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RESUMO

O surgimento de cepas multirresistentes ao antibacterianos como as
bactérias produtoras de carbapenemases (KPCs) tém evidenciado o
problema da resisténcia bacteriana e a necessidade crescente pela busca de
novas moléculas que possam permitir uma melhoria no tratamento de
infeccbes por organismos  patogénicos resistentes a  moléculas
convencionais. No sentido desta busca, derivados de sistemas ciclicos
podem servir como novos protétipos para a descoberta de antibacterianos.
Assim o objetivo deste trabalho é a identificacdo e analise de 243 moléculas
derivadas dos sistemas tienopiridina, pirazolopiridina, quinolonas, chalconas,
lapachonas e hidrazonas quanto ao seu perfil antibacteriano realizando-se
uma comparagao com antibioticos de uso clinico. Para isso, foram realizados
ensaios microbiolégicos incluindo testes de sensibilidade aos antibioticos
(TSA) e determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC), utilizando-se
antibioticos de uso clinico como controle e bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas sensiveis (padrdoes) e multiresistentes, fornecidas pelo Hospital
Universitario Antonio Pedro (HUAP) a partir da coleta dos pacientes. O
nossos resultados mostraram que das 243 moléculas testadas, apenas: a) os
derivados do sistema pirazolopiridina (n=5) ativos frente a cepas de
Staphylococcus epidermidis, . b) um derivado de hidrazonas, ativo frente a S.
aureus e c) derivados de lapachonas (NORB e RC-23) ativos frente a cepa
Pseudomonas aeruginosa. A comparacdo do MIC dos derivados ativos (2-
64ug/mL) com antibacterianos de uso clinico (Ciprofloxacina, Vancomicina,
Cefoperazona, Nitrofuratonina, Amicacina e Mezlocilins) (2-32ug/mL)
indicam que esses derivados sdo prototipos promissores para serem
explorados no desenho de novas moléculas mais potentes e seguras para o
tratamento de infeccBes causadas por cepas multiresistentes.
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ABSTRACT

The emergence of multidrug-resistant strains to antibacterial agents
such as carbapenemases-producing bacteria (KPCs) has evidenced the
problem of bacterial resistance and the increasing need to search for new
molecules that can allow an improvement in the treatment of infections
caused by pathogens resistant to conventional molecules. Towards this
search, derivatives of cyclic systems can serve as new leads for the discovery
of antibacterials. Thus, the purpose of this work is the identification and
analysis of 243 molecules derived from the systems thienopyridine,
pyrazolopiridine, quinolones, chalcones, hydrazones and lapachones,
regarding their antibacterial profile by performing a comparison with antibiotics
of clinical use. On that purpose, microbiological assays were conducted
including antibacterial sensitivity tests (AST) and determination of minimum
inhibitory concentration (MIC), using antibiotics of clinical use as a positive
control and Gram-positive and Gram-negative susceptible (standards) and
multiresistant strains provided by the Antonio Pedro University Hospital
(HUAP) from the collection of patients. Our results showed that from the 243
molecules tested, only a few number was active including: a) five derivatives
of the system pyrazolopiridine active against Staphylococcus epidermidis, b)
one hydrazone derivative, active against S. aureus and c) two derivatives
from lapachone (NORB and RC-23) active against Pseudomonas aeruginosa.
The MIC comparison of the active derivatives (2-64pug/mL) with antibacterial
agents of clinical use (ciprofloxacin, vancomycin, Cefoperazone,
Nitrofuratonina, amikacin and Mezlocilins) indicate that these derivatives are
promising prototypes to be explored in designing new more potent and safe
molecules for the treatment of infections caused by multiresistant strains.
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1. INTRODUCAO

1.1 Antibacterianos: ressaltando fatos importantes

Desde o surgimento do homem, o0s microrganismos estiveram
associados a doencas inicialmente desconhecidas e incuraveis. Entretanto,
as causas destas doencas comecaram a ser descobertas a partir de 1878
com o trabalho de Pasteur e Koch (Andersson et al., 2010).

A partir do século XIX, drogas medicinais passaram a ser obtidas por
meétodos laboratoriais permitindo a identificacdo de inameras moléculas
(fenais, cresois, formol, quinina, ametina e outros) com diversas atividades
terapéuticas (ex: antiparasitaria) (Mans et al., 2009). Entretanto, infeccbes
causadas por bactérias, que estdo atualmente entre as dez maiores causas
de morte no mundo (Figura 1), continuaram a surgir desde aquela época.

Vuillemin em 1889 criou o termo antibiose para explicar o processo
natural de selecdo pelo o qual um ser vivo destréi outro para assegurar a sua
prépria existéncia. Mais tarde surgiu o conceito atual de antibioticos
relacionado a substancias de origem biolégica e que tém efeito deletério
sobre microorganismos (Tortora et al., 2005).

Os antibacterianos foram entdo descobertos e desenvolvidos como
opcdes para o tratamento destas infeccbes. Quanto a origem, os eles se
dividem entdo em trés grandes grupos incluindo ndo s6 os antibiéticos, mas

também os semi-sintéticos e 0os quimioterapicos (Tortora et al., 2005).
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Viséo geral de algumas das principais
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Tuberculosis
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tuberculosis
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Figura 1: Infec¢cbes bacterianas. A) Algumas das principais infeccdes bacterianas e seus sitios de acédo (adaptado de

http://www.healthhype.com/wp-ontent/uploads/Bacterial_infections.png) e B) As dez maiores causas de morte no mundo segundo a

Organizacdo Mundial de Saude. Em vermelho as patologias relacionadas com bactérias (WHO, 2007).
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Os semi-sintéticos surgiram com 0s primeiros casos de resisténcia aos
antibidticos descritos na literatura, com a finalidade de evita-la e melhorar a
atividade das moléculas naturais ja existentes, que foram e ainda sao
modificados em laboratoério, gerando essa classe de substancias (Trabulsi
2005; Ravat et al., 2010).

Diferentemente, o0s quimioterapicos sdo moléculas sintetizadas
totalmente em laboratério, gerando continuamente novas classes de
antibacterianos. No inicio do século XX foi quando surgiram 0S primeiros
guimioterapicos de acéo sistémica (Trabulsi 2005; Ravat et al., 2010).

Com o trabalho de Paul Ehrlich (1854-1915), que elaborou a teoria da
ligacdo das drogas a receptores especificos nas células e estabeleceu os
principios basicos da quimioterapia, houve um grande avan¢o nas pesquisas
inclusive na area dos antibacterianos (Trabulsi 2005; Ravat et al., 2010). O
desenvolvimento dos quimioterapicos possibilitou em 1930 a demonstracao
da atividade terapéutica das sulfonamidas contra infeccbes bacterianas
sistémicas, culminando com o surgimento de inumeros derivados
sulfaminicos denominados atualmente de sulfas (Gadjeva et al.,, 2010)
(Figura 2).

Outro fato importante foram as descobertas de Duschesne em 1896,
gue iriam influenciar no desenvolvimento do primeiro antibiético de uso
clinico. Ernest Duschesne escreveu um trabalho cientifico no qual
demonstrava que alguns fungos, especialmente o Penicillium glaucum,
inoculado em animais, exerciam atividade terapéutica contra infeccdes

bacterianas.
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1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Figura 2: Surgimento de alguns antibacterianos em ordem cronoldgica.

Em 1936 quando Alexander Fleming estudava culturas de
Staphylococcus aureus, deixadas sobre a bancada e contaminadas
acidentalmente com fungos da espécie Penicillium notatum, observou que ao
redor dos fungos contaminantes nao havia crescimento bacteriano.

Fleming descobriu que o fungo contaminante produzira uma
substancia, filtravel e ndo toxica, que exercia atividade antibacteriana que
recebeu o nome de Penicilina (Figura 2). Em 1939, Florey e Chain isolaram
das culturas do Penicillium, a penicilina, viabilizando assim o primeiro
antibiético de uso clinico (Ravat et al., 2010).

Em 1943, Waksman e colaboradores, ap0s terem estudado diferentes

culturas de fungos, descobriram a estreptomicina que foi obtida a partir de
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culturas do fungo Streptomyces griseus e introduzida no uso clinico em 1944
(Figura 2). De forma importante, a estreptomicina mostrou-se eficaz contra
bactérias gram-negativas e contra a Mycobacterium tuberculosis, inovando o
tratamento contra a tuberculose (Ebrahim et al., 2010).

Nos anos que se seguem, entre 1945 e 1961, novos antibacterianos
foram descobertos, dentre eles destacam-se: cloranfenicol, tetraciclinas,
rifamicinas, meticilina, oxacilina e vancomicina (Figura 2) (Stryjewski e Corey
2010).

A descoberta do processo semi-sintético de obtencdo de novas
penicilinas, como a meticilina e a oxacilina, gerou um periodo de intervalo na
qgqual as industrias farmacéuticas investiram em outras classes de
medicamentos mais lucrativos. Isso permitiu 0 surgimento das bactérias
multiresistentes, 0 que gerou novamente um impulso nas pesquisas com
antibacterianos na atualidade. Esse estimulo vem da necessidade premente
de novas moléculas para o tratamento de infeccbes por cepas
multiresistentes (Stryjewski e Corey 2010).

Assim a producdo de antibacterianos integralmente sintetizados em
laboratorio, incluindo moléculas como as oxazolidinonas (ex: linezolide) e os
lipopeptideos (ex: daptomicina) tem sido estimulada que seja possivel o
tratamento de infecgcbes causadas pelas chamadas vulgarmente de
superbactérias (Stryjewski e Corey 2010 e Ebrahim et al., 2010) (Figura 2).

A daptomicina é um lipopeptideo e uma importante opcdo de
antibacteriano para o tratamento de infec¢cdes causadas por Staphylococcus

aureus resistentes a meticilina (MRSA), enquanto o Linezolide, uma nova
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oxazolidinona, tem mostrado boa atividade contra bactérias gram-positivas,
especialmente no tratamento de pneumonia nosocomial and infec¢bes de
pele ou tecidos moles causadas por MRSA (Stryjewski e Corey 2010).

O surgimento de novas classes como as mutilinas e de outras ainda
em fase inicial de testes, apesar de promissor, ndo € considerado eficiente o
bastante para conter o grau de patogenicidade de bactérias resistentes, o
gue deve ser compreendido para melhor atuacdo na area de identificacdo de

novos antibacterianos.

1.2 Patogenicidade Bacteriana: Invasdo e Respostas

Celulares

Estruturas como pele, membranas, mucosas, células, proteinas
especializadas como o0s anticorpos e o0 sistema complemento sao
mecanismos de defesa contra agentes com potencial infeccioso (Figura 3)
(Tortora et al., 2005; Stawek et al., 2010). Contudo, as bactérias determinam
a sua patogenicidade a partir do desenvolvimento de mecanismos que
contribuem para aumentar a capacidade de infeccao e que ajudam a burlar o
sistema imunologico do hospedeiro.

Bactérias patogénicas sao classificadas em primarias e oportunistas.
As primarias causam infeccdes em individuos normais e as oportunistas
afetam individuos com o sistema imunoldgico comprometido, podendo causar

diferentes processos infecciosos (Figura 3) (Deleo et al., 2009).
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Figura 3: Patogenicidade bacteriana. A) Exemplo de mecanismos de defesa do hospedeiro contra uma bactéria mostrando as espiroguetas como

modelo (retirado de Steere et al., 2004 ). B) Ccomparacao dos mecanismos de evasao de bactérias extra e intra-celulares (bactéria mostrada em

azul) (adaptado de http://mww.research.a-star.edu.sg/research/6222).

24




De forma geral, algumas bactérias desenvolveram a capacidade de
invasdo celular através da producdo de proteinas da parede celular
(invasinas). A célula epitelial € o principal alvo das bactérias invasoras que
podem chegar a corrente sanglinea, basicamente penetrando nas células do
organismo por fagocitose, quer seja a fagocitose exercida por células
epiteliais ou fagocitarias (Figura 3) (Tortora et al., 2005).

A bactéria, pode ainda induzir a sua prépria fagocitose com a
finalidade de atingir o interior da célula hospedeira. Apés a fagocitose
induzida, algumas bactérias rompem o vacuolo atingindo o citoplasma
podendo ainda se disseminar para outras células vizinhas (ex.: Shigella e
Listeeria). Outras como Salmonella typhimurium e Yersinia enterocolitica
permanecem dentro do vacuolo que as transportam para o tecido sub-
epitelial ou proliferam dentro do vacuolo, como € o caso da salmonela
(Brigotti et al., 2010).

As células do hospedeiro respondem a invasao bacteriana com o
aumento de calcio intracelular e ativacdo de varias cinases, levando a
producéo de fosfolipases. As fosfolipases agem sobre o acido araquiddnico,
gue se encontra na forma esterificada nos fosfolipidios de membrana,
liberando-o, sendo este metabolizado através da ciclooxigenase (COX1 e
COX2) dando origem as prostaglandinas. Essas moléculas ligam-se aos
receptores de proteinas G de varios tipos celulares podendo causar
vasodilatacao e potencializacdo do edema causando dor, febre e inflamacéo.
N&o sO as prostaglandinas como também outros eicosandides (metabdlitos

do &cido araquidonico) e citocinas sdo capazes de causar lesdes nos tecidos,
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amplificando assim, o efeito inflamatério causado pela infec¢do bacteriana
(Trabulsi et al., 2005; Clinton et al., 2010).

A temperatura corporal € controlada pelo hipotalamo que normalmente
a ajusta para 37°C. Algumas substancias afetam o hipotdlamo aumentando a
temperatura corporal, como € o caso do lipopolissacarideo (LPS), presente
na parede celular das bactérias, que quando é liberado, faz com que os
macrofagos secretem interleucina-1 (IL-1) (Trabulsi et al., 2005; Clinton et al.,
2010).

A IL-1 faz com que o hipotadlamo libere prostaglandina que induzira o
aumento da temperatura do corpo, causando assim, a febre além de
aumentar a producdo de linfécitos T. A temperatura corpoOrea alta diminui a
multiplicacdo de algumas bactérias dando o tempo necessario para que
ocorra a acao imunologica (Trabulsi et al., 2005; Clinton et al., 2010).

