003;
Brown, 2004; Buynak, 2004). As penicilinas G e V sao penicilinas naturais,
sintetizadas por fungos do género Penicillium, enquanto outras sao semi-
sintéticas sendo classificadas como: amino-penicilinas (ampicilina e
amoxicilina);  carboxi-penicilinas  (carbenicilina, ticarcilina, meticiclina,
cloxacilina, flucloxacilina e oxacilina) e ureido-penicilinas (azlocilina, mezlocilina
e piperacilina) (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006; Zhanel

et al., 2007).

@)

N\

|
CH
/G——N S 3
R L CH,
(@)

COCH

Figura 1 — Estrutura das Penicilinas.
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As penicilinas semi-sintéticas apresentam uma melhor atividade em
consequéncia das modificagdes estruturais (Brown, 2004; Buynak, 2004). A
ampicilina e a amoxicilina sdo penicilinas de amplo espectro que agem sobre
bacilos Gram-positivos e Gram-negativos, sendo estas sensiveis aos
mecanismos de resisténcia das bactérias (ex.: beta-lactamase). A oxacilina é
um antibiético de espectro reduzido, ndo tendo efeito sobre bacilos Gram-
negativos, mas é resistente a beta-lactamase (Bomono e Szabo, 2006;

Eggertson, 2007; Schindler, 2007).

1.2.2 — Cefalosporinas

Assim como as penicilinas, as cefalosporinas sao classificadas como
antibiéticos beta-lactamicos e podem ser de origem natural (fungo
Cephalosporium) ou de origem semi-sintética (Barcenilla et al., 2001; Glauser

et al., 1983). Existem varios tipos de cefalosporinas que variam nos radicais R1

v
T H e

COCH

e R2 (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura das Cefalosporinas.
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Atualmente as cefalosporinas sao divididas em 4 grupos:

Cefalosporinas de 12 geracdo (cefalotina, cefazolina, cefalexina, cefadroxil
e cefradina), sendo indicadas para infeccdes estafilocécicas com cepas
sensiveis a oxacilina, infeccdes respiratérias por Haemophilus influenzae e
pneumococos sensiveis a penicilina, dentre outras (Hooper, 2005; Bomono e
Szabo, 2006).

Cefalosporina de 22 geracdo (cefoxitina, cefamandol, cefaclor e
cefuroxima), resistentes a beta-lactamase, produzida por Gram-negativos e que
apresentam uma boa atividade frente as cepas anaerdbias estritas e algumas
enterobactérias (Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae e
Neisseria gonorrhoeae) (Hooper, 2005; Bomono e Szabo, 2006).

Cefalosporinas de 32 geracdo (ceftriaxona, cefotaxima, cefoperazona,
ceftazidima, cefpodoxima e cefixima), sdo ainda mais resistentes a inativacao
pela beta-lactamase, sendo indicadas no caso de infeccoes por Gram-
negativos resistentes como as cepas intra-hospitalares e no caso de meningite
causada por Haemophilus influenzae, dentre outras (Bomono e Szabo, 2006).

Cefalosporina de 42 geracéo (cefepima e cefipiroma) sao resistentes a
beta-lactamase de enterobactérias e podem agir sobre alguns cocos Gram-

positivos e bactérias anaerdbias (Bomono e Szabo, 2006).

1.2.3 — Carbapenens
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Os carbapenens séo beta-lactamicos de amplo espectro, estaveis frente a
beta-lactamase. Estes antibioticos possuem atividade sobre cocos e bacilos
Gram-positivos e negativos, aerdbios e anaerdbios (Zhanel et al., 2007).
Alguns bacilos Gram-negativos nao-fermentadores de glicose, micobactérias e
estafilococos resistentes a oxacilina sao resistentes também aos
carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem). Estes antibiéticos
sofrem hidrolise renal por acdo de enzimas hidroliticas, que devem ser

neutralizadas por uso de inibidores (cilastina sédica) (Zhanel et al., 2007).

1.2.4 — Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos  (estreptomicina, kanamicina, gentamicina,
neomicina, tobramicina, amicacina e metilmicina) sdo drogas bactericidas com
acao sobre bactérias Gram-negativas aerdbias, alguns estafilococos e M.
tuberculosis (Atakan et al., 2002; Severino e Magalhdes, 2002; Atakan et al.,
2002). O aminoglicosideo pode ser ministrado com sinergismo com a penicilina
que age sobre a sintese de parede celular, facilitando a entrada dos
aminoglicosidicos em tratamentos contra estafilococos (Bomono e Szabo,

2008).

1.2.5 — Glicopeptideos

Este grupo é composto por dois antimicrobianos de importancia

terapéutica (vancomicina e teicoplanina) tendo atividade sobre Gram-positivos,
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principalmente contra S. aureus e S. epidermidis (Perez-Trallero e Iglesias,
2003; Bomono e Szabo, 2006; Nettey et al., 2007). A vancomicina apresenta
uma alta toxidade renal que denota, apesar de sua eficiéncia, a necessidade
de outras opgdes na antibioticoterapia (Bomono e Szabo, 2006; Nettey et al.,

2007).

1.2.6 — Tetraciclinas

Essas moléculas sdo antibacterianos de largo espectro (doxiciclina,
limeciclina, minociclina), que apresentam como principal caracteristica a boa
difusdo para o interior da célula. Elas podem ser utilizadas no tratamento de
infeccdes provocadas por clamideas, riquétsias, micoplasmas, brucelas, dentre

outras (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006).

1.2.7 — Cloranfenicol

Esse antibacteriano de largo espectro € uma das principais drogas
utilizadas contra bactérias anaerébias, sendo a droga de primeira escolha no
tratamento da febre tifdide (Potrykus et al., 2002). Ele também ¢é indicado no

caso de meningite provocada por H. influenzae (Smith et al., 2007).
1.2.8 — Quinolonas

Esse antibacterianos com principal atividade contra Gram-negativos que

sdo classificados de acordo com seu espectro de acdo: 12 geragdo (Acido

24



Nalidixico, Cinoxacina e Acido Oxolinico); 22 geracdo (Norfloxacina,
Ciprofloxacina, Lomefloxacina e Ofloxacina); 32 geracdo (Levofloxacina e
Trovafloxacina) e 42 geragcdo (Moxifloxacina e Gatifloxacina) (Severino e
Magalhaes, 2002). Eles sao indicados contra agentes de infeccdes urinarias,
gastrintestinais,  Neisseria gonorrhaeae e bacilos Gram-negativos
multirresistentes a beta-lactamicos e aminoglicosideos (Perez-Trallero e

lglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006).

1.2.9 — Sulfonamidas

As “sulfas”™ (Sulfonamida, Sulfapiridina, Sulfametoxazol, dentre outras) séo
drogas de largo espectro de acdo, mas com o uso clinico bastante limitado
atualmente, devido principalmente, a disponibilidade de drogas mais eficazes
(Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Patel et al., 2004). As sulfonamidas tém sido
indicadas no tratamento de diversas infec¢des incluindo as causadas por N.

asteroides (Bomono e Szabo, 2006).
1.3 — Mecanismo de Acao dos Antibioticos e o Metabolismo Bacteriano
Os antibidticos podem agir sobre bactérias patogénicas susceptiveis a
partir da interrupgao de seu crescimento e reproducao (efeito bacteriostatico)

e/ou inducado da morte bacteriana (efeito bactericida, bacteriolitico) (Chopra et

al., 2002; McDermott et al., 2003; Harris e Thorarensen, 2004). Estes efeitos
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ocorrem através da interferéncia sobre as vias metabdlicas desses agentes
infecciosos que podem alterar desde a permeabilidade (membrana externa) até
a sintese (parede celular, acido folico, DNA, RNA e proteinas) dessas bactérias

(Figura 3) (Neu,1992; Nikaido, 2001; Chopra et al., 2002; Pages, 2004).

o 5 ( ’
g \ Tetracilina Vancomacma ﬁ
a ¥ ‘- &

Clindamicina S esNERE S S Rifampicina

Ak iéicaﬂ
“sintese PO
7 St RNA-Polimerase

| Metabolismg g, Acido Fdlic:

DNA-girase

Trimetropim : :
Sulfonamidas Quinolonas

Figura 3 — Sitios de acdo dos principais antibiéticos e quimioterapicos,

freqientemente empregados em clinica.

1.3.1 - A Acdo Antibidtica sobre a Parede Celular
A composicdo quimica da parede celular de bactérias Gram-positivas
inclui o polipeptideoglicano, carboidratos, acido tecéico e o ribonucleato de

magnésio (Riley et al., 2002). Os processos de sintese e a lise da parede
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celular das bactérias em crescimento estdo continuamente em equilibrio. No
caso de ocorréncia da inibicdo da sintese de algum constituinte da parede
celular, como, por exemplo, o polipeptideoglicano, podera ocorrer um
desequilibrio e a acao de autolisinas destruindo as bactérias (Chopra et al,,
2002; McDermott et al., 2003; Harris e Thorarensen, 2004).

Antibioticos como a penicilina, cefalosporina, fosfomicina, vancomicina,
ristocetina e bacitracina inibem a sintese da parede celular competindo ou
inibindo as enzimas participantes desta sintese (Majiduddin et al., 2002; Perez-

Trallero e Iglesias, 2003; Patel et al., 2004; Bomono e Szabo, 2006) (Figura 4).

Penicilina penetra Lise celular com

no enveiope ruptura da membrana
bacteriano

l |

. A célula continua Aberracoes Morfologicas:
incorporando precursores Defeitos Estruturais
na parede pre-existente da parede

|

Inibicao das o citoplasma
-

transpeptidases impe
as Il‘g oes crlfza
entre os peptide

;ndo continua crescendo

Figura 4: Etapas da acao da penicilina sobre a parede celular.
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A bacitracina age impedindo a acdo do transportador fosfolipidico,
enquanto a ristocetina, penicilina e a vancomicina interrompem a reagao de
transglicolizacdo envolvidas na sintese do polipeptidoglicano, fazendo com que
ocorra um acumulo de precursores de peptideoglicano no interior da célula,
podendo ocasionar a lise celular (Figura 4). A bacitracina, vancomicina e
ristomicina atuam ainda na membrana plasmatica sendo toxicas para as
células do hospedeiro (Chopra et al., 2002; Harris e Thorarensen, 2004).

Os antibidticos beta-lactamicos (penicilina, cefalosporina, carbepenemas,
etc.) podem se ligar de forma irreversivel as proteinas fixadoras de penicilina
(PBPs) impedindo a sintese da parede celular. Desta forma, os precursores da
parede celular se acumulam no espago periplasmatico, por inibicao das
transpeptidases, ocasionando a lise celular (Figura 4) (Rolinson, 1998; Perez-
Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006; Zhanel et al., 2007).

Alguns antibiéticos como a meticiclina e a oxacilina séao inativos frente a
cepas Gram-negativas, pois ndo conseguem ultrapassar a membrana externa
destas bactérias, impedindo a difusdo dos antibibticos para o seu alvo no
interior celular ao qual se constitui em um fator primordial para a acao
antibiética (Brown, 2004; Buynak, 2004). A composicao da parede varia de
acordo com o tipo de bactéria e origina diferencas de permeabilidade aos
compostos, influenciando diretamente na acdo do antibiético. O tamanho

molecular e a estrutura quimica do antibiético também determinam e
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influenciam no seu modo de acéo (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e
Szabo, 2006).