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), que é produzido pelos
macréfagos e mastécitos, também induz a febre e intensifica o efeito dos
interferons inibindo o crescimento de alguns microorganismos, reduzindo a
guantidade de ferro disponivel para o metabolismo bacteriano (Trabulsi et al.,
2005; Ramakrishnan et al., 2010).

O corpo responde a febre com a constricdo dos vasos sanguineos,
aumento da velocidade do metabolismo e tremores que aumentam
gradativamente a temperatura do corpo. A temperatura alta, por acelerar o
metabolismo celular, ajuda no reparo do tecido e eleva as rea¢des do corpo.
A temperatura € controlada, geralmente, quando a infeccdo cede e por

mecanismos de perda de calor, como a vasodilatacdo e a sudorese que
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indicam que o corpo estd tentando ajustar a temperatura (Tortora. et al.,
2005; Deurenberg et al., 2008).

O crescimento e a multiplicacdo de bactérias pode ocorrer dentro das
células (bactérias intracelulares) ou fora das células (bactérias extracelulares)
(Figura 3). Algumas bactérias (Rickettsia sp, Chlamydia, Coxiella,
Mycobacterium leprae) sao intracelulares obrigatérias, pois necessitam das
moléculas sintetizadas pelas células sendo um estilo de vida vantajoso, pois
protege a bactéria de anticorpos, complemento, fagocitose e de alguns
antibacterianos (Trabulsi et al., 2005; Clinton et al., 2010).

Bactérias intracelulares facultativas (Salmonella sp, Listeria sp
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila) podem viver tanto
dentro quanto fora das células. Outros tipos de bactérias desenvolveram o
estilo de vida extracelular (Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Bordetella
sp, Neisseria sp, Vibrio), embora mais susceptiveis ao sistema imune. Para
sobreviver no ambiente extracelular essas bactérias desenvolveram técnicas
de sobrevivéncia que Ihes permitem burlar o sistema de defesa do individuo
infectado (Trabulsi et al., 2005; Geria et al., 2010).

Assim, apesar dessas defesas, o0os seres humanos ainda sao
suscetiveis aos patdgenos posto que alguns deles tém a capacidade de
superar as defesas, estabelecer viruléncia e determinar um quadro de
sintomas que o organismo desencadeia como resposta organica, que pode
ser tdo variada quanto os diferentes tipos de patégenos existentes (Figura 3)

(Trabulsi et al., 2005; Ramakrishnan et al., 2010; Morris et al., 2009).
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As bactérias podem ainda se aderir ao tecido do hospedeiro formando,
em sua superficie, uma camada de células bacterianas (microcoldnias) ou
agregados que sdo envolvidos por uma pelicula de exopolissacarideos
bacteriana denominada de biofilmes. Os biofilmes servem como uma fonte
constante de bactérias, podendo causar infeccdo em diferentes tecidos ou
orgaos. Nos biofilmes, as bactérias encontram-se relativamente protegidas
das defesas do organismo e da acdo de antibacterianos. Os biofilmes podem
ser formados tanto em dispositivos de plastico como nas mucosas (fibrose
cistica), nos dentes (placa dentaria) e em polimeros utilizados na prética
medica (Yamane et al., 2010).

Para transpor toda essa patogenicidade e diversidade bacteriana, sao
necessarias diferentes opcdes de antibacterianos que utilizem diferentes
mecanismos de acao e que possam atuar de forma significativa frente essas

cepas.

1.3 Principais Antibacterianos de Uso Clinico

1.3.1 Penicilinas
A penicilina € uma molécula caracterizada pela presenca do anel B-
lactamico. Atualmente existem varios tipos de penicilinas onde a diferenca
estrutural esta na variacdo do radical R (Figura 4) (Noga e Silphaduang
2003; Brown 2004; Buynak 2004). As penicilinas G e V sdo penicilinas
naturais, isoladas dos fungos do género Penicillium, enquanto outras séo

semi-sintéticas sendo classificadas como: amino-penicilinas (ampicilina e
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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; Nomura et al., 2010).

O\\ T S CH,
SN

R & CH,
o) COOH

Figura 4: Nucleo basico de uma Penicilina mostrando o anel B-lactamico. R= posicao

do substituinte.

As penicilinas semi-sintéticas apresentam uma melhor atividade em
consequéncia das modificacOes 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, como as beta-lactamases que
atuam sobre o anel betalactdmico. A oxacilina € um antibacteriano de
espectro reduzido, ndo tendo efeito sobre bacilos Gram-negativos, mas
sendo resistente a beta-lactamase (Bomono e Szabo, 2006; Eggertson, 2007;

Schindler 2007; McDonald et al., 2010).

1.3.2 Cefalosporinas
Assim como as penicilinas, as cefalosporinas sao classificadas como
antibidticos beta-lactamicos e podem ser de origem natural (fungo

Cephalosporium) ou de origem semi-sintética (Barcenilla et al., 2001;
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Schindler 2007). Existem varios tipos de cefalosporinas que variam nos

T w
_CN|
Jn
@)

COOH

radicais R1 e R2 (Figura 5).

Figura 5: Nucleo base de uma Cefalosporina. R 1 e 2 = posi¢des dos substituintes.

Atualmente as cefalosporinas sao divididas em 4 grupos:

Cefalosporinas de 12 geracdo (cefalotina, cefazolina, cefalexina,
cefadroxil e cefradina): indicadas para infec¢des estafilocdcicas com cepas
sensiveis a oxacilina, infeccbes respiratorias por Haemophilus influenzae e
pneumococos sensiveis a penicilina, dentre outras (Hooper 2005; Bomono e
Szabo 2006; Alagozlu et al., 2006).

Cefalosporinas de 22 geracdo (cefoxitina, cefamandol, cefaclor e
cefuroxima): resistentes a beta-lactamases, produzidas por bactérias Gram-
negativas e que apresentam uma boa atividade frente as cepas anaerobias
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): ainda mais resistentes a inativacao
pela beta-lactamase, sendo indicadas no caso de infec¢cdes por Gram-

negativos resistentes como as cepas intra-hospitalares e no caso de
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meningite causada por Haemophilus influenzae, dentre outras (Bomono e
Szabo 2006).

Cefalosporina de 42 geracgéo (cefepima e cefipiroma): resistentes a beta-
lactamases de enterobactérias e podem agir sobre alguns cocos Gram-

positivos e bactérias anaerdbias (Bomono e Szabo 2006).

1.3.3 Carbapenens

Os carbapenens sao beta-lactamicos de amplo espectro, estaveis
frente a beta-lactamase (Tabela 1). Estes antibacterianos possuem atividade
sobre cocos e bacilos Gram-positivos e negativos, aerébios e anaerdbios
(Zhanel et al., 2007; Meletis G et al., 2010). Alguns bacilos Gram negativos
nao-fermentadores de glicose, micobactérias e estafilococos resistentes a
oxacilina s&o resistentes também aos carbapenémicos (imipenem,
meropenem e ertapenem). Estes antibiéticos sofrem hidrdlise renal por acéo
de enzimas hidroliticas, que devem ser neutralizadas por uso de inibidores

(cilastina sédica) (Zhanel et al., 2007; Dienstmann et al., 2010).

1.3.4 Aminoglicosideos
Os aminoglicosideos (estreptomicina, kanamicina, gentamicina,
neomicina, tobramicina, amicacina e metilmicina) sdo antibacterianos com
acao sobre bactérias Gram negativas aerobias, alguns estafilococos e M.
tuberculosis (Tabela 1)(Schindler 2007; Severino e Magalhdes, 2002;

Dienstmann et al., 2010; Nayak-Rao, 2010). O aminoglicosideo pode ser

31



ministrado com sinergismo com a penicilina que age sobre a sintese de

parede celular,

Tabela 1: Classes de antibacterianos incluindo antibiéticos e quimioterapicos (Parte 1).

CLASSE

EXEMPLOS

ESTRUTURA

ANTIBACTERIANO

BETA-LACTAMICOS

AMINOGLICOSIDEO

GLICOPEPTIDEOS

TETRACICLINA

C*/ jj v

\/ \CH
o

ESTREPTOMICINA

H
NHCH, ‘
CH,OH fo)
NH

OXACILINA

COOH

1™

C—NH

VANCOMICINA

OHow

~l
9) CH,OH
CH o]

‘30 Cl

TETRACICLINA

H.C CH
3\/ 3

R3 R2
LI )
CO—NH,

OH
OH O

penicilinas,
cefalosporinas,
monobactans e
carbapenens

amicacina, canamicina,
estreptomicinas

teicoplanina e
vancomicina

doxiciclina, limeciclina,
minociclina
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Tabela 1: Classes de antibacterianos incluindo antibiéticos e quimioterapicos (Parte 2)

EXEMPLOS
CLASSE
ESTRUTURA ANTIBACTERIANO
CLORANFENICOL
H  NH—CO—CHCI,
CLORANFENICOL | Cloranfenicol
02N4®—c|:—C|Z—CHZOH
OH H
CIPROFLOXACINA
o}
F ) .
| COOH ciprofoloxacina
esparfloxacina,
QUINOLONAS N N levofloxacina,
[ j A norfloxacina
N
|
H
ERITROMICINA
H3C\ /CH3
R NH—R
azitromicina,
, claritromicina,
MACROLIDIOS eritromicina,
espiramicina
SULFADIMIDINA
SO, — NH sulfonamida,
N sulfapiridina,
SULFONAMIDAS M sulfametoxazol
= e, sulfadimidina
NHj
RIFAMPICINA
CH, CH,
rifamicina SV,
RIFAMICINAS rifamicina M e

rifampicina
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Isso facilita a entrada dos aminoglicosidicos em tratamentos contra

estafilococos (Bomono e Szabo 2006; Radigan et al., 2010).

1.3.5 Glicopeptideos

Este grupo é composto por dois antimicrobianos de importancia
terapéutica (vancomicina e teicoplanina) tendo atividade sobre Gram-
positivos, principalmente contra S. aureus e S. epidermidis (Tabela 1) (Perez-
Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006; Nettey et al., 2007; Cataldo
et al.,, 2010). A vancomicina apresenta uma alta toxidade renal que denota,
apesar de sua eficiéencia, a necessidade de outras opc¢bes na
antibioticoterapia (Bomono e Szabo, 2006; Nettey et al., 2007; Senthi et al.,

2010).

1.3.6 Tetraciclinas
Essas moléculas sdo antibacterianos de largo espectro (doxiciclina,
limeciclina, minociclina), que apresentam como principal caracteristica a boa
difusdo para o interior da célula (Tabela 1). Elas podem ser utilizadas no
tratamento de infeccBes provocadas por clamideas, riquétsias, micoplasmas,
brucelas, dentre outras (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo,

2006; Haenni et al., 2010).

1.3.7 — Cloranfenicol

Esse antibacteriano de largo espectro € uma das principais drogas

utilizadas contra bactérias anaerobias, sendo o farmaco de primeira escolha
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no tratamento da febre tiféide (Tabela 1) (Potrykus et al., 2002). Ele também
é indicado no caso de meningite provocada por H. influenzae (Smith et al.,

2007; Lu et al., 2010).

1.3.8 Quinolonas

Esse antibacterianos com principal atividade contra Gram negativos,
mas que apresentam um amplo espectro de acao (Tabela 1), e sé&o
classificadas como quinolonas de: 12 geracéo (Acido Nalidixico, Cinoxacina e
Acido Oxolinico); 22 geracdo (Norfloxacina, Ciprofloxacina, Lomefloxacina e
Ofloxacina); 3% geracdo (Levofloxacina e Trovafloxacina) e 42 geragao
(Moxifloxacina e Gatifloxacina) (Severino e Magalhdes, 2002). Eles séo
indicados contra agentes de infeccbes urinarias, gastrintestinais, Neisseria
gonorrhaeae e bacilos Gram-negativos multirresistentes a beta-lactamicos e
aminoglicosideos (Perez-Trallero e Iglesias 2003; Bomono e Szabo 2006;

Cross etal., 2010).

1.3.9 Sulfonamidas
As “sulfas” (Sulfonamida, Sulfapiridina, Sulfametoxazol, dentre outras)
possuem de largo espectro de acdo, mas com 0 uso clinico bastante limitado
atualmente, devido principalmente, a disponibilidade de farmacos mais
eficazes (Tabela 1) (Perez-Trallero e Iglesias 2003; Patel et al., 2004). As
sulfonamidas tém sido indicadas no tratamento de diversas infeccbes

incluindo as causadas por N. asteroides (Bomono e Szabo 2006; Hall 2010).
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1.4 Mecanismo de Acao dos Antibacterianos

Os antibacterianos podem agir sobre bactérias patogénicas susceptiveis
a partir da interrupcdo de seu crescimento e reproducdo (efeito
bacteriostatico) e/ou inducdo da morte bacteriana (efeito bactericida,
bacteriolitico) (Chopra et al., 2002; McDermott et al., 2003; Harris e
Thorarensen, 2004).

Estes efeitos ocorrem através da interferéncia sobre as vias metabolicas
desses agentes infecciosos que podem alterar desde a permeabilidade
(membrana externa) até os processos de sintese (parede celular, acido félico,
DNA, RNA e proteinas) dessas bactérias (Figura 6) (Neu,1992; Nikaido,

2001; Chopra et al., 2002; Pages 2004; Fluhr et al., 2010).
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magnésio (Fluhr et al., 2010). Ambos os processos de sintese e de lise da
parede celular das bactérias em crescimento estdo continuamente em
equilibrio. No caso de ocorréncia da inibicao da sintese de algum constituinte
da parede celular, como, por exemplo, o polipeptideoglicano, ocorre um
desequilibrio e a acdo de autolisinas destruindo as bactérias (Chopra et al.,
2002; McDermott et al., 2003; Harris e Thorarensen, 2004).

Antibacterianos como a penicilina, cefalosporina, fosfomicina,
vancomicina, ristocetina e bacitracina inibem a sintese da parede celular
competindo pelas enzimas participantes desta sintese ou inibindo-as
(Majiduddin et al., 2002; Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Fluhr et al., 2010;

Bomono e Szabo, 2006; Cassone et al., 2010) (Figura 7).

Penicilina penetra Lise celular com

no enveiope ruptura da membrana
bacteriano

l |

incorporando precursores I:.I)efeutos Estrutur
na parede pre-existente da p

Inibicao das "
trans eptidases impedindo o citoplasma
p é’a oes cry pdas continua crescendo

e 0s peptldeos v

Figura 7: Etapas da a¢&o da penicilina sobre a parede celular.

A célula continua Abe rrac;oes}lorfolé icas:
)

A bacitracina age impedindo a acdo do transportador fosfolipidico,
enquanto a ristocetina, penicilina e a vancomicina interrompem a reacao de

transglicolizacdo envolvidas na sintese do polipeptidoglicano, fazendo com
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gue ocorra um acumulo de precursores de peptideoglicano no interior da
célula, podendo ocasionar a lise celular (Figura 7). A bacitracina, vancomicina
e ristomicina atuam ainda na membrana plasméatica sendo toxicas também
para as células do hospedeiro (Chopra et al., 2002; Harris e Thorarensen,
2004; Blanchard et al., 2010).

Os antibacterianos beta-lactamicos (ex: 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 espaco
periplasmatico, por inibicdo das transpeptidases, ocasionando a lise celular
(Figura 7) (Rolinson, 1998; Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e Szabo,
2006; Zhanel et al., 2007).

Alguns antibacterianos como a meticiclina e a oxacilina séo inativos
frente a cepas Gram-negativas, pois ndo conseguem ultrapassar a
membrana externa destas bactérias, impedindo a difusdo dos antibacterianos
para o seu alvo no interior celular ao qual se constitui em um fator primordial
para a acao antibidtica (Brown 2004; Buynak, 2004). A composi¢cdo da
parede varia de acordo com o tipo de bactéria e origina diferencas de
permeabilidade aos compostos, influenciando diretamente na acdo do
antibacteriano. O tamanho molecular e a estrutura quimica do antibacteriano
também determinam e influenciam no seu modo de acao (Perez-Trallero e
Iglesias, 2003; Bomono e Szabo, 2006).

No caso de bactérias em isotonia com 0 meio (ex.: urina), ndo ocorre a

lise celular e elas poderiam sobreviver na forma de esferoplasto ou
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protoplasto. Essas bactérias ndo conseguirdo se reproduzir enquanto durar a
acao do antibacteriano (Brown 2004; Buynak, 2004).

Em bactérias Gram negativas, a lise osmotica pela inibicdo da sintese
da parede ¢é demorada, devido a menor pressdao osmaética nestes
microorganismos e diferenca nos constituintes da parede celular (Perez-

Trallero e Iglesias, 2003; Fluhr et al., 2010; Griffin et al., 2010).

1.4.2 A Acéo Antibacteriana 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 constituicdo (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 (Fluhr et al., 2010).
Contudo existem proteinas na membrana externa das bactérias Gram-
negativas, denominadas porinas, que podem facilitar a passagem de
substancias para o espaco periplasmatico (Eumkeb et al., 2010).

Alguns antibacterianos 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
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a fosfomicina e os aminoglicosideos (Nikaido et al., 2001; Griffin et al., 2010
).

Existem antibacterianos (ex.: polimixinas) que se ligam aos constituintes
normais da membrana causando uma desorganizacdao funcional, ja que
modificacdes na permeabilidade podem comprometer o metabolismo da
célula (Majiduddin et al., 2002; Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e
Szabo, 2006; Eumkeb et al., 2010; Griffin et al., 2010).

A membrana pode, ainda, sofrer altera¢gdes nos seus constituintes, como
s8o observadas com o0 uso da estreptomicina e outros aminoglicosideos.
Tendo em vista que a membrana celular das bactérias € 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;

Cassone et al., 2010).

1.4.3 A Acdo Antibacteriana Sobre a Sintese de Proteinas e
Metabdlitos Bacterianos
Os antibidticos podem atuar sobre diversas etapas da sintese protéica
bacteriana (Tabela 2). Dentre estas, o ribossomo € uma estrutura alvo que
nas células eucaridticas sdo do tipo 80S enquanto nas células procaribticas

sdo 70S (Da Silva 2007).

Tabela 2: Antibacterianos que agem sobre a sintese protéica.

Antibacteriano Acéo
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Cloranfenicol Inibicdo da formacao das ligacbes peptidicas durante
0 alongamento da cadeia polipeptidica

Eritromicina Interacdo com a subunidade 50S do ribossomo 70S

Tetraciclinas Interferéncia na fixagao do tRNA no ribossomo,
impedindo assim, a adigdo de aminoacidos

Estreptomicina A . . .
Interferéncia no inicio da sintese protéica, alterando a

conformacéo da subunidade 30S, no ribossomo 70S

Gentamicina : . . . N
procarioto, induzindo a leitura errbnea do mRNA.

Ligacao irreversivel ao RNA-polimerase das bactérias

Rifocinas blogueando a iniciacdo da cadeia de RNA

A diferenca na estrutura dos ribossomos do hospedeiro e das bactérias
€ responsavel pela toxidade seletiva desses antibacterianos. Entretanto, a
mitocdndria humana também possui ribossomos 70S podendo ser alvo de
algumas dessas antibacterianos (Perez-Trallero e Iglesias, 2003; Bomono e
Szabo, 2006; Da Silva, 2007; Eumkeb et al., 2010).

A atividade enzimatica especifica de um microorganismo pode ser
inibida também competitivamente por antimetabdlitos que sao
estruturalmente similares ao substrato da enzima, como as sulfonas e o
trimetroprim na sintese do acido félico (Bomono e Szabo, 2006; Eumkeb et

al., 2010).
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144 A Acdo Antibacteriana Sobre a Replicacdo do DNA
cromossOmico
O DNA cromossémico é formado por duas cadeias de nucleotideos em
espiral onde o superespiralamento é controlado por acdo da DNA-girase
(topoisomerase 1) enquanto a replicacdo, pela DNA-polimerase (Harris e
Thorarensen, 2002). A maioria dos antibacterianos que agem sobre a
replicacdo do DNA ndo apresenta toxicidade seletiva, afetando as células
humanas, como é o caso da mitomicina (Da Silva, 2007). Outros s&o
empregados na terapéutica como griseofulvina, novobiocina e as quinolonas

(Bomono e Szabo 2006; Da Silva, 2007).

1.5 A Resisténcia Bacteriana

1.5.1 Conceitos Gerais

Devido aos diferentes mecanismos de patogenicidade bacteriana, uma
infeccdo pode ser tratada por diversos antibacterianos, devendo ser
escolhido aquele ao qual a bactéria apresente sensibilidade (Da Silva, 2007,
WHO 2007). Entretanto, a resisténcia aos antibacterianos tem sido um sério
problema para a medicina, desde a implantacdo da antibioticoterapia nos
primordios da década de 1940 (Bomono e Szabo 2006; Da Silva, 2007;
WHO 2007; Judlin et al., 2010).

Os problemas com cepas resistentes vém se agravando ano ap0s anos,
em parte, como consequUéncia 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; OBATA et al., 2010).
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Em pleno século XXI, esse desafio se mostra ainda mais critico, face ao
crescente aparecimento de cepas bacterianas multirresistentes e troca de
resisténcia entre as diferentes espécies de bactérias (Ex.: E. faecalis, M.
tuberculosis, N. gonorrhoeae, P. pneumoniae e S. aureus) (Min et al., 2007;
Andersson et al., 2010).

Uma bactéria é considerada resistente a um determinado antibacteriano,
guando é capaz de crescer, in vitro, em concentracfes mais altas do que a
maior concentracao alcancada pelo farmaco no sitio da infeccdo (Tortora et
al., 2005; Trabulsi e Altherthum, 2005; Hgiby et al., 2010). Esta resisténcia é
determinada pelo genoma da bactéria, que codifica a expressao de
mecanismos bioquimicos capazes de neutralizar os efeitos dos
antibacterianos (Da Silva 2007; Obata F et al., 2010).

O conceito de resisténcia € relativo e € definido em funcdo das
concentracfes terapéuticas possiveis de serem atingidas no sangue, que €&
bastante inferior aquela alcancada em certos fluidos, secrecdes e tecidos
(Ang et al., 2004).

Assim, uma bactéria pode ser resistente a concentracdo 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, qguando uma bactéria sensivel se localiza
em uma area onde o antibacteriano ndo atinge uma boa concentracao (Jacob
et al., 2004). Por exemplo, o tratamento de uma meningoencefalite
meningocaocica com a eritromicina resulta em insucesso terapéutico, pelo fato

deste macrolidio ndo atravessar, adequadamente, a barreira
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hematoencefélica e, assim, ndo alcancar a concentracdo suficiente para a
cura da infeccdo (Erson, 2005; Rolain e Rault, 2005; Ravat et al., 2010).

As bactérias adotam mecanismos, a fim de sobreviverem a acéo letal
dos antibacterianos, que incluem a resisténcia, a tolerancia e a persisténcia
(Freitas et al., 1989; Van et al., 1996; Hoiby et al., 2010).

- Na resisténcia, a bactéria continua proliferando e mantendo a
mesma velocidade de crescimento, mesmo ao ser tratada com o
antibacteriano (Freitas et al., 1989).

- Na tolerancia, o crescimento é inibido, mas o numero de bactérias
viaveis nao sofre alteracéo por longo periodo. De fato a bactéria desenvolve
defesa apenas contra o efeito bactericida do antibacteriano onde, o sucesso
terapéutico somente sera alcancado quando a concentracdo do
antibacteriano alcancar o valor da concentracdo minima bactericida (CMB),
definida como a menor concentracdo do antibacteriano capaz de matar
99,9% das bactérias presentes (Freitas et al., 1989).

- Na persisténcia, uma pequena fracdo da populacdo bacteriana
submetida ao tratamento n&o sofre o efeito bactericida do antibacteriano,
independentemente de seu mecanismo de acdo (Jacoby 2005; Erson 2005;
Rolain e Rault 2005; Ebrahim et al., 2010).

Esses trés mecanismos de defesa tém grande importancia clinica, uma
vez que, no caso da resisténcia, o fracasso terapéutico é total, restando,
como Unica opc¢ao de tratamento, a substituicdo do antibiético por outro ao

gual a bactéria seja sensivel (Min et al., 2007).
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A persisténcia e a tolerancia séo criticas nos casos em que o combate a
infeccdo envolve pacientes imunossuprimidos, como os aidéticos, nos quais o
sucesso da antibioticoterapia depende, essencialmente, do efeito bactericida
da droga. Assim cessado o efeito inibitério do antibiotico ao qual a cepa é

persistente ou tolerante, a infeccdo recrudesce, face a inexisténcia das

defesas do organismo (Jacoby 2005; Ravat et al., 2010).

1.5.2 Resisténcia - Origem e Classificacao

Quanto a origem, a resisténcia bacteriana aos antibioticos pode ser
classificada como natural ou adquirida (Freitas et al., 1989). A resisténcia
natural, também dita intrinseca, esta associada ao cromossomo da bactéria e
tem, portanto, um carater hereditario transmitido as células filhas. Esta
resisténcia €, por conseguinte, uma caracteristica transmitida, verticalmente,
as bactérias descendentes, que séo geradas sem a presenca dos receptores
alvo do antibacteriano ou com a presenca de estruturas e mecanismos que
impede a acdo antibacteriana (Murray e Moellering 1978).

Segundo a literatura, a resisténcia natural a um determinado
antibacteriano € uma caracteristica indispensavel a autodefesa dos
microorganismos produtores de antibiéticos, geralmente produzido frente a
competicdo com outras cepas pelo mesmo habitat (Freitas et al., 1989;
Brigotti et al., 2010).

Se por um lado, a resisténcia natural ndo apresenta significado clinico
relevante, por ser previsivel e constante, bastando-se conhecer o espectro de

acdo do antibidtico para evita-la; a resisténcia adquirida, ao contrario, é
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responsavel por problemas médicos importantes, tendo em vista a larga
participagdo de microrganismos com sensibilidade modificada aos
antibacterianos na etiologia das infecgbes (Freitasm1989;Rolain e Rault,
2005).

A resisténcia bacteriana adquirida a um ou mais antibacterianos consiste
em uma caracteristica nova, que € exibida por alguma célula da populacdo
de uma determinada espécie de bactéria. Estes exemplares (modificados) da
populacdo bacteriana ndo respondem mais a acdo de antibacterianos apesar

de ativos contra o restante das bactérias presentes (Ravat et al., 2010).

1.5.3 Resisténcias Simples, Mdltipla e Cruzada.

A resisténcia pode ser denominada como:

a) simples, quando a bactéria resiste a acdo de um unico antibacteriano;

b) mdltipla, quando ha simultaneidade de resisténcia a dois ou mais
antibacterianos; e

c) cruzada, quando o mecanismo bioquimico da resisténcia para um
determinado antibacteriano 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 o
anel beta-lactamico deste antibiotico, tornando-o inativo. Esta enzima,
obviamente, também inativa outras moléculas que contenham o anel beta-
lactamico como as cefalosporinas, carbapenens, cefamicinas, oxacefens e

monobactans (Rouveix 2007; Wardal et al., 2010).
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De acordo com a literatura, em sua grande maioria, os antibacterianos
ndo tém poder mutagénico sobre cepas sensiveis ou resistentes. Entretanto,
esses podem selecionar as cepas resistentes ja presentes, ao matar as
cepas sensiveis. Algumas dessas moléculas podem induzir a resisténcia em
algumas espécies de bactérias, tendo sido observado principalmente com os
novos beta-lactamicos (cefalosporinas, carbapenens, etc.) (Majiduddin et al.,
2002). Isto resulta da inibicdo da represséo génica e consequente producéo e
liberagcdo de enzimas inativadoras dos antibidticos. Dois tipos dessas
enzimas sao descritos na literatura: a) as enzimas constitutivas, cuja sintese
independe da presenca do antibacteriano; e b) as enzimas induzidas, em que
a sua sintese € desencadeada pela presenca da molécula (Clancy et al.,

2010).