No caso de bactérias em isotonia com o meio (ex.: urina), ndo ocorre a
lise celular e elas poderao sobreviver na forma de esferoplasto ou protoplasto.
Essas bactérias ndo conseguirdo se reproduzir enquanto durar a acao do
antibiético (Brown, 2004; Buynak, 2004). Em bactérias Gram-negativas, a lise
osmética pela inibicdo da sintese da parede é demorada, devido a menor
pressao osmotica nestes microorganismos e diferenca nos constituintes da

parede celular (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Patel et al., 2004)

1.3.2 — A Acdo Antibidtica sobre a Membrana Celular

Os microorganismos Gram-positivos apresentam uma membrana celular
semelhante a dos eucariontes cuja Unica diferenca € a auséncia de colesterol
em sua constituicao (Nikaido et al., 2001). Neste microorganismo, a membrana
fica situada logo abaixo da parede celular, criando um espaco na face externa
da membrana, denominado espaco periplasmatico. Nos microorganismos
Gram-negativos existem duas membranas, uma na face externa da parede
celular e outra na face interna. Assim drogas com baixa lipossolubilidade tém
maior dificuldade em agir sobre as bactérias Gram-negativas por causa da
membrana externa (Hashimoto et al., 1997). Contudo existem proteinas na
membrana externa das bactérias Gram-negativas, denominadas porinas, que

podem facilitar a passagem de substancias para o espaco periplasmatico .
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Alguns antibiéticos passam livremente para o interior da célula bacteriana,
como por exemplo a espiramicina e o cloranfenicol, enquanto outros penetram
através de um sistema ativo de transporte, como ocorre com a fosfomicina e os
aminoglicosideos (Hashimoto et al., 1997; Nikaido et al, 2001) Existem
antibacterianos (ex.: polimixinas) que se ligam aos constituintes normais da

membrana causando uma desorganizacao funcional, ja que modificacées na

permeabilidade podem comprometer o metabolismo da célula (Majiduddin et
al., 2002; Perez-Trallero e lglesias, 2003; Patel et al., 2004; Lubeiski et al.,
2006; Bomono e Szabo, 2006). A membrana pode, ainda, sofrer alteragdes nos
seus constituintes, como sdo observadas com o uso da estreptomicina e outros
aminoglicosideos. Tendo em vista que a membrana celular das bactérias é
semelhante a membrana das células de mamiferos, os antibiéticos que agem
sobre a membrana podem ser toxicos para as células humanas (Nikaido et al.,

2001).

1.3.3 —A Acéo Antibidtica Sobre a Sintese de Proteinas e Metabdlitos

Os antibidticos podem atuar sobre diversas etapas da sintese protéica
bacteriana (Tabela 4). Dentre estas, o ribossomo é uma estrutura alvo que nas
células eucariéticas sao do tipo 80S enquanto nas células procaridticas séao
70S (Da Silva, 2007). A diferengca na estrutura do ribossomo é responsavel

pela toxidade seletiva dos antibidticos. Entretanto, a mitocdndria humana
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também possui ribossomos 70S podendo sofrer a acdo de alguns destes
antibiéticos (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Patel et al., 2004; Bomono e

Szabo, 2006).

Tabela 4: Antibidticos que agem sobre a sintese protéica.

Antibidtico Acao
. Inibicdo da formacdo das ligagdes peptidicas durante o
Clorantenicol alongamento da cadeia polipeptidica
Eritromicina Interagcdo com a subunidade 50S do ribossomo 70S
- Interferéncia na fixagdo do tRNA no ribossomo, impedindo
Tetraciclinas assim, a adicao de aminoacidos
- Interferéncia no inicio da sintese protéica, alterando a
Egtgre’;;;‘%;vc/icr/’ga conformacdo da subunidade 30S, no ribossomo 70S
procarioto, induzindo a leitura errbnea do mRNA.
Rifocinas Ligacao irreversivel ao RNA-polimerase das bactérias

blogueando a iniciagdo da cadeia de RNA

A atividade enzimatica especifica de um microorganismo pode ser inibida
também competitivamente por antimetabdlitos que se assemelham muito ao
substrato normal da enzima como as sulfonas e o trimetroprim na sintese do

acido folico (Bomono e Szabo, 2006) (Figura 3).

1.3.4 — A Acdo Antibidtica Sobre a Replicacao do DNA cromossémico
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O DNA cromossémico € formado por duas cadeias de nucleotideos em
espiral onde o superespiramento € controlado por acdo da DNA-girase
(topoisomerase Il) e a replicacdo pela DNA-polimerase (Harris e Thorarensen,
2002). A maioria dos antibiéticos que agem sobre a replicagdo do DNA néao
apresenta toxicidade seletiva, afetando as células humanas, como é o caso da
mitomicina (NIAID, 2006). Outros sdo empregados na terapéutica como
griseofulvina, novobiocina e as quinolonas (Bomono e Szabo, 2006; NIAID,

2006)

1.4 - A Resisténcia Bacteriana aos Antibioticos e Quimioterapicos

1.4.1 — Conceitos Gerais

Devido aos diferentes mecanismos de patogenicidade bacteriana, uma
infeccdo pode ser tratada por diversos antibidticos, devendo ser escolhido
aquele ao qual a bacteria apresente sensibilidade (NIAID, 2006, WHO, 2007).
Entretanto, a resisténcia aos antibiéticos tem sido um sério problema para a
medicina, desde a implantacdao da antibioticoterapia nos primérdios da década
de 1940 (Bomono e Szabo, 2006; NIAID, 2006; WHO, 2007). Os problemas
com cepas resistentes vém se agravando ano apds anos, em parte, como
consequiéncia do uso inadequado dessas drogas, além de diversos outros
fatores (Dupont e Steele 1987; Teuber, 2001; White et al., 2002; Jacoby, 2005;

NIAID, 2006; WHO, 2007). Em pleno século XXI, esse desafio se mostra ainda
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mais critico, face ao crescente aparecimento de cepas bacterianas
multirresistentes e ocorréncia de resisténcia entre as diferentes espécies de
bactérias (Ex.: E. faecalis, M. tuberculosis, N. gonorrhoeae, P. pneumoniae e S.
aureus) (Min et al., 2007).

Uma bactéria € considerada resistente a um determinado antibiético,
quando é capaz de crescer, in vitro, em concentragdes mais altas do que a
maior concentracdo alcancada pela droga no sitio da infeccao (Tortora et al.,
2005; Trabulsi e Altherthum, 2005). Esta resisténcia € determinada pelo
genoma da bactéria, que codifica a expressdo de mecanismos biogquimicos
capazes de neutralizar os efeitos dos antibiéticos (Saunders, 1984).

O conceito de resisténcia é relativo e € definido em fungdo das
concentracdes terapéuticas possiveis de serem atingidas no sangue, que é
bastante inferior aquela alcancada em certos fluidos, secrecdes e tecidos (Ang
et al., 2004). Assim, uma bactéria pode ser resistente a concentracao da droga
no sangue, mas ser morta por esta mesma droga ao se localizar, por exemplo,
nas vias respiratorias, devido as mais altas concentracdes alcancadas neste
local. O contrario pode acontecer, quando uma bactéria sensivel se localiza em
uma area onde o antibiético ndo atinge uma boa concentragdo (Jacob et al.,
2004). Por exemplo, o tratamento de uma meningoencefalite meningocécica
com a eritromicina resulta em insucesso terapéutico, pelo fato desse macrolidio

nao atravessar, adequadamente, a barreira hematoencefalica e, assim, nao
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alcancar a concentracado suficiente para a cura da infec¢cdo (Erson, 2005;
Rolain e Rault, 2005).

As bactérias adotam mecanismos, a fim de sobreviverem a acao letal dos
antibidticos e quimioterapicos, que incluem a resisténcia, a tolerancia e a
persisténcia (Freitas et al, 1989; Van Assett et al., 1996). No caso da
resisténcia, a bactéria continua proliferando, isto €, mantém a mesma
velocidade de crescimento mesmo ao ser tratada com o antibiético. Na
tolerancia, o crescimento é inibido, mas o niumero de bactérias viaveis nao
sofre alteracao por longo periodo. De fato a bactéria desenvolve defesa apenas
contra o efeito bactericida do antibiotico onde, o sucesso terapéutico somente
sera alcancado quando a concentragdo do antibiético alcancar o valor da
concentracao minima bactericida (CMB), definida como a menor concentracao
do antibiético capaz de matar 99,9% das bactérias presentes. Finalmente, na
persisténcia, uma pequena fracdo da populagdo bacteriana submetida ao
tratamento ndo sofre o efeito bactericida do antibiético, independentemente de
seu mecanismo de acao (Jacoby, 2005; Erson, 2005; Rolain e Rault, 2005).

Esses trés mecanismos de defesa tém grande importancia clinica, uma
vez que, no caso da resisténcia, o fracasso terapéutico é total, restando, como
Unica opcao de tratamento, a substituicdo do antibiético por outro ao qual a
bactéria seja sensivel (Min et al., 2007). A persisténcia e a tolerancia sao
criticas nos casos em que o combate a infeccdo envolve pacientes

imunossuprimidos, como o0s aidéticos, nos quais o0 sucesso da
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antibioticoterapia depende, essencialmente, do efeito bactericida da droga.
Assim cessado o efeito inibitdério do antibiético ao qual a cepa € persistente ou
tolerante, a infeccdo recrudesce, face a inexisténcia das defesas do organismo

(Jacoby, 2005).
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1.4.2 — Resisténcia - Origem e Classificacao

Quanto a origem, a resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ser
classificada como natural ou adquirida (Levy, 1998). Resisténcia natural,
também dita intrinseca, estd associada ao cromossomo da bactéria e tem,
portanto, um carater hereditario transmitido as células filhas. Esta resisténcia é,
por conseguinte, uma caracteristica transmitida, verticalmente, as bactérias
descendentes, que sdo geradas sem a presencga dos receptores do antibiodtico
ou com a presenca de estruturas e mecanismos que impede a acao da droga
(Murray e Moellering, 1978). Sabidamente, a resisténcia natural a uma
determinada droga é uma caracteristica indispensavel a autodefesa dos
microorganismos produtores desta droga, geralmente utilizado frente a
competicdo com outras cepas pelo mesmo habitat (Aymes e Gemmell, 1997;
De Lima et al., 2005).

Se por um lado, a resisténcia natural ndo apresenta significado clinico
relevante, por ser previsivel e constante, bastando-se conhecer o espectro de
acao do antibidtico para evita-la; a resisténcia adquirida, ao contrario, é
responsavel por problemas médicos importantes, tendo em vista a larga
participagdo de microrganismos com sensibilidade modificada aos
antimicrobianos na etiologia das infeccdes (Freita. 1999; Rolain e Rault, 2005).
A resisténcia bacteriana adquirida a um ou mais antibiéticos consiste em uma
caracteristica nova, que é exibida por alguma célula da populacdo de uma

determinada espécie de bactéria. Estes exemplares (modificados) da
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populacdo bacteriana ndo respondem mais a acado de antibidticos que
continuam ativos contra o restante das bactérias presentes (Suassuna e

Suassuna, 1971).

1.4.3 - Resisténcias Simples, Multipla e Cruzada

A resisténcia pode ser denominada como: a) simples, quando a bactéria
resiste a acdo de um unico antibiético; b) mdaltipla, quando ha simultaneidade
de resisténcia a dois ou mais antibibticos; e ¢) cruzada, quando o mecanismo
bioquimico da resisténcia para um determinado antibi6tico se extende também
sobre outros (Jacob et al., 2004). Um exemplo classico da resisténcia cruzada
€ exibido pelo S. aureus a penicilina G, com a producdo da enzima beta-
lactamase, a qual hidrolisa 0 anel beta-lactdmico deste antibiético, tornando-o
inativo. Esta enzima, obviamente, também inativa outros antibiéticos portadores
do anel beta-lactamico como as cefalosporinas, carbapenens, cefamicinas,
oxacefens e monobactans (Rouveix, 2007).

Em sua grande maioria, os antibidticos, aparentemente, nao tém poder
mutagénico sobre cepas sensiveis ou resistentes. Entretanto, esses podem
selecionar as cepas resistentes ja presentes, ao matar as cepas sensiveis.
Alguns desses antibiéticos podem induzir a resisténcia em algumas espécies
de bactérias, tendo sido observado principalmente com os novos beta-
lactdmicos (cefalosporinas, carbapenens, etc.) (Majiduddin et al., 2002). Isto

resulta da inibicao da repressao génica e consequente producéao e liberacao de
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enzimas inativadoras dos antibiéticos. Dois tipos dessas enzimas sao descritos
na literatura: a) as constitutivas, cuja sintese independe da presenca do
antibidtico; e b) as induzidas, em que a sua sintese € desencadeada pela

presenca da droga (Murray e Morllering, 1978).

1.4.4 - Mecanismos Bioquimicos da Resisténcia Bacteriana

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antibiéticos por meio de
alguns mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura (Jacoby, 2005;
Hooper, 2005; Bomono e Szabo, 2006; Min et al., 2007) (Figura 5). Esses
mecanismos incluem:

a) modificagdo quimica do antibiético, através de enzimas especificas;

b) alteragéao do sitio de ligacao do antibiético;

c) substituicao do sitio de ligacao da droga;

d) diminuicao da permeabilidade ao antibiético;

e) aumento da sintese de substrato com o qual a droga compete;

f) efluxo do antibiotico, por intermédio de transporte ativo (Rouveix, 2007)

g) sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.

Esses mecanismos podem coexistir em uma mesma cepa bacteriana que,
ainda pode desenvolver resisténcia cruzada contra distintos antibi6ticos
(Neu,1992; Gold e Moellering, 1996; Russel, 2002; Chopra et al., 2002). A
resisténcia pode ser conseqiéncia da agao de outros fatores, como o sitio de

infeccdo onde se encontra a cepa bacteriana e a concentracao do antibiético.
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O uso inadequado de antibiéticos e a sobrevivéncia de bactérias em individuos
imunossuprimidos aumentam a exposicao das bactérias a esses antibidticos,
possibilitando também o surgimento de cepas resistentes (Chumpolkulwong et
al., 2004). Assim, dentre iniUmeras bactérias, uma pode sofrer mutacao
gerando cepas resistentes que podem ser selecionadas pelos antibidticos.
Estas cepas se multiplicam, podendo passar 0os seus genes de resisténcia
através de diferentes mecanismos genéticos de aquisicao (Figura 5 e Tabela 5)

(Chumpolkulwong et al., 2004; Fluit e Schmitz, 2004).

Bactéria Sensivel

Mutagao Selegao Aquisigdo
Cromossomial induzida por de Material
antibidticos Genético

Bactéria Resistente

e o
P - s B T

‘f Inativacéo/ rr
Modificagao =

Diminuigao da
permeabilidade

Efluxo

96092
J{ \

|I'IIE+'.‘.'E:'1EJ]'I - Tetracilina F:‘.i:‘:-_’ll‘.}llf:il.';i'L.'i

Figura 5 - Principais mecanismos envolvidos no processo de geragdao de

bactérias resistentes.
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1.4.5 - Mecanismos Genéticos de Transferéncia da Resisténcia
Bacteriana

A resisténcia bacteriana adquirida aos antibidticos é desenvolvida por
meio de mecanismos genéticos-bioquimicos basicos (Tabela 5), como a
mutacao, transducgdo, transformacdo, transposicdo e conjugacdo (Saunders,

1975 e 1984; Hashimoto, 1997).

Tabela 5: Principais mecanismos de aquisicao de resisténcia.

Mecanismo Atuacao Tipo de resisténcia

1 mutante a cada

Mutagao  400.,000.000 células simples
Transducao Bacteri6fago simples
Conjugacéao Plasmideo Multipla

1.4.5.1 - Mutacéo
A mutagédo é um fendbmeno decorrente de um grande numero de divisées
da célula bacteriana em um tempo reduzido (Erson, 2005; Rolain e Rault,
2005). Essa alta velocidade de divisdo pode levar a troca de bases no
processo de sintese do DNA, resultando na modificacdo das caracteristicas
genéticas da bactéria, que pode adquirir resisténcia aos antibiéticos. Neste tipo

de fenbmeno, a resisténcia € adquirida apenas para um tipo de antibibtico,
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sendo a bactéria mutante selecionada pela acao do préprio antibiético (Jacobs

et al., 2005).

1.4.5.2 - Transformacao

Esse mecanismo consiste na captagdo, por uma bactéria receptora, do
DNA proveniente do cromossomo ou de plasmideo liberado pela bactéria
doadora . Em condi¢des naturais, a transformacédo acontece quando a bactéria
doadora sofre uma lise e o seu DNA que é captado pela bactéria receptora
(Jacoby, 2005; Erson, 2005; Rolain e Rault, 2005). A transformacéo,
entretanto, € um mecanismo de pouca importancia clinica e baixa relevancia na
transferéncia da resisténcia em condicdes naturais, pois, para ela acontecer, é
necessario que a bactéria doadora apresente um estado de competéncia e
condicoes ambientais adequadas (Rouveix, 2007). A transformacao
habitualmente sb acontece entre bactérias da mesma espécie e tem sido
constatada entre hemdfilos, neissérias, estafilococos e estreptococos

(Saunders, 1984; Tortora et al., 2005).

1.4.5.3- Transducgéo
Esse mecanismo permite a transferéncia de genes da resisténcia de uma
bactéria para outra com a mediacdo de bacteriéfagos, sendo limitado a
bactérias da mesma espécie (Jacoby, 2005). A transducdo de genes
cromossémicos da resisténcia ndao apresenta importancia pratica, visto que,

apenas ocasionalmente, acontece a incorporacdo de fragmentos de DNA
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cromossémico com genes de resisténcia no fago. Além disto, se o fragmento
traduzido nao se combinar corretamente com o cromossomo da nova bactéria
infectada, ele podera ser hidrolisado ou permanecer no citoplasma sem se
replicar, vindo a desaparecer com a continua multiplicacdo da bactéria
(Rouveix, 2007).

A transducado por plasmideo € o principal mecanismo de aquisicao de
resisténcia dos estafilococos, podendo, esta resisténcia, ser simples, quando o
plasmideo apresentar apenas um gene determinante desta caracteristica (Ex.:
contra a penicilina G); mas também podera ser mdultipla, desde que o
plasmideo carregue os genes mediadores correspondentes (Ex.: contra a
canamicina, eritromicina, penicilina e tetraciclina). Além disto, os estafilococos
podem incorporar diversos plasmideos contendo genes diferentes, ja tendo
sido descrito casos de até 40 copias de um pequeno plasmideo em uma Unica

célula (Saunders, 1984).

1.4.5.4 - Conjugacao
Esse mecanismo de transferéncia de uma bactéria viavel para outra,
mediado por uma organela denominada fimbria sexual ou pili sexual
(Srinivasan et al., 2002). Na auséncia do pili sexual, o contato célula-célula é
feito através de proteinas especiais denominadas adesinas. O pili € parte da
bactéria doadora, que possui um plasmideo conjugativo, responsavel pela

resisténcia conferida a célula receptora . O plasmideo é replicado na bactéria
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doadora (F*) e a sua cépia, que é filamento simples de DNA, é passada para a
bactéria Receptora (F), assim denominada pela auséncia do plasmideo,
formando uma célula filha (F*) (Min et al., 2007) (Tabela 5). A célula filha pode
entdo incorporar o plasmideo ao seu cromossomo em um processo de
recombinacdo génica e passar 0 plasmideo incorporado com pedacos de

cromossomo para outra bactéria (Neu, 1992).

1.4.5.5 - Transposicao

Este mecanismo consiste na transferéncia de genes de um plasmideo
para outro, para 0 cromossomo ou para um bacteriéfago (Srinivasan et al.,
2002). Esta transferéncia é feita por meio de uma molécula de DNA (plasmideo
ou cromossomo) para outra (plasmideo ou fago). Ao contrario dos plasmideos,
os transposons ndo sao auto-replicaveis, por isto, eles devem permanecer
como parte de um replicon funcional (DNA que se auto-replica), como 0s
plasmideos, os bacteridfagos ou o cromossomo da célula (Saunders, 1975). Os
transposons incorporados em plasmideos ou no cromossomo bacteriano
podem se manter estaveis e serem duplicados juntamente com o DNA receptor

(Bomono e Szabo, 2006; Min et al., 2007).

1.4.6 — Situacdo Atual da Resisténcia
A evolugao das cepas de bactérias resistentes e multirresistentes, através
da histéria tem sido rapida e preocupante. O surgimento destas cepas se

iniciou em 1944, nos Estados Unidos, quando foi registrado o primeiro caso de
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resisténcia a penicilina em Staphylococcus sp. em ambiente hospitalar (Erson,
2005; Rolain e Rault, 2005). Recentemente, a existéncia de uma cepa de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA —meticillin resistant S. aureus), um dos
antibioticos clinicos utilizados atualmente, foi descrita nos Estados Unidos
(Srinivasan et al., 2002). Esta resisténcia ocorre pelo processo de conjugacao,
em que houve a troca de genes com uma cepa de Enterococcus resistente ao
glicopeptidio vancomicina (VRE — Vancomycin Resistant Enterococcus) dando
origem a uma cepa multiresistente a meticilina e a vancomicina (MuRSA -
Multirresistant S. aureus) (Srinivasan et al., 2002; Rouveix, 2007) e de forma
ainda mais critica, a cepa de Enterococcus dependentes da vancomicina (VDE
— Vancomycin Dependent Enterococcus) (Srinivasan et al., 2002; Min et al.,
2007).

Apesar da grande diversidade de estruturas quimicas e diferentes
mecanismos de acao dos antibidticos, o tratamento de infec¢des causadas por
bactérias resistentes tem sido cada vez mais dificil (Nettey et al., 2007). Nao
ha, atualmente, um Unico antibiético em uso clinico, contra o qual ndo exista,
pelo menos, uma cepa a ele resistente, sendo o sucesso no combate as
infeccbes bacterianas e o controle sobre o aparecimento de bactérias
resistentes, dependente do emprego criterioso dos antibiéticos, quimioterapicos
e da descoberta de novos medicamentos que possam ser disponibilizados para
uso em hospitais e na comunidade (Erson, 2005; Rolain e Rault, 2005; De Lima

et al., 2005).
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1.5 — Fontes de Novos Prototipos de Antibiéticos

A busca por novos antibiéticos pode permitir uma melhoria no tratamento
de infeccbes por organismos patogénicos resistentes aos antibidticos
convencionais, onde estas cepas sao debilmente controladas por poucos
antibiéticos, contra os quais pode, rapidamente, surgir um processo de
resisténcia. Com isto, novas fontes para a descoberta de prototipos de
antibiéticos, sejam essas de origem vegetal ou animal ou mesmo sintética, sdo

de grande interesse para a comunidade mundial (WHO, 2007).

1.5.1 — Moléculas de Origem Sintética

1.5.1.1 - Sistemas Tienopiridina e Pirazolopiridina

A Linezolida (Zyvoxid) é uma droga de escolha médica para o
tratamento de infeccdes associadas a Enterococcus faecium resistentes a
vancomicina e na aquisicao de infecgdes hospitalares causadas por S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) (Figura 7). Entretanto, a toxidade e emergentes
casos de resisténcia, prolongam o tratamento, podendo torna-lo ineficaz
(Lohray et al., 2004). Recentes descobertas ddo conta de que a fusdo com anel
tienopiridina  origina derivados que apresentam atividade semelhante ao

Linezolida contra S. aureus in vitro (Lohray et al., 2004).
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Figura 6: Estrutura do Linezolida.

A literatura sobre derivados tienopiridina também descreve diversas
atividades bioldgicas incluindo a antimicrobiana (Klemm et al, 1969, El-
Abadelaha et al., 1998; Lohray et al., 2004; Al-Huniti et al., 2007). Estes
estudos incluem derivados do tetraidrotienopiridinil oxalidinona semelhante a
Linezolida mostraram atividades antibacterianas contra Bacillus pumilus, B.
cereus, Staphylococcus. aureus, Staphylococcus epidermidis e E. faecalis
(Lohray et al., 2004). Alguns derivados do acido 4-oxothienol[2,3-b]piridina-5-
carboxilico também tem exibido boa atividade contra cepas de S. aureus
ATCC, S. faecalis ATCC, E. coli ATCC, K. pneumonia ATCC, E. cloacae ATCC,
P. mirabilis e P. aeruginosa ATCC (El-Abadelaha et al., 1997).

Quanto ao sistema 1H-pirazolo[3,4-b]piridina, alguns artigos da literatura,
que tratam da quimica e das aplicacoes bioldégicas do sistema, descrevem
diversas atividades como inibidor da Xantina Oxidase (Chu et al., 1975;

Jacobson et al., 1992) e na quimioterapia de alguns tumores (Bare et al.,
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1989). Outros derivados se apresentam ainda eficazes como vasodilatadores e
consequente potencial no tratamento da disfuncao erétil (Yu et al., 2001).