1.5.4 Mecanismos Bioquimicos da Resisténcia Bacteriana

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antibacterianos por
meio de alguns mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura
(Jacoby 2005; Hooper 2005; Bomono e Szabo, 2006; Min et al., 2007; Clancy
et al., 2010) (Figura 8). Esses mecanismos incluem (Rouveix 2007):

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

b) alteracéo do sitio de ligacdo do antibacteriano;

c) substituicdo do sitio de ligacéao;

d) diminuicdo da permeabilidade ao antibacteriano;

e) aumento da sintese de substrato com o qual o farmaco compete;
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f) efluxo do antibacteriano, por intermédio de transporte ativo.

g) sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.

Bactéria Sensivel

Mutagao Selecao Aquisicao
Cromossomial induzida por de Material
antibidticos Genético

Bactéria Resistente

- AT
P wa

¢ Inativacao/
* Modificagao

enzimatica

Pl

Diminuigdo da T . W=

permeabilidade/ (
Efluxo
A (

Aminoglicosideos §

’

Imipenem Rifampicina

* Tetracilina !

Figura 8: Principais mecanismos envolvidos no processo de geracdo de bactérias
resistentes.

Esses mecanismos podem coexistir em uma mesma cepa bacteriana
gque, ainda pode desenvolver resisténcia cruzada contra distintos
antibacterianos (Gold e Moellering 1996; Chopra et al.,, 2002; Min et al.,
2007). A resisténcia pode ser consequéncia da acdo de outros fatores, como
o sitio de infeccdo onde se encontra a cepa bacteriana e a concentracdo do
antibacteriano. O uso inadequado de antibacterianos e a sobrevivéncia de
bactérias em individuos imunossuprimidos aumentam a exposicdo das
bactérias a esses antibacterianos, possibilitando também o surgimento de
cepas resistentes (Chumpolkulwong et al., 2004). Assim, dentre inUmeras
bactérias, uma pode sofrer mutacdo gerando cepas resistentes que podem

ser selecionadas pelos antibacterianos. Estas cepas se multiplicam, podendo
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passar os seus genes de resisténcia através de diferentes mecanismos

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

155 Mecanismos Genéticos de Transferéncia da Resisténcia
Bacteriana
A resisténcia bacteriana adquirida aos antibacterianos é desenvolvida
por meio de mecanismos genético-bioquimicos, incluindo a mutagédo, a
transducéo, a transformacdo, a conjugagcdo e a transposicao (Min et al.,
2007).
1.5.5.1 Mutacao
A mutagédo é um fendmeno decorrente do grande nimero de divisdes 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 (1 mutante a cada 100.000.000 células), resultando na
modificacdo das caracteristicas genéticas da bactéria, que pode adquirir
resisténcia aos antibacterianos. Neste tipo de fendmeno, a resisténcia é
adquirida apenas para um tipo de antibacteriano, sendo a bactéria mutante
selecionada pela acdo do préprio antibacteriano. Esse mecanismo gera a

resisténcia simples a um unico antibacteriano (Fluit e Schmitz 2004).

1.5.5.2 Transformacao
Esse mecanismo consiste na captacdo, por uma bactéria receptora, do
DNA proveniente do cromossomo ou plasmideo liberado pela bactéria

doadora. Em condi¢bes naturais, a transformacdo acontece quando a
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bactéria doadora sofre uma lise e o seu DNA é captado pela bactéria
receptora (Jacoby 2005; Erson 2005; Rolain e Rault 2005). A transformacéo,
entretanto, € um mecanismo de pouca importdncia clinica e de baixa
relevancia na transferéncia da resisténcia em condi¢ées naturais, pois, para
ela acontecer, € necessario que a bactéria doadora apresente um estado de
competéncia e condicbes ambientais adequadas (ROUVEIX 2007). A
transformacgéo habitualmente s6 acontece entre bactérias da mesma espécie
e tem sido constatada entre hemodfilos, neissérias, estafilococos e

estreptococos (Saunders 1984; Tortora 2005).

1.5.5.3 Transducéao

Esse mecanismo é restrito a bactérias da mesma espécie e, permite a
transferéncia de genes da resisténcia de uma bactéria para outra, sendo
mediado por bacteri6fagos (Jacoby 2005). A transducdo de genes
cromossOmicos da resisténcia ndo apresenta importancia pratica, visto que,
apenas ocasionalmente, acontece a incorporacdo de fragmentos de DNA
cromossOémico com genes de resisténcia no fago. Além disto, se o fragmento
traduzido ndo 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; Seputiene et al., 2010).

A transducado por plasmideo € o principal mecanismo de aquisicdo de
resisténcia dos estafilococos, podendo a resisténcia ser simples, quando o

plasmideo apresenta apenas um gene determinante desta caracteristica (EX.:
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contra a penicilina G); ou mdultipla, se o plasmideo carregar 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; Seputiene et al., 2010).

1.5.5.4 Conjugacéo

Esse mecanismo de transferéncia de uma bactéria viavel para outra é
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 € replicado na bactéria
doadora (F") e a sua cépia, que € 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 o plasmideo incorporado com pedacos de

cromossomo para outra bactéria (Neu 1992; Clancy 2010).

1.5.5.5Transposi¢éo
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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 € feita por meio de uma molécula de DNA
(plasmideo ou cromossomo) para outra (plasmideo ou fago). Ao contrario dos
plasmideos, os transposons nao sao auto-replicaveis, por isto, eles devem
permanecer como parte de um replicon funcional (DNA que se auto-replica),
como os plasmideos, os bacteri6fagos ou o cromossomo da célula
(Seputiene et al., 2010). 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;

Wardal et al., 2010).

1.6 A Resisténcia Bacteriana Atualmente

Segundo a literatura, a evolucdo das cepas de bactérias resistentes e
multirresistentes tem sido rapida e preocupante (WHO, 2010). O surgimento
destas cepas se iniciou em 1944, nos Estados Unidos, quando foi registrado
0 primeiro caso de resisténcia a penicilina em Staphylococcus sp. em
ambiente hospitalar (Erson 2005; Rolain e Rault 2005).

Em 2002, a existéncia de uma cepa de S. aureus resistente a meticilina,
um dos antibacterianos clinicos utilizados atualmente, foi descrita nos
Estados Unidos (MRSA —meticillin resistant S. aureus) (Srinivasan et al.,
2002). Esta resisténcia ocorre ainda hoje pelo processo de conjugacdo, em

gue na época houve ainda a troca de genes com uma cepa de Enterococcus
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resistente ao glicopeptidio vancomicina (VRE - Vancomycin Resistant
Enterococcus) dando origem a uma cepa multirresistente a meticilina e a
vancomicina (MuRSA — Multirresistant S. aureus) (Srinivasan et al., 2002;
Rouveix, 2007) e de forma ainda mais critica, a uma cepa de Enterococcus
dependentes da vancomicina (VDE — Vancomycin Dependent Enterococcus)
(Srinivasan et al., 2002; Min et al., 2007; Clancy 2010).

Apesar da grande diversidade de estruturas quimicas e diferentes
mecanismos de acdo dos antibacterianos, o tratamento de infeccdes
causadas por bactérias resistentes tem sido cada vez mais dificil (Nettey et
al., 2007; Wardal et al., 2010). Nao ha, atualmente, um unico antibacteriano
em uso clinico, contra o qual ndo exista, pelo menos, uma cepa a ele
resistente. Desta forma, o sucesso no combate as infec¢des bacterianas e o
controle sobre o aparecimento de bactérias resistentes € dependente do
emprego criterioso dos antibacterianos e da descoberta de novas moléculas
gue possam ser disponibilizadas para uso em hospitais e nha comunidade, o

gue tem levado de 10 a 15 anos para ocorrer (Erson 2005; Rolain e Rault

2005; Seputiene et al., 2010; Clancy et al., 2010).

1.6.1 Multirresisténcia: KPC, NDM e XDR
As beta-lactamases fazem parte de um grupo heterogénio de enzimas
gue conferem resisténcia aos antibacterianos beta-lactamicos. Mais de 700
tipos distintos de beta-lactamases ja foram descritos ndo s6é com a
capacidade de hidrolizar o anel beta-lactamico dos antibacterianos, mas

também de inativar os inibidores de penicilinases (Dienstmann et al., 2010).
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Os Carbapenens sao antibacterianos de escolha para tratamento de
infeccbes causadas por cepas Gram negativas multirresistentes,
especialmente as produtoras de [B-lactamases espectro estendido (ESBLS)
e/ou cepas produtoras de beta-lactamases cromossomicas (AmpC) (Thomas
et al., 2009).

Varios sdo os mecanismos de resisténcia que podem impedir a acao
dos carbapenens. A resisténcia surge, ocasionalmente, da combinacdo de
impermeabilidade da membrana com acdo das AmpCs ou ESBLs (Thomas et
al., 2009).

A carbapenemase € uma enzima produzida por um grupo de
enterobactérias (KPC - Klebisiella pneumoniae carbapenemase) e que
confere resisténcia aos carbapenens, uma vez que tais enzimas degradam o
anel carbapenemico existente nestes antibacterianos, além de inativar
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (Meletis et al., 2010).

Cepas de Klebisiella pneumoniae foram recentemente incluidas no
pool de patdégenos mosocomiais multirresistentes capazes de produzir tais
enzimas. Sete variantes do gene blakpc (KPC1-KPC7), sdo capazes de
codificar a producdo da enzima KPC sendo esses genes encontrados no
plasmidio bacteriano e detectados em diferentes espécies de enterobactérias
(Ménica et al., 2009).

Cepas de KPCs ja foram encontradas nos Estados Unidos, Israel,
China, Europa e mais recentemente no Brasil. Cepas de K. pneumoniae
produtoras de carbapenemases (KPCs), tém sido identificadas em pacientes

com um longo periodo de internacdo hospitalar, que passaram por terapia
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com utilizacdo de multiplas drogas antibacterianas e que, na maioria dos
casos, sao provenientes de Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). Tais cepas
podem colonizar os tratos urinario, digestivo e respiratério, além de
ocasionarem infec¢cdes com um alto indice de mortalidade (Dienstmann et al.,
2010).

Varias outras enzimas estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia
desenvolvida pelas Enterobactérias, dentre elas, a Oxa-48, que faz parte de
uma classe de carbapenemases principalmente encontradas em K.
pneumoniae. A classe B de carbapenemases, as metallo-B-lactamases
(MBLs), sado encontradas principalmente em Pseudomonas aeruginosa e
também podem ser isoladas de cepas de K. pneumoniae (Yong et al., 2009).

Ultimamente, tem sido reportado na literatura um novo subgrupo de
MBL, designada Nova Delhi Metallo-beta-lactamase-1(NDM-1), originaria de
Nova Delhi India. A NDM-1 € uma enzima codificada pelo gene blanpwm-1
isolado de cepas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter cloacae que confere resisténcia ao beta-lactamicos com
excecdo do aztreonam (um monobactamico)(Yong et al., 2009).

A multirresisténcia ndo esta restrita apenas as Enterobactérias, visto
gue no continente Europeu, entre os anos de 2000 e 2004, surgiram cepas
de Mycobacterium tuberculosis multidrogas-resistentes, com resisténcia a
rifampicina e isoniazida, o que dificulta o tratamento da tuberculose, ficando
restrito praticamente ao uso de fluoroquinolonas (Seputiene et al., 2010).

Em 2006, através de falhas terapéuticas e por pressao seletiva,

surgiram as primeiras cepas com ampla resisténcia aos antibacterianos, as
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XDR (Extensively drug-resistant). Essas eram resistentes a isoniazida,
rifampicina e as fluoroquinolonas, agravando ainda mais o cenario mundial de
controle da tuberculose, revelando a urgéncia de se encontrar novas fontes
de antibacterianos e novas moléculas ativas ndo s para o tratamento dessa
mas de outras infec¢des causadas por bactérias multiresistentes (Murase et

al., 2010; Seputiene et al., 2010).

1.7 Fontes de Novos Protoétipos a Antibacterianos

A busca por novos antibacterianos pode permitir uma melhoria no
tratamento de infeccbes por organismos patogénicos resistentes a moléculas
convencionais, onde atualmente estas cepas estdo sendo debilmente
controladas por poucos antibacterianos, contra os quais pode, rapidamente,
surgir um processo de resisténcia. Com isto, novas fontes para a descoberta
de prototipos de antibacterianos, sejam esses de origem vegetal ou animal ou

sintética, sdo de grande interesse para a comunidade mundial (WHO, 2010).

1.7.1 Linezolida

A Linezolida (Zyvoxid) é um antibacteriano recente de escolha médica
para o tratamento de infec¢cbes associadas a Enterococcus faecium
resistentes a vancomicina e infec¢cdes hospitalares causadas por S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) (Figura 9). Entretanto, a toxidade e casos
emergentes de resisténcia, prolongam o tratamento, podendo torna-lo

ineficaz (Lohray et al., 2004).
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Figura 9: Estrutura do Linezolida.

Recentes descobertas revelam que a fusao do linezolide com o anel
tienopiridina origina derivados que apresentam atividade semelhante ao
Linezolida contra S. aureus in vitro sendo moléculas em potencial para o
estudo antibacteriano (Lohray et al., 2004; Caminero et al.,, 2010). Isso
aponta esses sistemas ciclicos como novas opc¢des para a criagdo de novas
moleculas ativas.