Com base em dados da literatura, varios sistemas heterociclicos tém sido
sintetizados pelo grupo da professora Dr? Alice Bernardino do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense, incluindo os sistemas tieno-
piridinas e pirazolo-piridinas (Figura 6), tendo gerado derivados com diferentes
atividades incluindo a acdo antiparasitaria (De Mello, 1999; Schenone et al.,
2001). Os derivados do sistema 1H-pirazolo[3,4-b]piridina foram capazes ainda
de inibir a atividade das enzimas trascriptase reversa (RT) do virus HIV tipo 1
(Bernardino et al., 1996), bem como apresentaram atividade frente aos virus
HSV e Vaccinia e atividade antileishmania (Azevedo et al., 2002; De Mello et
al., 2004). Estes resultados denotam o potencial promissor destas séries a ser

verificado também para atividade antibiética.

Figura 7: Sistemas heterocicliclos tienopiridina (A) e pirazolopiridina (B).

47



1.5.2 — Moléculas de Origem Animal

1.5.2.1 - Venenos de Serpentes

Existem, em todo o mundo, cerca de 2.800 espécies de serpentes e
dentre estas, aproximadamente trezentas sdo identificadas no Brasil como
espécies peconhentas. Os acidentes com serpentes se constituem em um
grave problema de salude publica para o nosso pais, devido a incidéncia, a
gravidade e as sequelas deixadas nos acidentados (Fry e Wuster, 2004).

A herpetofauna brasileira possui duas familias reconhecidamente
peconhentas, a familia Viperidae e a Elapidae. A familia Elapidae engloba o
género Micrurus, responsavel por apenas 0,3% dos acidentes ofidicos,
enquanto a familia Viperidae, que inclui os géneros Bothrops, Crotalus e
Lachesis, esta envolvida em 80% dos acidentes brasileiros com serpentes

peconhentas (Tabela 7) (Fry e Wuster, 2004).

Tabela 7: Distribuicido dos acidentes ofidicos no Brasil, segundo o género da

serpente. Fonte: Ministério da Saude/Fundacdo Nacional de Saude. Brasilia

(2001).
Acidentes

Género Ne %
Bothrops 59.619 73,1

Crotalus 5.072 6,2

Lachesis 939 1,1

Micrurus 281 0,3
Nao informados 13.339 16,3

N&o pegonhentos 2.361 3,0
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Os acidentes laquéticos sdo acarretados pelas serpentes conhecidas
popularmente como surucucu, surucutinga e pico-de-jaca, tendo como
representante a espécie Lachesis muta. Seu veneno € semelhante ao da B.
jararaca, e casos escassos de envenamento sao relatados na literatura sendo
comumente confundido com os de Bothrops jararaca e Bothrops atrox (Brasil,
2001; Monteiro et al., 1996).

Os venenos de serpentes podem apresentar enzimas proteoliticas,
nucleases, oxidases, miotoxinas, hemotoxinas, neurotoxinas, fosfatidases,
além de proteinas e peptideos com outras atividades bioldgicas (Figura 8) (Fuly
et al., 2000; De Lima et al.,, 2005, Berlanga, et al., 2007). Os venenos de
serpentes podem variar ainda de acordo com o género, a espécie, a idade e 0
ambiente em que habita (Tu et al., 1988; Heise et al., 1995; Monteiro et al.,
1998, Castro et al., 1999). Assim, eles podem ter acao proteolitica, causando a
necrose do tecido; coagulante, agindo sobre o fibrinogénio; agregante de
plaguetas; hemorragica, pelo consumo de fibrinogénio sangulineo, litica de
vasos € membranas, pela acao de fosfolipases e miotoxinas; dentre outras
(Figura 8).

Estudos envolvendo o isolamento de diversas moléculas com diferentes
atividades biologicas presentes nos venenos de serpentes estimulam a busca
de componentes antibacterianos (De Lima et al., 2005). Entretanto, a literatura
existente nesta area descreve, principalmente, a identificacido de enzimas do

tipo fosfolipases, que apresentam efeito litico sobre os fosfolipidios da
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membrana plasmatica das bactérias e enzimas e enzimas oxidantes (L-
monooxidase), que atuam sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

(De Lima et al., 2005).
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De fato, os primeiros relatos sobre a atividade antibacteriana em venenos
de serpente foram feitos em 1948 e 1968, envolvendo serpentes das familias
Elapidae e Viperidae (Talan et al., 1991; Blaylock, 2000). Os venenos de
Viperidae testados, na maioria do género Crotalus, mostrou uma atividade
antibiética contra cepas de Sarcina e E. coli (Yan et al., 2000; Rowan et al.,
2004; Stabeli et al., 2004). Devido aos poucos relatos na literatura, os venenos
de serpentes da familia Viperidae (Agkistrodon rhodostoma, B. jararaca, B.
atrox e Lachesis muta) ainda se apresentam como fontes promissoras para a
identificacdo de moléculas apresentando atividade antimicrobiana que pode

incluir peptideos com potencial terapéutico (De Lima et al., 2005).

51



2 - OBJETIVOS
2.1 - Geral

Identificar novas fontes de origem sintética ou animal para a procura de
novos proto6tipos de antibidticos. Para isto foram testados: a) compostos de
origem sintética derivados dos sistemas tienopiridina e pirazolopiridina
sintetizados pelo grupo da professora Dr? Alice Bernardino do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense; e b) materiais de origem animal,
representados por quatro venenos de serpentes da familia Viperidae (A.

rhodostoma, B. jararaca, B. atrox e L. muta).

2.2 - Especificos

- Determinagdo do perfil antibidtico dos derivados sintéticos e material
biologico (venenos) frente a cepas Gram-positivas e Gram-negativas de
bactérias isoladas de pacientes do Hospital Universitario Anténio Pedro
(HUAP).

- Determinacdo das Concentracées Minimas Inibitérias (CMIs) para os
materiais que apresentarem perfil antibiético (Halo>15mm) frente as cepas
testadas.

- Comparacédo dos valores de CMI dos derivados sintéticos e material
biologico (venenos) com antibidticos utilizados comercialmente para avaliagéo

do potencial como protétipo de novos antibioticos.

- Andlise da relagdo estrutura-atividade dos derivados sintéticos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Bactérias e Condicoes de Crescimento.

As cepas clinicas utilizadas foram fornecidas pelo Hospital Antonio Pedro
(HUAP) a partir da coleta dos pacientes. As cepas foram identificadas pelos
métodos microbiolégicos e bioquimicos tradicionais, com excecao da
Staphylococcus aureus 25923, que é uma cepa de referéncia (ATCC). Os
testes microbiologicos foram realizados com bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. No estudo dos derivados foram utilizadas 14 cepas dentre as
bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis 01, Staphylococcus aureus
8148, Staphylococcus aureus 8380, Staphylococcus epidermidis 201,
Staphylococcus epidermidis 8126, Staphylococcus aureus ATCC 25923) e
Gram-negativas (Serratia marscescens 204, Proteus mirabilis 464,
Pseudomonas aeruginosa 36408, Enterobacter cloaceae 6964, Acinetobacter
calcoaceticus 01, Klebsiella pneumoniae 6891, Escherichia coli 635,
Escherichia coli 36571). Na avaliacdo dos venenos, as 13 cepas utilizadas
foram E. faecalis 1311, S. epidermidis 1140, S. epidermidis 1120, S. aureus
1218, S. aureus 1230, dentre as bactérias Gram-positivas e S. marcencens
2628, P. mirabilis 2214, P. aeruginosa 2112, E. cloacae 2432, A. calcoaceticus
2330, K. pneumoniae 2371, E. coli 2717, E. coli 2510 dentre as bactérias

Gram-negativas.
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As bactérias foram cultivadas no meio contendo bactopeptonas (1%);
extrato de |évedo (1%); cloreto de sdédio (0,38%); NaHPO42H,O (0,11%) e
(2%) de agar-agar para a preparacdo de meio solido, que foi autoclavado a
120°C sobre a pressao de 1 atm, durante 30 minutos. Nestas condigdes, o
meio apresenta um pH de 7.4 e todos os reagentes utilizados foram oriundos

da Sigma (St. Louis, MO, USA) ou da Merk (Darmstad, Germany,).

3.2 - Preparacao das Solucoes-estoques dos Materiais.

3.2.1 Material de Origem Sintética.

As solucdes-estoque (5mg/mL) dos 67 derivados pirazolopiridina (n=26) e
tienopiridina (n=41) sintetizados pelo grupo da Dra. Alice Bernardino do
Instituto de Quimica-UFF (Tabela 6) foram preparadas em dimetilsulféxido

(DMSO) obtido da Merk (Darmstad, Germany).

3.2.2 - Material de Origem Animal.

Venenos das espécies Agkistrodon rhodostoma, B. jararaca, Bothrops
atrox e Lachesis muta pertencentes a familia Viperidae foram obtidos da
Sigma (St.Louis MO, USA). Os venenos brutos foram diluidos em agua
destilada e deionizada em uma concentracdo de 5mg/mL, sendo manipulados
em condicoes de baixa temperatura (banho de gelo) e utilizados logo apés a

diluigéo.
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Tabela 6 : Sistemas pirazolopiridina e tienopiridina sintetizados pelo grupo da
Dra Alice Bernardino-1Q-UFF.

SUBSTITUINTES
SISTEMA ESTRUTURA NOME (Rnaposicaitopou N

A Acidos 4-
N (fenilamino)tieno[2, R =CH;, OCH;, NO,,
COooH 3-blpiridina-5- F.Cl,BrH. 13
s carboxilicos
o :
Nig (fenilamino)tieno[2,3- R =CHs;, OCHs, NO,,
/f\jm blpiridina-5- F .l BrH.
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R@ ] 5-(4,5-dlidro-1H-
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S
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N
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3.3 - Antibiograma qualitativo - Teste de difusdao em disco.

3.3.1 - Preparacao dos Discos de Papel
3.3.1.1 - Material de origem sintética.
Discos de papel Whatman n®1 (5mm de diametro) foram embebidos com
iml da solugcédo-estoque dos derivados de tienopiridina e pirazolopiridina
(5mg/mL) e colocados sobre o meio de Mueller Hinton (sélido), em placa
previamente inoculada com as bactérias, para realizacdo do teste de difusdo

(Antibiograma Qualitativo) descrito na préxima secgéao.

3.3.1.2 - Material de origem animal
Devido a alta atividade proteolitica dos venenos, discos de papel
Whatman n®1 (5mm de didmetro) foram preparados com solucao-estoque dos
venenos de serpentes (5mg/mL) diluidos na hora. O veneno mantido em banho
de gelo, foi pipetado diretamente sobre os discos (5uL). Os discos foram
fixados sobre o meio de Mueller Hinton, previamente inoculado com as

bactérias, para a realizacdo do teste de difusdo descrito na proxima secéo.

3.3.2 Controles experimentais
Antibidticos clinicos (ciprofloxacina, vancomicina, oxacilina, penicilina G,
ampicilina e cloranfenicol) foram utilizados em condi¢des idénticas as utilizadas

com as drogas, como controles positivos ao longo deste estudo, visto que as
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cepas testadas eram sensiveis aos mesmos. Agua destilada e DMSO foram

utilizados como controles negativos.

3.3.3 - Procedimento completo do Antibiograma Qualitativo (Teste de
Difusdo em Discos)

Uma cultura bacteriana com 5 horas de crescimento & 37°C (~1,0 x 10°
ufc/mL) foi diluida 1:100 em solucéo salina 0,85%. Uma aliquota de 0,3mL foi
entdo semeada sobre a superficie do meio agar Muller Hinton nas placas de
Petri as quais foram incubadas a 37° por 30 minutos. Em seguida, 4 discos
foram depositados por placa que foram incubadas a 37°C por 24 horas (Figura

9).

Plaqueamento

Agar
‘ Bactéria — :
H.U.
Antonio

Screening Compostos e Controle Halo= atividade

B

Figura 9 - Teste de difusdo em discos. A) Etapas de realizacdo do teste, B)

Placa contendo resultado positivo de um antibiético padrdo com um halo
identificado.

A sensibilidade foi determinada através da medida do didmetro do halo

de inibicdo de crescimento, em ensaios repetidos no minimo trés vezes, onde

57



halos >15mm foram considerados halos de inibigdo significativa, como descrito
por Oliveira et al., 2001.

3.4 — Antibiograma Quantitativo para a Determinacao da Concentracao
Minima Inibitéria (CMI).

A CMI foi determinada através da técnica de macrodiluicao utilizando trés
séries. O primeiro tubo de cada série continha 1mL de meio sem o inéculo e
com a droga a ser testada; os demais tubos continham apenas 0,5mL de meio
estéril onde foi realizada uma diluicdo seriada a metade. Em seguida, 0,5mL de
meio inoculado com bactérias (1,0 x 10° ufc/mL), gerado a partir de uma cultura
de 5 horas de crescimento e diluida a 1:104 no meio, foi colocado em cada
tubo e o ensaio conduzido como descrito por Oliveira et al., 2001. Apos 24
horas de incubacao a 37°C, a CMI foi definida como a menor concentragéo da
droga que inibe completamente o crescimento visivel da cultura (Figura 10).
Trés controles foram usados no experimento, que incluiram o meio puro, 0

meio com DMSO e o meio com o inoculo.

Controle Meio 0 112 114 1i8 1/16 1132 1164 11128
+ 2

I | S V. N NS TS| S| G SRS

Figura 10 - Antibiograma quantitativo por macrodiluicdo, mostrando
crescimento bacteriano a partir do quinto tubo de diluicdo, determinando a

diluicdo de 1/4 como CMI.
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Para a determinacdo do CMI dos compostos de origem animal foram
usadas concentracdes iniciais de 832ug/mL (B. jararaca) e de 512ug/mL
(Agkistrodon rhodostoma Bothrops atrox e Lachesis muta). Para a
determinacdo do CMI dos compostos de origem sintética, foram usadas

concentracodes iniciais de 1024ug/mL para todos os compostos testados.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Material de origem sintética.

4.1.1 - Sistema tienopiridina

No presente estudo, quatro séries formadas por 41 compostos gerados a
partir de substituicdes nas posicoes para e meta foram testadas nos ensaios de
antibiograma qualitativo frente a 14 cepas Gram-positivas (E. faecalis, S.
aureus, S. aureus ATCC e S. epidermidis) e Gram-negativas (A. calcoaceticus,
E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa e S.
marcescens). Os resultados de cada uma destas séries serdo apresentados a

sequir.

4.1.1.1 - Derivados acidos 4-(fenilamino)tieno[2, 3-bjpiridina-5-
carboxilicos
Esta série se caracterizou pela presenca do sistema tienopiridina e um
radical carboxilico, por modificacées nos padroes de polaridade, tamanho e
eletronegatividade. Nesta molécula foram feitas modificacbes nas posicoes
meta e para formados pelos substituintes CHs, OCH3, NO,, F, Cl , Br ou H,
dando origem a 13 derivados.
Os resultados mostram que os 13 derivados acidos testados frente a 14
cepas nao foram capazes de inibir o crescimento no ensaio de antibiograma

qualitativo comparados aos controles oxacilina e ciprofloxacina (Tabela 8).
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Tabela 8 - Antibiograma qualitativo dos derivados acidos 4-(fenilamino)tieno[2, 3-
blpiridina-5-carboxilicos.

Acidos 4-(fenilamino)tieno[2, 3-b]piridina-5- Derivados - R
carboxilicos 101 -H
103 - m-CHj;3
104 - p-CH3
R 106 - m-OCH3
/H 107 - p-OCH3
N 109 - m-NO;
110 - p-NO,
/ COOH 112 - m-F
113 - p-F
115 - m-Cl
S Z 116 - p-Cl
118 - m-Br
119 - p-Br

Sensibilidade (halos em mm)

Bactérias clinicas

E. faecalis 01 o 0o 0 0 0 O O O O o0 0 0 O 17

S. aureus 8148 c 0 o0 o o O O O O 0 0 o0 o0 19

S. aureus 8380 o o 0 0 O O O O o 0 o0 o0 O 17

S. epidermidis 201 o 0 0 o o O O O O 0 0 o0 O 19

S. epidermidis8126 0 0 0 0 0 0 O 0 O 0 0 0 O 17

S.aureusATCC25923 0 0 0 O O O O O O O o0 O0 O 19
Ciprofloxacina

S. marcescens 204 6o o o0 o0 O O O o o0 o0 o0 o0 o 26

P. mirabilis 464 c 0 o0 o o O O O O 0 0 o0 O 39

P. aeruginosa36408 0 0 0 O O 0 O O O O 0 0 O 26

E. cloacae 6964 o 0 o0 o o O O O O 0 0 o0 O 27

A. calcoaceticus 01 o o o o0 O O O o o o0 o0 o0 o 23

K. pneumoniae6891 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O O 0 O 26

E. coli 635 c 0 o0 o o O O O O 0 0 o0 o0 25

E. coli 36571 o o 0 0 O O O O o 0 o0 o0 O 25

4.1.1.2 - Derivados. 4-(fenilamino)tieno[2,3-b]piridina-5-carbonitrilas
Com o objetivo de melhorar o perfil antibiético da estrutura original, foram
feitas modificacoes estruturais em relacao aos acidos 4-(fenilamino)tieno[2, 3-

blpiridina-5-carboxilicos, onde foi mantida a liberdade conformacional e o
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sistema tienopiridina e substituido o radical carboxilico pela carbonitrila. Nesta
molécula foram feitas modificacdes nas posicbes meta e para formados pelos
substituintes CH3, OCH3, NO,, F, Cl , Br ou H, dando origem a 13 derivados
(Tabela 9).

Tabela 9 - Antibiograma qualitativo dos derivados 4-(fenilamino)tieno[2,3-b]

piridina-5-carbonitrilas.

Derivados - R
4-(fenilamino)tieno[2,3-b]piridina-5-carbonitrilas 201 -H
203 - m-CHjs

204 - p-CHs

206 - m-OCHj

RO\ /H 207 - p-OCHs
N 209 - m-NO,

CN 210 - p-NO,

212 - m-F

213 - p-F

S NZ 215 - m-Cl
216 - p-Cl

218 - m-Br

219 - p-Br

Sensibilidade (halos em mm)

Bactérias clinicas

E. faecalis 01 o 0 0 o0 O o o0 o o o0 0 0 O 17

S. aureus 8148 c o o o0 O O O O o o0 o0 0 O 19

S. aureus 8380 c o o o0 O O O O o0 o0 o0 0 O 17

S. epidermidis2z01 0 0 0 0 O O 0 O 0 O O 0 O 19

S. epidermidis8126 0 0 0 O0 0 0 0 O 0 O O 0 O 17

S.aureusATCC25923 0 0 O O O O O O O 0 0 0 O 19
Ciprofloxacina

S.marcescens204 0 0 0 O 0 O 0 O 0 0 0 0 O 26

P. mirabilis 464 c o o0 o0 O O O O o0 o0 o0 0 O 39

P. aeruginosa36408 0 0 0 0 0 0 O O O O 0 O O 26

E. cloacae 6964 c o o o0 O O O O o0 o0 o0 0 O 27

A. calcoaceticus 01 c o o o0 O O O O O o0 o0 0 O 23

K. pneumoniae6891 0 0 0 O 0 O O O O O O 0 O 26

E. coli 635 c o o o0 O O O O O o0 o0 0 O 25

E. coli 36571 c o o o O O O O o0 o0 o0 0 O 25
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Os derivados 4-(fenilamino)tieno[2,3-b] piridina-5-carbonitrilas testados

frente a 14 cepas também néo apresentaram resultados positivos (Tabela 9).

4.1.1.3 - Derivados.5-(4,5-diidro-1H-imidazol-2-il)-4-(fenilamino)tieno [2,3

-bjpiridinas

Novas modificacées estruturais foram feitas em relacao aos acidos 4-
(fenilamino)tieno[2, 3-b]piridina-5-carboxilicos onde um imidazol foi adicionado
em substituicdo ao radical carboxilico, com a finalidade de melhorar a atividade
biol6gica da molécula (Tabela 10). Nesta molécula foram feitas modificagbes
nas posicoes meta e para formados pelos substituintes CH3, OCH3, NO,, F, ClI,
Br ou H, dando origem a 13 derivados.

Os dados mostram que a substituicdo pelo grupo imidazol foi comparavel
aos grupamentos carboxilico e carbonitrila, onde os derivados testados frente a

14 cepas nao apresentaram resultados positivos (Tabela 10).

4.1.1.4 - Derivados Benzo[b]tieno[3,2-h]-1,6-naftiridinas

Com a finalidade de verificar a importancia da liberdade conformacional
das moléculas sintetizadas, derivados naftiridinicos rigidos foram propostos,

sendo introduzidos dois anéis ao sistema tienopiridina.
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Tabela 10 - Antibiograma qualitativo dos Derivados.5-(4, 5-diidro-1H-imidazol-
2-il)-4-(fenilamino)tieno[2,3-b]piridinas.

5-(4,5-diidro-1H-imidazol-2-il)-4- Derivados - R
(fenilamino)tieno[2,3-b]piridinas 601 -H
603 - m-CHs
604 - p-CHs
606 - m-OCH;
R 607 - p-OCH,
609 - m-NO,
N )NO 610 - p-NO,
N 612 - m-F
H 613 - p-F
615 - m-Cl
616 - p-Cl
618 - m-Br
619 - p-Br

7]
S

A/

Bactérias clinicas Sensibilidade (halos em mm)

E. faecalis 01 o 0 0 o0 o o o o o o o0 0 O 17

S. aureus 8148 o o o o0 o o o0 o 0 o 0 o0 o0 19

S. aureus 8380 o 0 0 o0 o o o o o o o0 o0 O 17

S. epidermidis 201 o o o0 o0 o o o0 o 0 o 0 o0 o0 19

S. epidermidis812z6 0 0 0 0 O 0 O O O O 0 0 O 17

S.aureusATCC25923 0 0 0 O O O O O O O o0 0 O 19
Ciprofloxacina

S. marcescens 204 o 0 o o o o0 o0 o0 o0 o0 o0 o0 o0 26

P. mirabilis 464 o o o0 o0 o o o0 o 0 o0 0 o0 o0 39

P. aeruginosa36408 0 0 0 0 O O O O O O O 0 O 26

E. cloacae 6964 o 0 0 o0 O o o o o o o0 0 O 27

A. calcoaceticus 01 o o 0 0 o o o0 o 0 o 0 o0 o0 23

K. pneumoniae6891 0 0 0 0 0 O 0 O O O O 0 O 26

E. coli 635 o o o0 o0 o o o0 o 0 o0 0 o0 o0 25

E. coli 36571 o o o0 o0 o o o0 o 0 o0 0 o0 o0 25
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Na estrutura naftiridinica foi utilizado apenas um substituinte (CHs) nas

posicdes meta ou para, dando origem a 2 derivados (Tabela 11).

Tabela 11 - Antibiograma qualitativo dos derivados Benzo[b]tieno[3,2-h]-1,6-

naftiridina.
Benzo[b]tieno[3, 2-h]-1,6-naftiridinas

H — Derivados - R
' S

N XN 03 - m-CH,q

| N 04 - p-CH3
R N
O

Sensibilidade (halos em mm)

Bactérias clinicas

03 04 Oxacilina

E. faecalis 01 0 0 17
S. aureus 8148 0 0 19
S. aureus 8380 0 0 17
S. epidermidis 201 0 0 19
S. epidermidis 8126 0 0 17
S. aureus ATCC 25923 0 0 19

Ciprofloxacina
S. marcescens 204 0 0 26
P. mirabilis 464 0 0 39
P. aeruginosa 36408 0 0 26
E. cloacae 6964 0 0 27
A. calcoaceticus 01 0 0 23
K. pneumoniae 6891 0 0 26
E. coli 635 0 0 25
E. coli 36571 0 0 25

Os 2 derivados naftiridinicos testados frente a 14 cepas ndo apresentaram

atividade antibacteriana comparado aos controles utilizados (Tabela 11).
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4.1.2 — Sistema pirazolopiridina

Devido aos resultados negativos que foram obtidos com a manutencgéo do

sistema tienopiridina, este sistema foi substituido pelo sistema pirazolopiridina.