1.7.2 Sistemas Tienopiridina e Pirazolopiridina

A literatura sobre derivados tienopiridina (Figura 10) descreve diferentes
atividades bioldgicas incluindo acao 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 que mostraram atividades antibacterianas contra Bacillus pumilus,
B. cereus, Staphylococcus aureus, S. 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.
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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 (Figura 10), alguns artigos
da literatura, que tratam da quimica e das aplicacfes biol6gicas do sistema,
descrevem diversas atividades como inibidor da Xantina Oxidase (Yu et al.,
2001; Seputiene et al., 2010) e na quimioterapia de alguns tumores (Bare et
al., 1989). Outros derivados deste sistema se apresentam ainda eficazes
como vasodilatadores e consequente potencial no tratamento da disfuncéo
erétil (Yu et al., 2001).

Com base em dados da literatura, varios sistemas heterociclicos tém
sido sintetizados pelo grupo da professora Dr2 Alice Bernardino do Instituto
de Quimica da Universidade Federal Fluminense, incluindo os sistemas tieno-
piridinas e pirazolo-piridinas, tendo gerado moléculas com diferentes
atividades incluindo a acdo antiparasitaria (De Mello 1999; Schenone et al.,
2001).

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 (Zervosen et al., 2002; De Mello et
al., 2004). Estes resultados denotam o potencial promissor destas séries a

ser verificado também para atividade antibacteriana.
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Figura 10: Sistemas heterocicliclos tienopiridina (A) e pirazolopiridina (B).

1.7.3 Triazois

Os triazois sé@o heterociclos aromaticos (Figura 11), de origem sintética
e que tem despertado muito interesse pelo fato de possuirem um vasto
campo de aplicagbes, incluindo agroquimicos e farmacos (Cuenca-Estrella

2010).
|
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Figura 11: Estrutura do triazol

Como farmaco, a nova classe triazolica, tem sido descrita como
potente agente antifingico, indicado no tratamento de Infec¢des fungicas
cutaneas, com amplo espectro de acdo, incluindo espécies de Candida,

Cryptococcus, Histoplasma e Paracoccidioides (Cuenca-Estrella 2010).
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Os derivados triazolicos sdo ativos contra Candida albicans, mas
cepas de Candida krusei e Candida glabrata sdo menos sensiveis. Os
triazéis agem inibindo com especificidade a biossintese do ergosterol, um
componente da membrana celular dos fungos, que exerce funcdes
semelhantes as do colesterol em células animais (Cuenca-Estrella 2010).

Derivados &cidos de triazés, que mantém o grupamento &cido
carboxilico, tém sido testados como antibacterianos uma vez que apresentam
similaridades estruturais com antibacterianos de uso clinico como as
Fluoroquinolonas (Cuenca-Estrella 2010).

Os triaz6is agem sobre isoenzimas do complexo citocromo P-450 e o
resultado € um potencial aumentado dos niveis plasmaticos de outros

farmacos, facilitando a aparicado de efeitos adversos.

1.7.4 Chalconas

As chalconas (Figura 12) sdo moléculas de grande interesse quimico e
farmacoldgico por apresentarem diversas atividades biologicas. Estruturas
atuam em alvos especificos, como enzimas ou mediadores quimicos,
afetando processos inflamatérios, com a inibicdo da producédo de éxido nitrico
(NO) e PGE: (prostaglandina E>), principalmente em macréfagos. Isso afeta a
expressdo das enzimas induziveis envolvidas, podendo ser uma importante
estratégia para obtencéo de agentes antiinflamatérios (Kim et al., 2010).

O grupo do Prof. Ricardo Nunes da Universidade Santa Catarina tem
sintetizado derivados chalconicos com o objetivo de identificar um nucleo

base no qual modificagcbes moleculares possam ser realizadas, levando a um
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melhoramento da estrutura e da funcdo antibacterianas, gerando futuros
protétipos que possam contribuir para o tratamento de infec¢cdes causadas

por cepas multiresistentes.

COQOH

Figura 12: Estrutura molecular da chalcona

1.7.5 Lapachonas

As quinonas tém sido estudadas e se mostraram atuantes contra
diversos quadros patolégicos incluindo: tumor, inflamacao, e infeccbes por
fungos e parasitas (Da Silva et al., 2010).

A literatura indica que o perfil biolégico observado para estas
moléculas esta centrado em seu ndcleo orto e para quinodide. Este grupo
geralmente aceita um ou/e dois elétrons (ciclo redox) para formar o radical
anion ou dianion correspondente in situ. Assim o radical semiquinona acelera
a hipoxia intracelular dos microorganismos pela producdo dos superanions
(Da Silva et al., 2010).

Devido a este mecanismo, as quinonas podem apresentar uma

elevada citotoxicidade contra as células do hospedeiro, possivelmente por
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afetar as topoisomerases, um grupo de enzimas necessdrias para a
replicacdo do DNA nas células (Da Silva et al., 2010).

A B-lapachona (1,2-naftoquinona) (Figura 13), isolada da Tabebuia sp,
€ uma naftoquinona que possui uma variedade de efeitos farmacoldgicos

incluindo o efeito antibacteriano (Da Silva et al., 2010).

Figura 13: Estrutura molecular da B-lapachona

O laboratorio do Professor Vitor Ferreira Francisco do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense, tém como objetivo manter a
atividade antibacteriana j4 reconhecida desta molécula, porém tenatando
diminuir sua toxicidade celular. Contudo os ultimo intentos ndo foram
promissores sugerindo que a modificaccdo molecular compromete a funcéo

biol6gica da molécula sintetizada (Ferreira, Comunicacao Pessoal).
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1.8 Os Antibacterianos e a Nanotecnologia

A maioria dos antibacterianos de uso clinico apresentam acédo dose-
dependente e, quando estao livres na circulacao, sédo rapidamente filtrados
pelo sistema renal, o que diminui sua concentracdo ativa (Ranjan et al.,
2009). Assim sendo, isso faz necessario o uso de dosagens mais elevadas
devido ao qual grande parte dos antibacterianos, principalmente os
guimioterapicos, apresentam efeitos toxicos (Brown et al., 2010).

Nanoparticulas contendo antibacterianos, como aminoglicosidios, tem
melhorado a eficiéncia da entrada de antibacterianos em células infectadas
por bactérias, visto que o controle da liberacdo de farmacos permite a
otimizacdo da dosagem das substancias e consequente reducao de efeitos
colaterais (Ranjan et al., 2009).

A nanotecnologia tem sido uma area de intensa pesquisa nos ultimos
dez anos, apresentando como um dos seus objetivos a otimizacdo do efeito
dos farmacos, para isso ocorre se faz necessaria a utilizacdo de vetores onde
se incluem as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e
nanoparticulas) (Kamyar et al., 2010).

As nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém
atraido maior atencao dos pesquisadores em relacdo aos lipossomas, devido
as suas potencialidades terapéuticas, maior estabilidade nos fluidos
biolégicos e durante o armazenamento. As nanoparticulas poliméricas séo
sistemas carreadores de farmacos que apresentam diametro inferior a 1 pym.

O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais
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diferem entre si segundo a composi¢cao e organizacao estrutural. (Figuras 14)

(Kamyar et al., 2010)
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Figura 14: O f&rmaco e a nanoparticulas. A) dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas;
B) adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas e c¢) adsorvido na matriz polimérica das
nanoesferas.

As nanocapsulas sao constituidas por um invélucro polimérico disposto

ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste
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ndcleo e/ou adsorvido a parede polimérica. As nanoesferas, que nao
apresentam 6leo em sua composicdo, saoformadas por uma matriz
polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (Van et al., 2010)

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando inUmeras aplicacdes
terapéuticas, sendo planejados, principalmente, para administracao
parenteral, oral ou oftdlmica. Uma das areas mais promissoras na utilizacao
das nanoparticulas é a vetorizacdo de antibidticos, principalmente através de
administracdo parenteral, almejando uma distribuicdo mais seletiva dos
mesmos e, assim, um aumento do indice terapéutico (Kalpana et al., 2010).

Com relacdo a administracéo oral de nanoparticulas, as pesquisas tém
sido direcionadas para a diminuicdo dos efeitos colaterais destacando-se o0s
antiinflamatérios nao-esterdides (diclofenaco, indometacina), o0s quais
causam frequentemente irritacdo a mucosa gastrintestinal e para a protecao
de farmacos degradaveis ao longo do trato gastrintestinal (peptideos,
proteinas e/ou hormdnios), aumentando a biodisponibilidade dos mesmos
(Van et al., 2010).

Existem varios métodos relatados na literatura para a preparacdo de
nanoparticulas poliméricas, os quais podem ser, de uma forma geral,
classificados em métodos baseados na polimerizacao in situ de monémeros
dispersos (cianoacrilato de alquila) ou na precipitacdo de polimeros pré-
formados, tais como poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do
acido metacrilico e de um éster acrilico ou metacrilico obtidos como

suspensodes coloidais aquosas (Kannan 2010).
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A liberacdo dos farmacos a partir de sistemas nanoparticulados
poliméricos depende de diferentes fatores incluindo a dessor¢do do farmaco
da superficie das particulas; a difusdo do farmaco através da matriz das
nanoesferas e através da parede polimérica das nanocapsulas; a erosdo da
matriz polimérica ou a combinacao dos processos de difusdo e erosao (Van
et al., 2010).

A caracterizacdo das suspensdes engloba a avaliacdo morfolégica, a
distribuicdo de tamanho de particula, a distribuicdo de massa molar do
polimero, a determinacdo do potencial zeta e do pH, a determinacdo da
guantidade de farmaco associado as nanoestruturas, a cinética de liberacéo
do farmaco e, ainda, a avaliacdo da estabilidade em funcdo do tempo de
armazenamento. As microscopias eletrbnicas de varredura (MEV) ou de
transmissao (MET) tém sido muito empregadas na obtencéo de informacgdes
relativas a forma e ao tamanho das nanoparticulas (Kalpana et al., 2010).

Nanoparticulas com baixa afinidade as proteinas que promovem a
passagem para os glomeérulos renais possibilitam que, em pequenas doses,
0s antibacterianos possam ficar por mais tempo na corrente sanguinea
(Ranjan et al., 2009). Alguns antibiéticos como a Vacomicina podem
acumular-se no tecido renal e, em grandes concentracdes, ocasionar a
faléncia renal o que esta técnica pode auxiliar na administracdo e uso do
mesmo (Kupstaite et al., 2010).

Um outro problema encontrado com a utilizacdo dos antibacterianos de
uso clinico € que estes podem sofrer metabolismo dentro do organismo

humano, desta maneira ocasionando menor eficiéncia e o aumento da
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dosagem com consequentes efeitos  tdxicos.  Aminoglicosidios
nanoparticulados ndo sofrem degradacdo metabdlica e sdo mantidos de
forma estavel por tempo prolongado dentro do organismo humano (Ranjan et
al., 2009).

A possibilidade de utilizacdo de técnicas de nanotecnologia para
nanoparticular novas moléculas antibacterianas no intuito de diminuir sua
dosagem e consequentemente, diminuir possiveis efeitos toxicos otimizando
sua atividade é uma realidade que pode e deve ser considerada para

melhoria de tratamento das infeccbes causadas por bactérias

multirresistentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar o perfil antibacteriano contra cepas hospitalares sensiveis,
resistentes e multirresistentes em 243 moléculas de origem sintética
derivados de diferentes sistemas ciclicos e func¢des para atuarem como
futuros prototipos a quimioterapicos com posterior nanoparticulagdo para

reducado de possiveis efeitos colaterais.

2.2 ESPECIFICOS

- Determinacdo e comparacdo do perfil antibacteriano inicial (screeening)
frente a cepas sensiveis, resistentes e multiresistentes Gram-positivas e
Gram-negativas, isoladas de pacientes do Hospital Universitario Antdnio
Pedro (HUAP) incluindo:

e 26 derivados sintéticos do sistema Pirazolopiridina.
e 41 derivados sintéticos do sistema Tienopiridina.

e 60 derivados sintéticos do sistema Hidrazonas.

e 42 derivados sintéticos do sistema Quinolonas.

e 68 derivados sintéticos do sistema Chalconas.

e 6 derivados sintéticos do sistema Lapachona.
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- Determinacdo das Concentracdes Minimas Inibitérias (MICs) para os
derivados ativos dos sistemas Pirazolopiridina, Tienopiridina, Hidrazonas,
Quinolonas e Chalconas que apresentarem perfil antibacteriano significativo
segundo padronizacado do CLSI (Clinical and. Laboratory Standards Institute)

frente as cepas analisadas.

- Comparacado dos valores e resultados encontrados para os derivados
sintéticos ativos com o0s antibacterianos utilizados comercialmente para
avaliacdo do potencial como prototipo para o desenho de novos

antibacterianos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias e Condi¢Ges de Crescimento.

Os testes microbiologicos foram realizados cepas clinicas de bactérias
Gram -positivas e Gram-negativas fornecidas pelo Hospital Antbnio Pedro
(HUAP) a partir da coleta dos pacientes. As cepas foram identificadas pelos
meétodos microbiologicos e bioquimicos tradicionais, com excecéo das cepas
Staphylococcus aureus 2592 e Escherichia coli 314 que sédo cepas de
referéncia (ATCC).

No estudo dos derivados foram utilizadas 14 cepas dentre as bactérias
Gram-positivas (Enterococcus faecalis 8501, Staphylococcus aureus 8148,
Staphylococcus aureus 8380, Staphylococcus epidermidis 201,
Staphylococcus epidermidis 8126, Staphylococcus aureus ATCC) e Gram-
negativas (Serratia marscescens 204, Proteus mirabilis 464, Pseudomonas
aeruginosa 36408, Enterobacter cloaceae 6964, Acinetobacter calcoaceticus
2801, Klebsiella pneumoniae 6891, Escherichia coli 635, Escherichia coli
3657) (Anexo 1).

As bactérias foram cultivadas no meio contendo bactopeptonas (1%);
extrato de |évedo (1%); cloreto de sodio (0,38%); NaHPO4.2H,0 (0,11%) e
(2%) de agar-agar para a preparacdo de meio solido, que foi autoclavado a
120°C sobre a pressdo de 1 atm, durante 30 minutos. Nestas condi¢des, o

meio apresenta um pH de 7.4 e todos os reagentes utilizados foram oriundos
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da Sigma (St. Louis, MO, USA) ou da Merk (Darmstad, Germany,). O controle
biolégico assim como condi¢cdes de crescimento seguem padronizacdo do

Clinical and. Laboratory Standards Institute (CLSI).

3.2 Preparacao das Solugdes-Estoques dos Materiais.

3.2.1 Sistemas Tienopiridina e Pirazolopiridina.

As solucdes-estoque (5mg/mL) dos 67 derivados do sistema
pirazolopiridina (n=26) e do sistema tienopiridina (n=41) sintetizados pelo
grupo da Dr? Alice Bernardino do Instituto de Quimica-UFF foram preparadas

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

3.2.2 Hidrazonas

As solucdes-estoque (5mg/mL) dos 60 derivados sintetizados pelo
grupo de pesquisa do Professor Ricardo Nunes do Laboratorio Estrutura e
Atividade, Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa
Catarina. Incluindo 54 compostos da série F e 6 da série K, que foram
preparados em dimetilsulféxido (DMSO) obtido da Merk (Darmstad,

Germany).

3.2.3 Chalconas
As solucbes-estoque (5mg/mL) dos 68 derivados de chalconas
sintetizados pelo grupo de pesquisa do Professor Ricardo Nunes do

Laboratério Estrutura e Atividade de Floriandpolis-SC, Departamento de
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Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, séries (J, A e N),
preparados em dimetilsulfoxido (DMSO) obtido da Merk (Darmstad,

Germany).

3.2.4 Quinolonas
As solucbes-estoque (5mg/mL) dos 42 derivados de quinolonas Dr?.
Maria Cecilia do |Instituto de Quimica-UFF, foram preparados em

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

3.2.5 Lapachonas

As solucdes-estoque (5mg/mL) dos 6 derivados de Lapachonas
sintetizados pelo grupo do Professor Vitor Ferreira do Instituto de Quimica-
UFF, foram preparados em dimetilsulfoxido (DMSO) obtido da Merk

(Darmstad, Germany).

3.3 Antibiograma Qualitativo - Teste De Difusdo Em

Disco (TSA).

3.3.1 Preparacdao dos Discos de Papel

Discos de papel Whatman n°1 (5mm de diametro) contendo 5mg/ml da
solucdo estoque dos compostos testados foram colocados sobre o meio de
Mueller Hinton (solido), em placa previamente inoculada com as bactérias,

para realizagdo dos ensaios.
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3.3.2 Controles experimentais

Antibacterianos de uso clinicos (ciprofloxacina, vancomicina, oxacilina,
penicilina G, ampicilina e cloranfenicol), foram utilizados como controles
positivos enquanto 4gua destilada e DMSO foram utilizados como controles

negativos em condic¢des idénticas as dos compostos testados.

3.3.3 Teste de Difusao em Discos (TSA)

Uma cultura bacteriana com 5 horas de crescimento a 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, os discos
foram depositados sobre as placas que foram incubadas a 37°C por 24 horas

(Figura 15).

At':,u._'“
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Figura 15: Teste de difusdo em discos com as etapas de realizagdo do teste (esquerda) e a
placa contendo resultado positivo de antibacterianos distintos com halos de inibicao
(direita).
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A sensibilidade foi determinada através da medida do didmetro do halo
de inibicdo de crescimento, em ensaios repetidos no minimo trés vezes, onde
halos maiores ou iguais a 14mm foram considerados halos de inibi¢cao
significativos, de acordo com o protocolo estabelecido pelo seguem

padronizacéo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010).

3.4 Antibiograma Quantitativo Para A Determinacdo Da

Concentracao Inibitéria Minima (MIC).

O MIC foi determinado através da técnica de macrodiluicado utilizando
trés séries. O primeiro tubo de cada série continha 1mL de meio sem o
inoculo contendo ainda o derivado a ser testado; 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, foi
colocado em cada tubo e o ensaio conduzido como descrito por Oliveira et
al., 2001. Apo6s 24 horas de incubacdo a 37°C, o MIC foi definido como a
menor concentracdo da droga que inibe o crescimento visivel da cultura

(Figura 16).
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Figura 16: Representacdo do ensaio de Antibiograma quantitativo por macrodiluicdo,
mostrando crescimento bacteriano a partir do quinto tubo de diluicdoe a determinagéo

8ug/mLcomo MIC.

Para a determinacdo do MIC dos derivados testados, foram usadas
concentragfes iniciais de 1024 e 256 pg/mL. Os controles usados no
experimento incluiram o meio puro, o meio com DMSO, o meio com 0 indculo

e pelo menos um antibacteriano padrao.
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4. RESULTADOS

4.1 Teste de Sensibilidade em Disco (TSA)

4.1.1 Derivados do Sistema Tienopiridina

Os derivados testados produzidos pelo grupo da Professora Alice
Bernardino do Instituto de Quimica da UFF estdo representados na Figura
17. Pode-se observar a presenca da carboxila ligada ao sistema heterociclo
na série A, nos quais os derivados apresentam diferentes substituintes (CHs,
OCHs, NOy, F, CI, Br ou H) nas posi¢cfes meta ou para em R.

De forma similar, a série B dos derivados tienopiridinicos apresenta o
mesmo nucleo base com substituicdo da carboxila por uma carbonitrila,
contendo ainda os mesmos substituintes (CHz, OCH3, NO,, F, Cl, Br ou H)
nas posicoes meta ou para em R. A terceira série (C) apresenta substituicdo
da carbonitrila por um imidazol e os seus derivados foram gerados de acordo
com os substituintes (CH3z, OCH3, NO,, F, CI, Br ou H) nas posi¢cdes meta ou
para em R.

A andlise do perfil de antibacteriano inicial utilizando o TSA mostrou
resultados negativos, no qual nenhum dos 41 derivados testados apresentou
formacédo de halo de inibicdo (Halos = 0 mm) contra as 14 cepas hospitalares
Gram-positivas ou Gram-negativas mantidas em nosso laboratorio. Os
controles (Vancomicina e Ciprofloxacina) apresentaram halos entre 16 mm e

32 mm (Figura 17).
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A Derivados - R e os Halos frente a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas

101 -H Halos = 0 mm

103 - m-CH; Halos =0mm

R H 104 - p-CH; Halos = 0 mm
VZ 106 - m-OCH3; Halos = 0 mm

N 107 - p-OCH; Halos = 0 mm

109 - m-NO, Halos =0 mm

/ COOH 110 - p-NO, Halos =0 mm
112 - m-F Halos = 0 mm

S ~ 113 - p-F Halos = 0 mm

N 115 - m-Cl Halos = 0 mm
116 - p-Cl Halos = 0 mm
118 - m-Br Halos = 0 mm
119 - p-Br Halos = 0 mm
B Derivados - R e os Halos frente a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas
201 -H Halos = 0 mm
R H 203 - m-CH; Halos =0mm
/ 204 - p-CH; Halos =0mm
N 206 - m-OCH; Halos = 0 mm
CN 207 - p-OCH;3 Halos = 0 mm
/ 4 209 - m-NO, Halos =0 mm
210 - p-NO, Halos =0 mm
212 - m-F Halos = 0 mm
S N/ 213 - p-F Halos = 0 mm
215 - m-Cl Halos = 0 mm
216 - p-Cl Halos = 0 mm
218 - m-Br Halos = 0 mm
219 - p-Br Halos = 0 mm
Derivados - R e os Halos frente a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas
C 601 -H Halos = 0 mm
603 - m-CH; Halos=0mm
R @ 604 - p-CH; Halos =0 mm
_H 606 - m-OCH; Halos = 0 mm
N N /B 607 - p-OCH; Halos = 0 mm
)l\ 609 - m-NO, Halos =0 mm

610 - p-NO, Halos =0 mm
612 - m-F Halos = 0 mm
N~ 613 - p-F Halos = 0 mm
615 - m-Cl Halos = 0 mm
616 - p-Cl Halos = 0 mm
618 - m-Br Halos = 0 mm
619 - p-Br Halos = 0 mm

en” T
y
Iz

Figura 17: Estrutura das Tienopiridinas e resultados do Teste de Sensibilidade em Disco. O
nucleo base contendo a carboxila forma a série A, carbonitrila a série B ou imidazol a série C.
Os antibacterianos controles (Vancomicina e Ciprofloxacina) apresentaram halos entre 16
mm e 32 mm.
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4.1.1 Derivados do Sistema Pirazolopiridina

Os derivados deste sistema foram sintetizados pelo grupo da Prof.
Alice Bernardino mantendo uma rigidez conformacional nas moléculas da
série A, variando-se os substituintes (CHs, OCHs, NO, F, Cl, Br ou H) nas
posicdbes meta ou para em R (Figura 18). A série B de derivados foi
sintetizada com a presenca de uma carboxila e com liberdade
conformacional, variando-se os substituintes (CH3;, OCHs, NO, F, Cl, Br ou
H) nas posicdes meta ou para em R (Figura 18).

Das 26 moléculas testadas, apenas os derivados da segunda série do
sistema Pirazolopiridina com substituintes na posicdo meta apresentaram

atividade incluindo o AM19 com o substituinte CH3; (Halo = 16 mm); AM22

com o substituinte OCH3 (Halo= 15mm); AM25 com o substituinte Cl (Halo

17 mm); AM54 com o substituinte F (Halo = 20 mm) e AM63 com o

1\

substituinte Br (Halo = 17 mm), apresentaram resultado significativo (Halo
14mm) frente as cepas de S. epidermidis 201 e 8126 produtoras de [-
lactamase, resistentes a Penicilina-G, Oxacilina, Gentamicina e a Eritromicina
(Figura 18). A Unica excecdo foi o derivado AM29 com grupo nitro cujo
substituinte apesar de na posicdo meta (m-NO;) ndo apresentou atividade
(Figura 18).

Os testes de sensibilidade mostraram um halo de 16 mm para o
controle (Vancomicina) frente a cepas de S.epidermidis 201 e 8126 (Figura
18) enquanto as demais cepas apresentaram halos entre 16mm e 32 mm

para os controles utilizados neste ensaio (Vancomicina e Ciprofloxacina).
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Derivados - R e os Halos frente a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas
20—H Halos = 0 mm
23-m-CH; Halos=0mm

H 24 - p-CH; Halos = 0 mm

| 26 - m-OCH3; Halos = 0 mm

N 27 - p-OCH, Halos = 0 mm

R 29 -m-NO, Halos=0mm
30-p-NO, Halos=0mm

32 -m-F Halos = 0 mm

o 33-p-F Halos = 0 mm

35-m-Cl Halos = 0 mm
36 - p-Cl Halos = 0 mm
38 - m-Br Halos = 0 mm
39 - p-Br Halos = 0 mm

Derivados - R e os Halos frente a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas

AM17 - H Halos = 0 mm
AM 19 - m-CH; Halos = 0 mm para 12 cepas
AM 20 - p-CH; Halos =0mm
AM 22 - m-OCH3; Halos = 0 mm para 12 cepas
AM 23 - p-OCH3; Halos =0 mm
AM 25 - m-Cl Halos = 0 mm para 12 cepas
AM 26 - p-Cl Halos = 0 mm
AM 29 - m-NO, Halos =0 mm
AM 30 - p-NO, Halos=0mm
AM 54 - m-F Halos = 0 mm para 12 cepas
AM 59 - p-F Halos = 0 mm
AM 63 - m-Br Halos = 0 mm para 12 cepas
AM 64 - p-Br Halos = 0 mm

CEPA AM19 AM22 AM25 AM54 AM63 Controle
(Vancomicina)
Staphylococccus
epidermidis 201 16 mm 15mm 17mm 20mm 17mm 16mm
Staphylococccus 16 mm 15mm 17mm 20mm 17mm 16mm

epidermidis 8126

¢ Sensibilidade (Halos em mm)

Figura 18: Estrutura e resultados do Teste de Sensibilidade em Disco dos derivados de
pirazolo-piridina; O nudcleo base contendo rigidez conformacional forma a série A enquanto
aquele contendo a carboxila e liberdade conformacional forma a série B. O quadro abaixo
mostra os derivados de Pirazolopiridina ativos frente as cepas multiresistentes de
S.epidermidis produtoras de B-lactamase, resistentes a Penicilina-G, Oxacilina, Gentamicina
e a Eritromicina (Halo em mm). Os controles utilizados para as demais cepas apresentaram
halos entre 16mm e 32 mm para neste ensaio (Vancomicina e Ciprofloxacina).
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4.1.2 Derivados de Hidrazonas

Neste trabalho foram testados 54 derivados de hidrazonas (série F)

sintetizados pelo grupo do professor Ricardo Nunes da Universidade Federal

de Santa Catarina frente as 14 cepas gram-positivas e gram-negativas.

Dentre os 54 derivados, apenas o composto (F13), apresentou halo de

inibicdo do crescimento bacteriano (14 mm) frente a cepa de S. aureus 8148

produtora de B-lactamases, resistentes a Penicilina-G e a Gatifloxacina e S.

aureus ATCC resistente a Penicilina G. O valor obtido com este derivado foi

préximo a vancomicina utilizada como controle que apresentou um halo de

inibicdo de 16 mm (Figura 19).

—Qs NH

R,
@
R=H, R4=p-OCH; (13)
CEPA COMPOSTO | CONTROLE
F13 Vancomicina
S.aureus 8148 14mm 16mm
S.aureus ATCC 14mm 16mm

Sensibilidade (halos em mm)

Figura 19: Nicleo base dos derivados de Hidrazonas e teste de sensibilidade (TSA) -
Antibiograma qualitativo frente a cepa de S. aureus 8148 produtora de B-lactamases,

resistentes a Penicilina-G e a Gatifloxacina e S. aureus ATCC resistente a Penicilina G.
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4.1.3 Derivados de Chalconas

O grupo do professor Ricardo Nunes da Universidade Federal de
Santa Catarina sintetizou 68 moléculas derivadas de Chalconas, que
apresentaram substituintes em R1 e R2 (CHsz, OCHs, NO,, F, Cl, Br ou H)
além de diferentes substituicbes na posicdo da carboxila (Figura 20).
Contudo, as modificagOes estruturais ndo levaram a formacédo de halo de
inibicdo contra nenhuma cepa de referéncia, resistente ou multirresistente

testadas.