4.1.2.1 — Derivados 3-Fenil-3H,11H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinas
As moléculas geradas nesta série mantiveram a rigidez conformacional da
naftiridina com os substituintes CH3, OCHz, NO,, F, Cl, Br ou H nas posicdes
meta ou para, dando origem a 13 derivados (Tabela 12).
Os derivados testados frente as 14 cepas nao apresentaram resultados
positivos, de forma similar ao que vimos anteriormente com a série

benzo[b]tieno[3,2-h]-1,6-naftiridina (Tabela 12).

4.1.2.1 — Derivados Acidos 4-[(metilpiridin-2-il)amino]-1-fenil-1H-pirazolo[3,4-
bjpiridina-5-carboxilico

No intuito de realizar uma comparacdao com o sistema tienopiridina e
considerando ainda a importancia da rigidez conformacional, foram feitas
novas mudancas na estrutura molecular da série pirazolopiridina que
permitiram uma liberdade conformacional, associada a presenca de um radical

carboxilico ligado ao heterociclo.
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Tabela

12-

benzo[b]pirazolo [3,4-h]-1,6-naftiridinas

Antibiograma  qualitativo

dos

derivados

3-Fenil-3H,11 H-

3-Fenil-3H,11 H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-

1,6-naftiridinas

R1

R2

/N\
. N=Ph

Derivados - R
20 -H
23 - m—CH3
24 - p-CH;
26 - m-OCHjs
27 - p—OCH3
29 - m-NO,
30 - p-NO,
32 -m-F
33 -p-F
35 - m-Cl
36 - p-Cl
38 - m-Br
39 - p-Br

Bactérias clinicas

Sensibilidade (halos em mm)

20 23 24 26 27 29 30 32 33 35 36 38 39  Oxacilina

E. faecalis 01 0 000 0O O0OOOTUOU OO OTU O0ODTOWO 17
S. aureus 8148 0 00000 OOO0OOTUOTU OO 19
S. aureus 8380 0 0000 O OO0OO0OOTUOTU OO 17
S. epidermidis 201 0 0000 O OO0OO0OOTUOTUODTWO 19
S. epidermidis8126 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 O O 17
S.aureus ATCC25923 0 0 0 0 0 0 0 O O O O O O 19

Ciprofloxacina
S. marcescens 204 0 00000 O O0OOOTO0OTUO0ODTO 26
P. mirabilis 464 0 0000 O OO0OO0OOTUOTU OO 39
P. aeruginosa36408 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O O O O 26
E. cloacae 6964 00000 O OO0OO0ODOTUOTGODTWO 27
A. calcoaceticus 01 0 00000 OOO0OOTUO OTG DO 23
K. pneumoniae6891 0 0 0 0 0 0 0 0 O O O 0 O 26
E. coli 635 0 00000 O OO0OOTUOTU OO 25
E. coli 36571 0 0000 O OO0OO0OOTUOTG OO 25
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Nesta estrutura acida foram feitas modificacdes nas posicdes meta e para

originando 13 derivados formados pelos substituintes CHs, OCHz, NO,, F, Cl e

Br (Tabela 13).

Tabela 13- Antibiograma qualitativo dos derivados acidos 4-[(Metilpiridin-2-

illamino]-1-fenil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina-5-carboxilico.

4-[(Metilpiridina-2-il)Jamino]-1-fenil-
1 H-pirazolo[3,4-b]piridina-5-carboxilico

Derivados - R

AM17 -H
AM 19 - m-CH;
@ AM 20 - p-CHj3
R AM 22 - m-OCHs;
N/H AM 23 - p-OCHj
AM 25 - m-ClI
AM 26 - p-ClI
N AM 29 - m-NO,
N P AM 30 - p-NO,
N N AM 54 - m-F
AM 59 - p-F
AM 63 - m-Br
AM 64 - p-Br
. . Sensibilidade (halos em mm)*
Bactérias clinicas 1719 20 22 23 25 26 29 30 54 59 63 64 Oxaciina
E. faecalis 01 o 0o 0 0 00 0 0 0O 0 0 o000 17
S. aureus 8148 o 8 0 10 0 8 0 0O O 11 0 100 19
S. aureus 8380 o 0o 0 0o 0 80 0 0 0 090 17
S. epidermidis 201 0 16 0 15 0 17 0 12 0 20 0 17 10 19
S. epidermidis8126 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0O 17
S.aureus ATCC25923 0 0 0 0 O 0 0 0 00 19
Ciprofloxacina
S. marcescens 204 c 0o 0o 0o 00 0 O 0O 0 0wo0°WO 26
P. mirabilis 464 o 0o 0 0 000 0 0O 0 0 o000 39
P. aeruginosa36408 0 0 0 0 O O O O O O O O O 26
E. cloacae 6964 0o 0o 0 0 00 0 O O OTO0OTUO0OTO 27
A. calcoaceticus 01 o 0o 0o 0o 00 0 0 0O 0 0wO0°wO 23
K. pneumoniae6891 0 0 0 0 O O 0 O O O O O O 26
E. coli 635 o 0o 0 0o 000 0 0O 0 0 0°wWO 25
E. coli 36571 o 0o 0 0 00 0 0 0O 0 000 25
*Teste positivo, quando o halo 215mm
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Destes derivados, os compostos apresentando substituicdes em meta
(AM19, AM22, AM25, AM54 e AM63) apresentaram resultado significativo (halo

>15mm) frente as cepas S. epidermidis 201, exceto AM29 (Tabela 13).

4.1.3 — Antibiograma quantitativo e comparagdo com o0s antibioticos de
clinicos para a verificagdo do potencial antibacteriano.

O antibiograma quantitativo para a determinagcdo da Concentracao Minima
Inibitéria (CMI) frente a cepa S. epidermidis 201 foi realizado apenas com os
derivados 4cidos 4-[(Metilpiridin-2-il)amino]-1-fenil-1 H-pirazolo[3,4-b]piridina-5-
carboxilico com os substituintes em meta (AM19, AM22, AM25, AM54 e AM63)

que apresentaram perfil positivo no antibiograma qualitativo (Figura 11).

70
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Figura 11: Comparacdo da Concentragao Minima Inibitéria (CMI) dos
derivados &cidos pirazolo[3,4-b]piridina-5-carboxilico ativos e antibidticos de

uso clinico frente a cepa S epidermidis 201.
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Os resultados obtidos para os compostos AM22, AM25, AM54 e AM63
(CMI 16ug/mL) foi menor que o observado para o composto AM19 (CMI =
64ug/mL). A comparagdo com antibidticos utilizados na pratica clinica mostra
que o CMI observado em nosso laboratério, para estas drogas, varia entre
0,5ug/mL e 32ug/mL, faixa que inclui os valores encontrados para os derivados

testados, com excecdo do AM19.

4.2 Material de Origem Animal

4.2.1 Antibiograma Qualitativo -Testes de difusdo em disco

Os antibiogramas utilizando os venenos de serpentes A. rhodostoma B.
atrox, B. jararaca e L. muta nos revelam uma acao antibiética eficaz de todos
os venenos testados frente, somente, a cepas Gram-positivas com excec¢ao do
género Lachesis muta que nao foi ativo frente a nenhuma cepa (Figura 12 e
Tabela 15). Os venenos de A. rhodostoma e B. atrox foram eficientes frente as
cepas de E. faecalis e S. epidermidis 1120 e 1140, enquanto o veneno de B.
jararaca foi ativo apenas contra as cepas de S. aureus 1218 e 1230 (Tabela

15).
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Tabela 15: Antibiograma qualitativo dos materiais de origem animal.

SENSIBILIDADE
(halos em mm)

Bactérias

ﬁ,%lg‘zl;?gnig B. atrox B. jararaca Lanc;lzl?:/s Cipro. Vanc.
E. faecalis 1311 16 16 13 0 - 15
S. epidermidis 1140 16 18 10 6 - 16
S. epidermidis 1120 16 18 10 6 - 16
S. aureus 1218 13 13 16 7 - 16
S. aureus 1230 13 13 16 0 - 16
S. marcencens 2628 8 8 7 0 26 -
P. mirabilis 2214 7 7 7 5 39 -
P. aeruginosa 2112 8 8 8 0 23 -
E. cloacae 2432 9 6 6 7 26 -
A. calcoaceticus 2330 0 5 0 5 25 -
K. pneumoniae 2371 10 10 9 0 25 -
E. coli2717 12 10 5 0 25 -
E. coli 2510 12 10 5 6 25 -

Cipro.- Ciprofloxacina e Vanc. — Vancomicina (Controles positivos) para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas respectivamente. Teste positivo, quando o halo
215mm.

Figura 12: Antibiograma qualitativo das cepas S. epidermidis 201 (A), E.

faecalis (B), A. calcoaceticus (C), S. aureus 8380 (D) frente aos venenos A.

rhodostoma (AR), B. atrox (BA), B. jararaca (BJ), L. muta (LM).
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4.2.2. Antibiograma Quantitativo e comparacdo com antibiotico clinico
para a verificacdo do potencial antibacteriano.

A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) pelo
antibiograma quantitativo foi realizada para os venenos de A. rhodostoma, B.

atrox e B. jararaca que apresentaram atividade no teste de difusédo (Figura 13).

CMI (ug/mL) 351
ia* - 30-
Bacteria Agkistrodon B. atrox B. jararaca !
rhodostoma
3 25-
E. faecalis 4 4 ) = |
2 204
S.epidermidis O 151 ]
1140 4 4 - E T
10
S. epidermidis 4 4 ] 5- H
1120 0 - ﬂ
33535555
5. ayreus 13 %5%%%.%% 9
1218 i i 2.5 3% 4% %
2%5%°% 2%
.
S. aureus ) ) 13 "O/% ® 03
1230 ®

Figura 13: Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos materiais de origem
animal, que apresentaram atividade no teste de difusdo (esquerda) e
comparacao da acao do veneno em Staphylococcus sp.com antibidticos de uso
clinico (direita).

Podemos observar que os valores obtidos com ambas as cepas

testadas (E. faecalis e S. epidermidis) para os venenos de A. rhodostoma e B.
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atrox sao similares (4ug/mL) em contraste aos da B. jararaca, que apresenta
uma CMI trés vezes maior para o S. aureus (13ug/mL) . Os valores sao
proximos aos obtidos neste trabalho para os antibi6ticos de uso clinico (CMI =
1.0-32ug), 0 que sugere a presenca de uma molécula antibiética com poténcia

similar a estes antibidticos nestes venenos.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Material de Origem Sintética

Segundo a OMS, as infeccbes causadas por bactérias estdo entre as 10
maiores causas de mortes no mundo e a resisténcia bacteriana é ainda um
obstaculo para o tratamento destas patologias (WHO, 2007). A perspectiva é
ainda mais preocupante, pois se necessita de 10 a 24 anos para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, enquanto uma bactéria
torna-se resistente em apenas 10 horas pelo processo de mutagao (Chopra et
al., 2002). No entanto, apesar das dificuldades, novas drogas com um amplo
espectro de acao biolégica vem sendo gradualmente sintetizadas e relatadas
na literatura (Harris e Thorarensen, 2004).

Derivados do sistema tienopiridina tém sido sintetizados pelo grupo da
professora Dra Alice Bernardino do Instituto de Quimica da UFF e tém
demonstrado atividades contra o virus HSV-1 e contra o protozoéario Giardia
lamblia (De Mello et al., 1999, Bernardino et al., 2006). Apesar do perfil
promissor deste sistema sugerido pela literatura, os antibiogramas qualitativos
realizados com os 41 derivados, apresentando modificagdes dos grupamentos
nas posigoes para e meta, mostrou que estes sdo ineficazes frente as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas dos pacientes do Hospital Antonio Pedro
(HUAP). Assim a avaliacdo experimental envolvendo o sistema tienopiridina

nao nos revela a importancia das modificacdes estruturais das séries
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analisadas nesta dissertacdo, seja a modificacao eletrénica induzida pela
substituicdo do grupamento acido pela carbonitrila ou imidazol; a rigidez
conformacional adicionada a molecula pela presenca da naftiridina, ou mesmo
as posicdes meta e para, visto que nao resultaram em variacbes no perfil
antibacteriano negativo obtido inicialmente.