Substituintes — R1 e R2 e os Halos frente
a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas

H Halos = 0 mm
CH; Halos=0mm
OCH3; Halos = 0 mm
NO, Halos=0mm
F Halos = 0 mm
COOH Cl Halos = 0 mm
Br Halos = 0 mm

Figura 20: Nucleo basico dos derivados de chalconas com alguns de seus substituintes e
resultados dos testes de sensibilidade.

4.1.4 Derivados de Quinolonas

Foram testados 42 derivados de quinolonas sintetizados pela
Professora Cecilia do Instituto de Quimica da UFF que frente as cepas
utilizadas ndo apresentaram nenhuma formacdo de halo de inibicdo do
crescimento bacteriano. A Vancomicina e a Ciprofloxacina, utilizadas como

controle apresentaram halo de inibicdo entre 16 mm e 32 mm.
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Substituintes — R1 e R2 e os Halos frente
o o a 14 Cepas Gram-positivas ou negativas
R

\1\ Pt O/\ H Halos = 0 mm
| P CH; Halos=0mm
R, N OCHj; Halos = 0 mm
LP&O NO, Halos=0mm
o “04< F Halos = 0 mm
Cl Halos = 0 mm
); Br Halos = 0 mm

Figura 21: Nucleo basico dos derivados de quinolonas com alguns de seus substituintes e

resultados dos testes de sensibilidade.

4.1.4 Derivados de Lapachonas

Seis moléculas contendo o nucleo base nafitiridina com algumas
modificacdes estruturais (Quinfu 03A; Quinfu 08A, Quinfu 09A, RC-22, RC-23
e Norbeta) foram sintetizadas pelo grupo do Prof. Vitor Ferreira do Insituto de
Quimica da UFF, para testes de sensibilidade em disco utilizando as 14
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 22).

Das moléculas testadas apenas a Norbeta (halo de 20 mm) e RC-23
(halo de 26 mm), apresentaram halo de inibicdo do crescimento bacteriano
frente a cepa de P. aeruginosa 36408 produtora de B-lactamases, resistentes
ao Imipenem, Meropenem e aos Carbapenémicos. A Ciprofloxacina, utilizada

no controle experimental, apresentou um halo de inibicdo de 31 mm.
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1 Quinfu 03A 2 Quinfu 08A 3 Quinfu 09A
0 0
Q
0 _ | -0 / —\ | 2 -0
g 0 0
4RC 22 5RC 23 6 Norbeta
0 0
o o)
2 g Q
| Sy 0 >:\7 | P :: | I ,
A = N/ AN
D 0 !
0
N
CEPAS NORBETA RC-23 CONTROLE
(Ciprofloxacina)
Pseudomonas. aeruginosa 20mm 26mm 31mm

Figura 22: Estrutura quimica dos derivados de Lapachona e resultados dos testes de
sensibilidade (Halos em mm) frente Pseudomonas aeruginosa 36408 produtora de [-
lactamases, resistentes ao Imipenem, Meropenem e aos Carbapenémicos.

4.2 Concentracao Inibitoria Minima (MIC)

4.2.1 Derivados dos Sistema Pirazolopiridina

Os derivados de Pirazolopiridina que apresentaram halo de inibicao
significativo no crescimento bacteriano (> 14 mm), (AM19, AM22, AM25,
AM54 e AM63) foram analizados de acordo com o MIC frente as cepas de
Staphylococccus epidermidis 201 e 8126 produtoras de -lactamase,
resistentes a Penicilina-G, Oxacilina, Gentamicina e a Eritromicina. Os
derivados AM19, AM54, AM63 e AM25 apresentaram o valor de MIC idéntico
a Amicacina e a Cefoperazona (16 pg/mL), menor que a Nitrofurantoina (32

pMg/mL) e maior que a Vancomicina (2 pg/mL) enquanto o derivado AM22

83



apresentou o maior valor de MIC comparado a todas as moléculas analisadas

(64 pg/mL) (Figura 22).

100- 100-

MIC (ng/mL)
MIC (ng/mL)
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Figura 23:. Comparacdo dos valores da concentracdo minima inibitéria (MIC) dos
antibacterianos de uso clinico e dos derivados de Pirazolopiridina frente as cepas de
Staphylococccus epidermidis 201 e 8126 produtoras de p-lactamase, resistentes a Penicilina-
G, Oxacilina, Gentamicina e a Eritromicina.
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4.2.2 Derivados de Hidrazonas

Dos derivados de hidrazonas avaliados, apenas o composto F13, que
apresentou um halo de inibicdo de 14 mm, foi analisado quanto ao MIC frente
a cepa de S.aureus 8148 produtora de B-lactamases, resistentes a Penicilina-
G e a Gatifloxacina e S. aureus ATCC resistente a Penicilina G. O derivado
inibiu o crescimento bacteriano visivel em uma concentragdo de 64 pg/mL,
valor mais alto que os encontrados nos antibacterianos de uso clinico
(Vancomicina - 2 pg/mL; Cefoperazona - 32 pg/mL; Amicina e a

Nitrofurantoina - 16 ug/mL) (Figura 23).
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Figura 24: Comparacdo dos valores da concentracdo minima inibitéria (MIC) dos
antibacterianos de uso clinico e o derivado de Hidrazonas frente as a cepa de S. aureus
8148 produtora de B-lactamases, resistentes a Penicilina-G e a Gatifloxacina (direita) e S.
aureus ATCC resistente a Penicilina G (esquerda).
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4.1.4 Derivados de Lapachonas

Os derivados de Lapachonas que apresentaram halo de inibicdo do
crescimento bacteriano (Norbeta e RC-23) foram avaliados quanto ao MIC
frente a cepa de Pseudomonas aeruginosa 36408 produtora de -
lactamases, resistente ao Imipenem, Meropenem e aos Carbapenémicos. O
derivado Norbeta inibiu o crescimento bacteriano visivel em uma
concentragdo de 4 ug/mL enquanto o derivado RC-23 inibiu o crescimento
bacteriano visivel em uma concentracdo de 2 ug/mL, ambos apresentando
um valor menor que os antibacterianos de uso clinico utilizados (Mezlocilina

64pg/mL e a Cefoperazona 16 pg/mL) (Figura 24).
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Figura 25: Comparacdo dos valores da concentragdo minima inibitéria (MIC) dos
antibacterianos de uso clinico e derivados de Lapachonas frente a cepa de Pseudomonas
aeruginosa 36408 produtora de B-lactamases, resistente ao Imipenem, Meropenem e aos
Carbapenémicos.
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5. DISCUSSAO

5.1 Teste de Sensibilidade: Analise Biologica e Estrutural

Neste trabalho, diferentes sistemas e func¢des foram avaliados quanto
ao perfil antibacteriano (Tabela 3). Com os resultados observados nos testes
de sensibilidade (screening) podemos notar que a atividade antibacteriana
apresentada pelas moléculas testadas esta intimamente relacionada com sua
estrutura, seja pela presenca dos substituintes ou devido posicdo dos
mesmos.

No caso do sistema tienopiridina, o nucleo tienopiridinico parece nao
ser um determinante farmacoforico, visto que apesar de descrito na literatura
como importante para a modulacdo da atividade (Lohray et al., 2004;
Caminero et al., 2010), os derivados testados em nosso laboratorio nao
proporcionaram a deteccdo da atividade antibacteriana frente as cepas
hospitalares Gram-positivas ou Gram-negativas utilizadas.

As modificacdes estruturais, variando-se entre a carboxila, a
carbonitrila e o imidazol, assim como a troca de substituintes nas posi¢cdes
meta e para ndo favoreceram o aparecimento da atividade antibacteriana.
Isso reforca nossos resultados anteriores que indicam que outros
requerimentos estruturais seriam mais importantes para a atividade
antibacteriana do que o nucleo tienopiridinico propriamente dito (Ferreira,

comunicacao pessoal).
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Tabela 3: Comparacédo dos sistemas testados considerando o nimero de compostos ativos, cepas sensiveis e Concentragdo Minima Inibitoria

(MIC).
Numero de Derivados | Cepas Sensiveis aos Derivados MIC em pg/mL
Derivados Antibacterianos
Sistema Testados Ativos Nome Caracteristicas Ativos Padréo
AM19, AM54, Vancomicina = 2 ug/mL
S epidermidis 201 AM63 e AM25 = Amicacina = 16 pg/mL
-EpIaermiais produtoras de B- 16 pg/mL Cefoperazona =16 ug/mL
. o lactamase, resistentes | A\j02 = g4 ug/mL | Nitrofurantoina = 32 ug/mL
Pirazolopiridinas 26 5 a Penicilina-G, AMIS. AME4 ————
Oxacilina, Gentamicina AM63 ,AM25,— \Z\an.com.mma ;62 pg//mLL
' idli e a Eritromicina e = micacina = 16 pg/m
S.epidermidis 8126 16 pg/mL Cefoperazona =16 ug/mL
AM22 = 64 pg/mL | Nitrofurantoina = 32 ug/mL
produtora de -
lactamases, resistente .
. > RC-23 = 2 pyg/mL Mezlocilina = 64ug/mL
Lapachonas 6 2 P. aeruginosa36408 M ao Imipenem, Norbeta = 4 pg/mL | Cefoperazona = 16 pg/mL
eropenem e aos
Carbapenémicos
Vancomicina= 2 ug/mL
. - F13 =64 ug/mL Amicacina =16 pg/mL
S.aureus ATCC | resistente a Penicilina G Nitrofurantoina =16 pg/mL e
: Cefoperazona =32 pug/mL
Hidrazonas 60 1 produtora de - Vancomicina= 2 yg/mL
S.aureus 8148 |lactamases, resistentes | F13 =64 ug/mL Amicacina =16 pg/mL
a Penicilina-G e a Nitrofurantoina =16 yg/mL e
Gatifloxacina Cefoperazona =32 ug/mL
Quinolonas 42 0 Nenhuma - - -
Chalconas 68 0 Nenhuma - - -
Tienopiridinas 41 0 Nenhuma - - -
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Entretanto a importancia do nacleo base na atividade antibacteriana é
sugerida quando comparamos 0s resultados obtidos sobre os derivados de
tienopiridina com derivados de pirazolopiridina.

De forma importante, mesmo apresentando algumas similaridades
estruturais e utilizando os mesmos substituintes, apenas os derivados de
pirazolopiridina apresentaram atividade antibacteriana frente a algumas das
cepas testadas. Observamos ainda que apesar de algumas similaridades
estruturais, o heterociclo que forma o ndcleo base dos derivados de
pirazolopiridina apresenta trés nitrogénios, enquanto o heterociclo que forma
os derivados de tienopiridina apresenta um enxofre e um nitrogénio. Assim, é
possivel que a presenca do enxofre no heterociclo do nucleo base do
tienopiridina interfira de tal maneira na distribuicdo dos elétrons das novas
moléculas desenhadas que inviabilize a atividade antibacteriana; ou que
ainda que a presenca do anel aromatico proximo do nucleo base dos
derivados de tienopiridina esteja evitando a interagdo com o alvo bacteriano.

Se compararmos a estrutura molecular da oxacilina com os derivados
de pirazolopiridina veremos similaridades na presenca do anel aromatico
ligado ao heterociclo (Figura 26). Na oxacilina, tal estrutura € um dos fatores
gue determina sua resisténcia as beta-lactamases (enzimas que degradam o
anel beta-lactamico), visto que ele é um antibacteriano semi-sintético de
escolha médica para casos de infeccbes com cepas Gram positivas
produtoras de beta-lactamases (Trabulsi et al., 2005).

De maneira interessante, nossos testes mostraram que alguns dos

derivados de pirazolopiridina mostraram-se resistentes a acdo das beta-
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lactamases, uma vez que apresentaram atividade antibacteriana contra a
cepas de S. epidermidis 201 e 8126 produtora de beta-lactamases (Gadjeva
et al.,, 2010) (Tabela 3). Contudo, o resultado mostra a importancia da

posicéo da substituicdo, neste caso especificamente.

Pirazolopiridina

Q).
_H
N
CO._H
\ 2
N “N

Oxacilina

Figura 26: Comparacao estrutural entre Pirazolopiridina e Oxacilina

Com a andlise inicial dos derivados nos testes de sensibilidade
permitiu perceber que outros elementos estruturais interferem na atividade
antibacteriana como o substituinte e sua posi¢cdo na molécula. Observamos,

em nossos testes, que substituintes como metil (CH3), metox (OCH3), fluor
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(F), Cloreto (Cl) e Bromo (Br), quando inseridos na posicdo meta dos
derivados pirazolopiridina, sdo essenciais para a atividade antibacteriana da
molécula. Quando, em nossos testes, trocamos de substituintes ou mudamos
para posicao para, as moléculas sintetizadas ndo apresentaram atividade
antibacteriana. Surge entao a hipétese de que tais substituintes possibilitam a
interacdo da molécula com seu provavel alvo bacteriano por orientarem a
estrutura para uma melhor interacdo ou/e por interferirem na distribuicdo
eletronica, possibilitando assim, uma distribuicdo que origina um encaixe
favorecido no sitio de ligagéao bacteriano (Wermuth, 2008).

Antibacterianos de uso clinico como as sulfamidinas, eritromicina,
rifampicina, tetraciclina e penicilina G apresentam o grupo metil enquanto
outros como o cloranfenicol apresentam o cloreto. Embora ndo possamos
comparar a funcdo destes substituintes entre os derivados de pirazolopiridina
e 0s antibacterianos de uso clinico, pois possuem estruturas singularmente
diferentes, é fato que os grupamentos tém sua importancia em um conjunto
de fatores que influenciam a atividade antibacteriana de uma molécula
(Wermuth, 2008). Embora ndo possamos afirmar o seu papel na atividade
antibacteriana, por desconhecer o mecanismo de acdo da molécula, néo
podemos deixar de notar que a presenca de tais substituintes € relevante
para a atividade apresentada pelos derivados de pirazolopiridina (Qiao et al.,
2009).