O sistema pirazolopiridina apresenta uma relagao estrutural com as bases
purinicas do DNA, fato pelo qual algumas séries apresentam-se como
antagonistas de receptores de adenosina (A1AR) (De Mello et al, 1999;
Schenone et al., 2001; Rouveix, 2007), tendo ainda outras atividades biol6gicas
como efeito anticoagulante, vasodilatador ou atividade antiparasitaria contra
Trypanosoma cruzi (De Mello et al, 1999). Duas séries do sistema
pirazolopiridina foram sintetizadas pelo grupo da professora Dra Alice
Bernardino do Instituto de Quimica da UFF, com modificacdes estruturais nas
posicdes meta e para (26 derivados), que foram testados frente as cepas
multiresistentes do HUAP. Destes, cinco compostos com os substituintes CHs,
OCHjs, Cl, F e Br na posicdo meta apresentaram atividade antibacteriana frente
a cepa de S. epidermidis 201.

O antibiograma quantitativo (CMI) mostrou que os derivados
pirazolopiridina ativos apresentam valores de CMI (16ug/ml), proximos aos
encontrados para drogas de uso clinico, como a vancomicina, oxacilina e o
cloranfenicol (1-32ug/ml). Estes resultados indicam que os derivados do

sistema pirazolopiridina testados tém um potencial significativo para
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continuacdo dos estudos envolvendo novas cepas de diferentes bactérias e
avaliacdes farmacoldgicas e toxicologicas in vitro e in vivo.

Os estudos da relacao estrutura-atividade comparando os derivados do

sistema tienopiridina com os do sistema pirazolopiridina revelaram algumas
caracteristicas estruturais importantes para que os compostos apresentem
atividade antibacteriana. Dentre eles podemos citar:
- A atividade antibacteriana dos compostos frente as cepas testadas parece
estd diretamente relacionada com a presenca do sistema pirazolopiridina, fato
este demonstrado com a substituicdo unica do sistema tienopiridina pelo
pirazolopiridina nos compostos acidos (séries 101-119 e AM 17-64
respectivamente) e o surgimento da atividade antibacteriana (Figura 14).

mcozH
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Figura 14: Estruturas das séries dos sistemas tienopiridina (101-119) e
pirazolopiridina (AM17-64) e o derivado ativo (8e) descrito por El-Abadelaha e

colaboradores (El-Abadelaha et al., 1998).
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Entretanto ndo podera ser descartada a importancia do anel aromatico
presente na estrutura do sistema pirazolopiridina, visto que a literatura
descreve compostos tienopiridinas com a presenca de um anel aromatico
ligado ao sistema e com perfil antibiético contra cepas de S. aureus e E.coli
como mostrado na figura 14 (El-Abadelaha et al., 1998).

- A atividade antibacteriana encontrada para a série de derivados
pirazolopiridina (AM17-64) parece estar relacionada também com a posicao
meta e com a presenca principalmente dos substituintes OCHg, Cl, F e Br. Isto
indica a importancia da orientagdo e também das caracteristicas eletronicas
destes substituintes, que aparentemente estdo influenciando a atividade
bioldgica dos derivados.

- Os estudos sugerem ainda que modificacdes na posicdo para dos derivados
pirazolopiridina evitam a agdo antibacteriana, possivelmente por um
impedimento estérico resultante da ocupacao desta regido, que impossibilitaria
que a droga interagisse com o seu alvo.

-A rigidez conformacional da estrutura molecular € outro fator que parece
interferir na atividade antibacteriana, visto que ao manter o sistema
pirazolopiridina, mas acrescentar a naftiridina, que da rigidez conformacional a
molécula, a atividade antibacteriana é perdida. Assim a liberdade
conformacional € uma caracteristica estrutural importante, permitindo uma

orientacdo favoravel, visto que a rigidez estrutural impée uma orientacdo dos
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grupos farmacoforicos, que pode impedir que estes derivados interajam com
seu alvo na bactéria.

- Finalmente nao se deve desconsiderar a possibilidade de que a presenca da
naftiridina esteja interferindo na distribuigdo eletrbnica da molécula,
comprometendo a atividade antibacteriana, o que devera ser investigado por
estudos complementares de modelagem molecular que estao sendo feitos com
o grupo do professor Carlos Rangel Rodrigues da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Neste estudo se pretende
apontar as caracteristicas quimicas mais importantes dos compostos ativos,
que viabilizem a sua atividade sobre o alvo, podendo sugerir modificagdes
estruturais que possam melhorar ainda mais a atividade biolégica destes

derivados com uma baixa citotoxidade.
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5.2 — Material de Origem Animal

A cada dia, mais estudos com moléculas de origem protéica tém sido
realizados a procura de protétipos de antibidticos. A idéia de que na propria
natureza encontra-se a solu¢cdo para a maioria dos males que afligem a
humanidade tem atraido cada vez mais os pesquisadores a um retorno as
origens (Harris e Thorarensen, 2003). A diversidade da fauna e da flora
brasileira cria um amplo espectro de oportunidades para novos protétipos de
antibiéticos. Na literatura sao descritas diversas substancias de origem natural
que apresentam atividade bioldégica (De Lima et al., 2005). Dentre estes
compostos, podemos citar moléculas encontradas nos venenos de escorpides,
aranhas e serpentes, agindo como anticoagulante, analgésico, vasodilatador
ou mesmo apresentando atividade antibacteriana (Fuly et al., 2000; De Lima et
al., 2005).

Acidentes com o0 veneno de algumas espécies de serpentes podem
causar necrose do tecido (Mion et al, 2002; Gornitskaia et al., 2003).
Entretanto, no local da necrose ocorre um baixo indice de infec¢do, apesar de
serem feridas abertas que poderiam ser colonizadas por bactérias da
microbiota da vitima e da serpente. Por outro lado, as serpentes apresentam
acao digestiva lenta, onde, a presa pode ser mantida dentro da serpente por
meses, durante esse processo, o que possibilitaria a infeccao da serpente por

bactérias ambientais e pela microbiota da presa (Berlanga, 2007).
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O veneno de serpentes € uma mistura complexa de proteinas e peptideos
que exibem um perfil biolégico promissor para produgéo de novas drogas com
grande potencial terapéutico (De Lima et al, 2005; Koh et al., 2006).
Recentemente, as propriedades antimicrobianas de algumas dessas moléculas
tém sido descritas na literatura, mas a atividade bioldégica de peptidios
encontrados no veneno de serpentes da familia Viperidae ainda ndo tem sido
amplamente explorada neste aspecto (Glaser et al., 1948; White et al., 2002).
Nos estudos envolvendo o isolamento de algumas dessas moléculas com perfil
antibacteriano, observa-se a identificacdo de enzimas do tipo fosfolipase, que
apresentam efeito litico sobre os fosfolipidios da membrana plasmatica de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (S. aureus e E. coli) (Aloof et al.,
1968; De Lima et al., 2005).

Os resultados obtidos nesta tese revelam que os venenos das serpentes
A. rhodostoma, B. atrox e B. jararaca possuem uma atividade antibacteriana
promissora contra bactérias Gram-positivas. Interessantemente, o veneno da L.
muta nao foi capaz de inibir o crescimento das bactérias testadas, apesar da
presenca da fosfolipase A2 relatada na literatura (Fuly et al., 2000). Este
resultado negativo reforca o fato de que a presenca de enzimas nao garante
um perfil de atividade antibiética ao veneno, principalmente devido a
diversidade estrutural das bactérias, quando se trata de membrana externa e

da parede celular (Lu et al., 2002)
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Diferentemente o veneno da A. contortrix contortrix (Stiles et al., 1999), o
veneno de A rhodostoma mostra um perfil significativo na inibicdo do
crescimento de Staphylococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis,
podendo sugerir mecanismos moleculares especificos. Enquanto os venenos
de A rhodostoma e B.atrox apresentaram uma acado antibiética contra E.
faecalis e S. epidermidis (Tabela 15), o veneno da B. jararaca mostrou acao
contra S. aureus (Tabela 15). Contudo o0s venenos nao obtiveram resultado
positivo frente as cepas Gram-negativas que possuem uma membrana
lipoprotéica envolvendo externamente a parede celular. Assim, possivelmente
as fosfolipases descritas como presentes nestes venenos nao estariam agindo
sobre a camada lipoprotéica da bactéria devido ao fato da sua composicao
lipidica diferenciada (Talan et al., 1991; Blaylock, 2000; De Lima et al., 2005;
Fuly et al., 2007).

Recentemente, a literatura descreveu o acido L-amino oxidase (L-MAO)
isolado dos venenos da B. pirajai e B. alternatus que inibe o crescimento de E.
coli (Stabeli et al., 2004). Nosso resultado positivo com os venenos de B.atrox e
B.jararaca sugere que isoformas de L-MAO poderiam estar conservadas e
presentes nos venenos de serpentes do Género Bothrops, de forma similar ao
que ocorre com as proteinas do tipo lectina-C, também conservadas nessa
familia (Cardoso et al., 1999). Interessantemente, de forma diferente ao que
ocorreu nos estudos anteriores em que o veneno de serpentes do género

Bothrops, que inibiu o crescimento de cepas de E.coli (Stabeli et al., 2004), em
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nossos testes os venenos de serpentes do género Bothrops ndao apresentaram
atividade antibacteriana frente a cepas de E.coli.

De forma geral, o perfil de atividade para os venenos botropicos
observada no nosso estudo sugere outro componente antibacteriano né&o
conservado no género, mas presente em alguns venenos de espécies
diferentes. Esta hipotese € reforcada pela presenca de diferentes componentes
em veneno de serpentes que ocasionalmente estdo envolvidos em atividades
bioldgicas similares, como é o caso do peptideo RGD e de proteinas do tipo
lectina-célcio-dependente isoladas do veneno da B. jararaca, as quais ambas
moléculas agem sobre a agregacao plaquetaria (Koh et al., 2006). Nao pode
ser descartada ainda a probabilidade da acédo antibacteriana estar sendo
causada por enzimas proteoliticas encontradas nos venenos testados (Min et
al., 2007; Berlanga, 2007). Neste caso a membrana externa das bactérias
Gram-negativas estaria impedindo a acao proteolitica do veneno, formando
uma barreira contra a enzima. Esta possibilidade nos parece relevante mas,
lembramos que, a membrana externa de bactérias Gram-negativas também
apresenta proteinas fundamentais para o metabolismo da célula bacteriana e
que, provavelmente, seriam atacadas pelas enzimas proteoliticas inviabilizando
a sobrevivéncia das bactérias. Pode-se pensar ainda na possibilidade das
enzimas proteoliticas estarem agindo sobre alguma proteina ausente na
membrana plasmatica das bactérias Gram-negativas e que seriam encontradas

somente na parede celular de bactérias Gram-positivas (Riley et al., 2002).

82



Neste caso, o veneno teria que agir sobre todas as bactérias Gram-positivas
testadas, fato que néo ocorre, pois se observa variagdo da atividade em
bactérias do mesmo género. Desta forma ainda existe a probabilidade
promissora da presenca de outras moléculas, inclusive peptideos, com acao
antibacteriana presente nestes venenos.

Os resultados dos venenos testados no antibiograma quantitativo (CMI)
mostram que mesmo em concentracbes baixas, eles ainda apresentam
atividade antibacteriana (4-13u/mL). O CMI encontrado em drogas de uso
clinico para as cepas testadas varia entre 1-32ug/mL indicando que os
venenos de serpentes (A. rhodostoma, B. jararaca, B. atrox) apresentam um
potencial promissor (Figura 22). A vancomicina que € o antibiético indicado em
caso de infeccao por cepas de S. aureus e S. epidermidis e apresenta um CMI
de 2ug/mL, enquanto o veneno da Agkistrodon rhodostoma e da B. atrox,
apresentam um CMI de 4ug/mL para cepas de S. epidermidis (Tabela 14).
Como estes venenos estdo em sua forma bruta, existe a possibilidade de que
ao isolarmos a molécula responsavel pelo efeito antibacteriano, esta possa
apresentar uma melhor atividade em menores concentragoes.

A diversidade da composicdo organica dos venenos de serpentes vem
sendo estudada a algum tempo e relatada na literatura. Em 1970 o
farmacologista e pesquisador Sérgio Ferreira e o farmacologista britanico Sir
John Vane’s, ao pesquisarem venenos de serpentes da espécie B. jararaca,

descobriram um potente inibidor da enzima conversora de angiostensina que é
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envolvida no controle da pressao sanglinea e relacionada diretamente com
problemas de hipertensdo (Margie, 2003; Gupta et al., 2007). O peptideo ativo
presente no veneno foi isolado e em 1974 Cushman e Ondetti proporcionaram
60 diferentes mudancas na estrutura deste inibidor, onde com base nesses
estudos, foi desenvolvido o Captopril, uma droga que inibe a acdo dessa
enzima tao importante utilizado comercialmente nos dias de hoje (Seth et al,,
1998; Margie, 2003; Gupta et al, 2007). O isolamento das moléculas
apresentando atividade antibacteriana presentes nesses venenos e posteriores
estudos de relacao estrutura-atividade e modelagem molecular nos possibilitara
saber mais sobre a atividade da molécula cujo perfil observamos neste
trabalho. A partir desse estudo, em caso da descoberta de peptideos
antimicrobianos ativos, seria possivel entdo, sugerir modificacbes estruturais
que possam melhorar a atividade antibacteriana, possibilitando assim, o
surgimento de novas drogas para o combate ao crescente numero de cepas
multiresistentes responsaveis por inumeros casos de morte por infeccao

hospitalar.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa de atividade antibacteriana in vitro de 67 derivados de origem
sintética (41 derivados do sistema tienopiridina e 26 derivados do sistema
pirazolopiridina) e de 4 materiais de origem animal (venenos de B.atrox,
B.jararaca, A.rhodostoma e L.muta) permitem a identificacdo de novos
potenciais protdtipos de agentes antibacterianos.

Entre os compostos de origem sintética, 5 dos 13 derivados do acidos 4-
[(Metilpiridin-2-il)amino]-1-fenil-1 H-pirazolo[3,4-b]piridina-5-carboxilico
apresentaram atividade antibacteriana, o que esta aparentemente relacionada
com a presenga do sistema pirazolopiridina. Esses 5 derivados, com
substituicdes na posicdo meta, apresentaram um potencial significativo para
continuagdo dos estudos envolvendo avaliacbes farmacolégicas e
toxicolégicas, visto que foram capazes de inibir uma cepa de importancia
clinica.

Os venenos das serpentes A. rhodostoma, B. jararaca e B. atrox
apresentam valores de CMI (4-13ug) proximos aos encontrados para o0s
antibidticos de wuso clinico (1-32ug). Estes venenos podem entdo ser
futuramente analisados para identificacdo dos componentes responsaveis pelo

perfil observado.
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Abstract — Bacterial infections involving multidrug-resistant strains are one of
the ten leading causes of death and an important health problem in need for
new antibacterial sources and agents. Herein we tested four snake venoms
(Agkistrodon rhodostoma, B. jararaca, B. atrox and Lachesis muta) against ten
Gram-positive and Gram-negative drug-resistant clinical bacteria strains to
identify them as new sources of potential antibacterial molecules. Our data
revealed that, as efficient as some antibiotics currently on the market (MIC=1-
32ug/mL), A. rhodostoma and B. atrox venoms were active against S.
epidermidis and E. faecalis (MIC=4ug/mL), while B. jararaca inhibited S. aureus
growth (MIC=13ug/mL). As genomic and proteomic technologies are improving
and developing rapidly, our results suggested that A. rhodostoma, B. atrox and
B. jararaca venoms and glands are feasible sources for searching antimicrobial
prototypes for future design new antibiotics against drug-resistant clinical
bacteria. They also point to an additional perspective to fully identify the
pharmacological potential of these venoms by using different techniques.
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Bacterial infections are among the ten leading causes of death worldwide
according to the World Health Organization [WHO, 2007]. The presence and
current emergence of the multiple resistant strains kept the risk of these
infections become more threatening as the treatment become unreachable. In
fact, bacterial resistance has been the major factor responsible for increasing
morbidity, mortality and health care costs of bacterial infections [Barbosa and
Levy, 2000, Ang et al., 2004, De Lima et al., 2005, WHO, 2005 and 2007].
Therefore new antimicrobials or antibacterial prototypes are continuously
necessary for drug design and development for treatment of infections involving
multidrug-resistant microorganisms [Guardabassi and Kruse, 2003, Roos, 2004,
WHO, 2005 and 2007].

Snake venoms are a complex mixture of proteins and peptides that
display potential biological activities and may lead to the production of new
drugs of potential therapeutic value [Koh et al., 2006]. A good example is the
bradykinin-potentiating peptides (BPPs), which are naturally occurring inhibitors
of the somatic angiotensin-converting enzyme (ACE) found in B. jararaca
venom [Ferreira et al., 1970]. The chemical and pharmacological properties of
these peptides were essential for the development of captopril, the first active
site directed inhibitor of ACE, currently used to treat human hypertension
[Plosker and McTavish, 1995].

Lately, several naturally occurring peptides presenting antimicrobial
activity have been described in the literature. However, Viperidae snake
venoms that are an enormous source of peptides have not been fully explored
for searching such biological activity [de Lima et al., 2005, Stiles et al., 1991].
Therefore, in this study we tested the antibiotic profile of four snake venoms
from three different genera of Viperidae family (A. rhodostoma, B. atrox, B.
jararaca and Lachesis muta) against ten Gram-positive (E. faecalis, S.
epidermidis, and S. aureus) and Gram-negative (E. coli, S. marscencens, P.
mirabilis, P. aeruginosa, Enterobacter cloacae, A. -calcoaceticus, K.
pneumoniae) drug-resistant clinical bacteria isolated from patients of the Hospital
Antdénio Pedro from Fluminense Federal University. Based on captopril history,
our purpose is to identify some of these venoms as potential source for finding
new and effective antibacterial prototypes.

Each venom purchased from Sigma (St. Louis, MO] was prepared in
sterilized distilled and deionized water (20mg/mL) and tested against the strains
grown in medium with peptone in triplicate as described elsewhere [Oliveira et al.,
2001]. Ciprofloxacin and vancomycin were used as positive controls and we
considered the halo>15mm as the value for positive antimicrobial activity as it
generally leads to a Minimal Inhibitory Concentration (MIC) near to that observed
for the newest antimicrobials current present on the market (MIC = 1-40ug/mL).
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Our experimental data revealed that most of the venoms tested (A.
rhodostoma, B. atrox and B. jararaca) exhibited a promising antibacterial activity
against some of the Gram-positive bacteria. Interestingly, the L. muta venom
showed no antibacterial activity (Table 1) even when it was obtained from
different Brazilian suppliers (Instituto Butantan, Ezequiel Dias and Vital Brazil)
(not shown) and despite of the presence of a known phospholipase A2 [Fuly et
al., 2002]. This negative result reinforce the fact that the presence of enzymes in
the snake venoms do not guarantee the antibiotic profile of these materials as the
bacteria cell wall may avoid or affect the actions of these proteins against them.
Differently from A. contortrix contortrix venom [Stiles et al, 1991], A.
rhodostoma venom was able to significantly inhibit E. faecalis and S.
epidermidis growth (halo=16mm and 16mm respectively) (Table 1), which may
suggest a specific mechanism or molecule of A. rhodostoma on affecting them.
B. atrox venom also showed an antibiotic profile against E. faecalis and S.
epidermidis (halo =16 and 18mm respectively), different from B. jararaca
venom, which acted only against S. aureus (halo=16mm) (Table 1).

Recently, the literature described L-amino acid oxidases (L-MAOQO) isolated
from B. pirajai [Izidoro et al., 2006] and B. alternatus venoms [Stabeli, et al.,
2004] able to inhibit E. coli growth. Our result pointed to the L-MAO isoforms
presence in Bothrops sp. venoms as preserved components similar to C-type
lectin-like proteins [Castro et al., 1999]. However, as the active profile of these
venoms switched to different strains and not included E. coli, our result may
also suggest that other antibacterial components may be present in these
venoms resulted from species differentiation. In addition Bothrops venoms (B.
atrox and B. jararaca) acted against different Staphylococcus sp (S. epidermidis
and S. aureus, respectively) once again suggesting that different molecules
and/or targets are involved in these biological activities. This hypothesis is
reinforced by the presence of other different components found in snake
venoms that sometimes are involved in a similar biological activity as RGD-
peptides and some C-type lectin-like proteins from B. jararaca venom that are
both platelet aggregation inhibitors [Koh et al., 2006].

In order to determine the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of these
snake venoms, we tested them using serial dilution in agar assays as described
elsewhere [Oliveira et al, 2001]. MIC was defined as the lowest venom
concentration preventing visible bacterial growth. All strains were tested at least in
duplicate in four separate experiments and a reference antibiotic (vancomycin)
was used as a positive control (MIC = 2ug/mL) (Table 2A). Overall, our assays
revealed that the activity of the venoms tested was comparable (MIC 4-13 ug/mL)
among them. A. rhodostoma and B. atrox were also analogous to the antibiotics
currently in use against S. epidermidis, such as ampicillin, chloranfenicol,
vancomycin, oxacillin and penicillin G (MIC=1-32ug/mL) (Table 2B). Presently S.
epidermidis is an important nosocomial pathogen, drastically affecting
immunocompromised patients and/or those with indwelling devices, such as joint
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prostheses, prosthetic heart valves, and central venous catheters [Gill, 2005].
Therefore these venoms active profile against this strain is of interest for
continuing pursuing an antibacterial molecule.

Proteomic technologies are improving and developing rapidly [Elrick et al.,
2006]. An important goal of proteomic studies of snake venoms is discovering
molecules that may be used in treatment of diseases or as drugs prototypes.
Nevertheless, these techniques may depend on the experimental data generated
so far to identify some of these unknown proteins or peptides. Although snake
venom peptides and proteins have a limited direct therapeutical use due to their
antigenic and ‘digestible’ structure, their usefulness as prototypes has clear
potential [Cushman et al., 1991, Koh et al., 2006]. Our data suggested that A.
rhodostoma, B. atrox and B. jararaca are feasible sources for searching
antimicrobial prototypes and designing new antibiotics against drug-resistant
clinical bacteria, and these data may act as a start for investing on these venoms
proteomic study for prototypes searching.
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Table 1: Antibacterial effect of Viperidae venoms against Gram-positive and
Gram-negative drug-resistant clinical bacteria.

Inhibition zone (mm)*

Strain
Agkistrodon B. atrox . B. Lachesis
rhodostoma jararaca muta
Enterococcus faecalis 16 16 13 1
S. epidermidis 16 18 0 0
S. aureus 13 12 16 3
E. coli 11 7 5 0
Serratia morcencens 8 8 7 1
P. mirabilis 7 7 7 2
P. aeruginosa 8 8 8 1
Enterobacter cloacae 9 6 6 3
A. calcoaceticus 1 2 1 1
K. pneumoniae 9 10 10 0

*The values represent a venom inhibition zone in mm, after 18 hr
incubation performed in triplicate assays. Significant results were
halo>15mm.
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Table 2: Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of Viperidae venoms. A-
MIC of venoms presenting halo>15mm. B- Comparison of MIC against S.
epidermidis strain of B. atrox and A. rhodostoma and antibiotics of clinical
use (ampicillin, chloranfenicol, vancomycin, oxacillin and penicillin G).

A MIC (ug/mL) B
Strain* Agkistrodon B. atrox . B. 35-
rhodostoma jararaca i
30_
E. faecalis 4 4 i ~ 25
E
220
S.epidermidis Y —
4 4 - O 15
(A) =
101
S. epidermidis 5 H
4 4 -
(B) o=l 1l
397

S. aureus (A) - - 13 ’//6

S. aureus (B) - - 13

*A and B on S. aureus and S epidermidis refer to different patients strains.
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