O grupo carboxilico inserido no nucleo principal do Pirazolopiridina
parece também ajudar na atividade antibacteriana dos derivados. Alguns

testes no laboratério demostraram que a substituicdo do grupamento
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carboxilico interfere na atividade antibacteriana dos derivados pirazolopiridina
frente as cepas testadas (Ferreira, comunicacao pessoal). Antibacterianos de
uso clinico como as penicilinas e a ciprofloxacina, apresentam o grupamento
carboxilico também associado ao nucleo principal, 0 que poderia sugerir a
importancia da acidez conferida pelo grupamento na atividade destas
moléculas (Yamane et al., 2010).

No que se refere aos derivados de chalconas e quinolonas testados,
mesmo apresentando grupamento carboxilico e derivados formados por
modificacdes dos substituintes em posicoes meta e para, ndo houve atividade
antibacteriana.

E provavel que o nlcleo base destes derivados interfira de maneira
significativa na atividade antibacteriana, impedindo que o derivado faca
interacbes com o alvo bacteriano, ou ainda, impedindo a sua permeabilidade
dentro da célula bacteriana. Com relacdo as chalconas, a literatura descreve
a acao sinérgica das chalconas e o acido Rodanina-3-acético em uma
atividade antibacteriana contra cepas de S. aureus e E. coli em um MIC de
64ug/mL, onde a acao atibacteriana so foi evidenciada na presenca do acido
(Chen et al.,2010). A literatura mostra ainda que novas quinolonas como N-
[2-(Tiofen-3-il)etil] Piperazinil Quinolonas com derivados que apresentam
como substituintes (CHs, OCHgs, NO», F, CI, Br, N e H) e modificacdes no seu
nacleo base apresentam um amplo espectro de acdo contra bactérias Gram
positivas e negativas (Letafat et al., 2007). Os trabalhos mencionados
evidenciam a importancia dos substituintes e de modificacdes no ndcleo base

das moléculas para que se alcance a atividade antibacteriana.
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Quanto os derivados de Lapachonas RC-23 e Norbeta, a posi¢cao dos
anéis ciclicos no nucleo central da molécula parece interferir diretamente na
atividade antibacteriana. E provavel que a configuracdo molecular facilite a
interacdo destes derivados com algum alvo na célula bacteriana
possibilitando a sua acdo antibacteriana. A literatura mostra a atividade das
lapachonas em células neuplasicas (da Silva et al.,2010) e contra o
Trypanosoma cruzi (Salas et al., 2010), destacando a importancia da
composicao estrutural da molécula para a permeabilidade do farmaco nas
células. Como as Pseudomonas s&o bactérias Gram negativas, é provavel
gue alguma estrutura comum as ceélulas eucaridticas e a camada lipidica em
torno da estrutura celular das Pseudomonas, facilite a permeabilidade da
molécula possibilitando a atividade antibacteriana, uma vez que tais
moléculas ndo apresentaram atividade contra bactérias Gram positivas
desprovidas de tais estruturas lipidicas.

E interessante notar que apenas um dos derivados de hidrazonas,
derivado F13, apresentou atividade antibacteriana. E possivel que alguma
modificacdo na estrutura da molécula, provavelmente devido ao seus
substituintes, possam ter conferido a atividade antibacteriana do composto.

A literatura descreve moléculas derivadas de hidrazonas, com
atividade antibacteriana. Tais atividades estdo relacionadas com
modificacdes efetuadas na troca de substituintes (CHs, OCHs, NO,, F, CI, Br
ou H) e consequente formacdo de derivados (Sriram et al.,, 2010), o que

parece similar ao comportamento observado em nosso derivado.
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5.2 ANALISE DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA
(MIC) DOS DERIVADOS DE LAPACHONAS, HIDRAZONAS E
SISTEMA PIRAZOLOPIRIDINA COMO PROTOTIPOS DE
AGENTES ANTIBACTERIANOS

5.2.1 Derivados de Pirazolopiridina

O Staphylococcus epidermidis € um importante agente de infeccdo
hospitalar, e uma das razdes que podem ter contribuido para isto é a sua
capacidade de formar biofilmes em superficies de polimeros, sendo este um
importante fator de viruléncia, dificultando a penetracdo e a difusdo de
antibacterianos e dos elementos de defesa do organismo (Stawek et al.,
2010).

A resisténcia destas bactérias aos antibioticos € uma das principais
preocupacdes em clinica. Novas cepas de bactérias resistentes (e
multirresistentes) a essas moléculas, como cepas resistentes a meticilina e a
oxacilina, constituem um grande desafio no tratamento contra infeccdes
ocasionadas por S. epidermidis (Ebrahim et al., 2010).

Testes realizados com as cepas de S.epidermidis 201 e 8126
produtoras de beta-lactamases, resistentes a Penicilina-G, Oxacilina,
Gentamicina e a Eritromicina, mostraram sensibilidade aos derivados de
pirazolopiridina analisados neste estudo. A determinacdo do MIC revelou que
os derivados Pirazolopiridinicos (AM19, AM25, AM54 e AM63) apresentam
concentracfes capazes de inibir o crescimento visivel de cepa multiresistente
de S. epidermidis 201 e 8126 a partir de 16ug/mL mesmo na presenca de
beta-lactamases, enzimas estas que atuam como uma das principais causas

de resisténcia desta cepas (Ravat et al., 2010).
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Antibidticos de wuso clinico como Amicacina, Cefoperazona e
Nitrofuratoina, utilizados no pds operatério para evitar infeccbes de S.
epidermidis, apresentaram concentragdes similares (Amicacina e

Cefoperazona = 16ug/mL) ou maiores (Nitrofuratoina = 32ug/mL) que os

derivados Pirazolopiridinicos. Assim, em virtude dos crescentes casos de
cepas de S. epidermidis, os derivados Pirazolopiridinicos poderiam se tornar
futuramente uma alternativa viavel ao tratamento de infeccbes ocasionadas
por estas cepas multirresistentes.

Os derivados Pirazolopiridinicos mostraram especificidade por cepas
de S. epidermidis 201 e 8126, o que pode nos indicar um possivel
mecanismo de acdo em uma etapa metabdlica vital presente apenas neste
tipo de células e que esta sendo modulado por estes derivados. Apesar de
nao ser possivel assegurar com 0s ensaios realizados até entédo realizados,
a via pela qual os compostos exercem sua acdo antibacteriana, o fato de
serem afetadas cepas resistentes a Oxacilina, cuja resisténcia é determinada
pela modificacdo do alvo das penicilinas semi-sintéticas, nos orienta em
direcdo a um possivel mecanismo de a¢éo para os derivados testados.

A Oxacilina se liga as Proteinas Ligadoras de Penicilinas (PBPSs),
impedindo que estas proteinas, que sdo de fundamentais para a sintese de
parede celular das bactérias, exercam sua funcdo. Bactérias resistentes a
Oxacilina modificam as PBPs, produzindo proteinas que apresentam baixa
afinidade as penicilinas semi-sintéticas (PBPs2’ e PBPs2a)(Zhanel et al.,

2009).
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Figura 27: Representacdo esquematica do modo de acdo dos antibacterianos beta-
lactamicos e glicopeptideos. As Proteinas Ligadoras de Penicilinas (PBPs), enzimas que
catalizam as etapas finais da sintese da parede bacteriana se liga a regido terminal de
residuos D-alanil-D-alanine dos precusores peptidoglicanos para realizar a transpeptidacao
(A). Os antibacterianos beta-lactamicos () sdo estruturalmente analogos ao D-Ala-D-Ala e
as PBPs podem reagir com esses antibacterianos pela clivagem da ligacdo beta-lactamica e
formar um intermediario estavel que ndo segue em reacdo. A acilacdo posterior das PBPs
devido a esse processo inactiva a enzima (B). Os glicopeptideos (G) inibem a sintese de
parede cellular impedindo a ligacdo do substrato a enzima pela ligacdo ao D-Ala-D-Ala (C).
Adaptado http://www.itgb.unl.pt/labs/bacterial-cell-biology.

De maneira interessante, nossos resultados demonstram que o0s
derivados Pirazolopiridinicos apresentaram uma atividade especifica contra
cepas de S. epidermidis resistentes a Oxacilina (Tabela 3). Existe a
possibilidade entdo que os derivados Pirazolopiridinas apresentem uma
afinidade por tais proteinas, em especial pela PBP2’, proteina com baixa
afinidade a oxacilina e que é comumente encontrada em cepas de S.

epidermidis resistentes a Oxacilina (Yamane et al., 2010).

5.2.2 Hidrazonas

O S. aureus € uma bactéria do grupo dos cocos gram-positivos,

frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas
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saudaveis. Entretanto ela pode provocar doencas, que vao desde uma
simples infeccdo (espinhas, furdnculos e celulites) até infeccbes graves e
fatais (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico,
septicemia e outras) (Morris et al., 2009).

O S. aureus também traz riscos para pacientes que fazem didlise,
gueimados, diabéticos e HIV-positivos, agravados pela presenca de cepas
resistentes ao antibacterianos de uso clinico meticilina (cepas MRSA)
(Andersson et al., 2010).

O MIC do derivado de hidrazona F13 (64pg/mL) comparado ao
antibacterianos de uso clinico testados mostra uma menor poténcia em
relacdo a concentracdo necessaria para inibir o crescimento bacteriano frente
cepas de S. aureus 8148 produtoras de [-lactamases, resistentes a
Penicilina-G e a Gatifloxacina e S. aureus ATCC resistente a Penicilina G. A
eficacia do composto, entretanto, pode ser melhorada através de
modificacdes estruturais ou ainda com a formacdo de nanoparticulas que
poderia permitir o uso de uma concentracdo maior, possivelmente diminuindo
possiveis efeitos colaterais.

Com base na acéao desse derivado hidrazénico em relacdo a cepa em
guestdo,é provavel que este derivado sofra resisténcia cruzada a oxacilina,
uma vez que as demais bactérias Gram positivas utilizadas nos testes séo
resistentes a oxacilina e o composto ndo se mostrou eficaz contra as cepas
oxacilina resistentes.

A parede celular de bactérias Gram-negativas pode ainda representar

um obstaculo para o respectivo derivado hidrazénico, como ocorre com 0S
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antibacterianos macrolideos (Ravat et al., 2010), determinando uma
resisténcia natural ao derivado e a ineficacia do mesmo sobre estas cepas.

A possivel resisténcia cruzada a oxacilina poderia inferir que o
provavel mecanismo de a¢do do derivado de hidrazona é similar ao da
Oxacilina, com resisténcia a acédo das penicilinases, enzimas que degradam
o sitio ativo dos beta-lactamicos, e a sua possivel entrada na bactéria e
ligagdo com PBPs (Astrid et al., 2004). Uma vez que a resisténcia a Oxacilina
€ dada pela modificacado das PBPs e que foi observado que o composto F13
apresentou atividade apenas em cepas S. aureus sensiveis a Oxacilina, as

PBPs podem ser consideradas como possiveis alvos do composto F13.

5.2.3 Lapachonas

Cepas de Pseudomonas aeruginosa fazem parte do grupo de
bactérias  gram-negativas encontradas em diversos ambientes,
principalmente solo, agua ou associadas a plantas e animais (Ebrahim et al.,
2010).

Em seres humanos, as Pseudomonas podem causar infeccdes
oportunistas em individuos imunocomprometidos como pacientes com AIDS,
cancer, vitimas de queimaduras e fibrose cistica (Ebrahim et al., 2010). A
utilizacdo dos atuais atibacterianos no ambiente clinico exerce uma pressao
seletiva isolando cepas multirresistentes, como as cepas KPCs, ao longo do
tempo favorecendo que estas cepas isoladas troquem plasmidios com genes
de resisténcia com cepas de mesma espécie e entre cepas de espécies

diferentes (Da silva et al.,2010).
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A promiscuidade com relacéo a troca de material genético entre as
cepes K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli é grande (Ebrahim et al.,
2010). A troca de pacientes entre hospitais e até mesmo de um ambiente
hospitalar para o outro favorece ainda mais a disseminagao dos elementos
plasmidiais méveis entre diferentes grupos previamente isolados. Uma vez
gue a antibioticoterapia pode variar entre os diferentes hospitais, a
possibilidede de aquisicéo de diferentes genes de resisténcia aumenta ainda
mais (Meletis et al., 2010).

Cepas de P. aeruginosa, produtora de beta-lactamases, resistente ao
Imipenem, Meropenem e aos Carbapenémicos, foram testadas frente aos
derivados de Lapachonas que apresentaram baixas concentracdes de MIC
(2-4pg/mL) se compararmos com uma possiveis alternativas de uso clinico, a
Mezlocilina e a Cefoperazona (16ug/mL), antibacterianos de uso clinico.

A importancia clinica da identificacdo destes derivados é clara e esta
relacionada com a dificil erradicacdo da infeccdo por cepas gram-negativas e
continuos fracassos terapéuticos, no tratamento dessas infeccbes
(Theuretzbacher et al., 2009). Essa situacdo é uma consequéncia direta da
ampla expressao de fatores de viruléncia, assim como da resisténcia natural
e a adquirida a muitos antibacterianos. Assim, novas op¢des como as
Lapachonas aqui identificadas podem, no futuro, ser utilizadas como
alternativas ao tratamento de infeccbes ocasionadas por cepas

multirresistentes de P. aeruginosa.
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5.3 Novas Alternativas de Antibioticoterapia

Em virtude da grande escalada mundial da resisténcia bacteriana, a
descoberta de novas moléculas com atividade bacteriostatica ou bactericida é
cada vez mais necessaria. A cada ano cerca de sete milhdes de novas
moléculas sao testadas; no qual destes apenas 0,01% apresentam atividade
antibacteriana. Daqueles que apresentam atividade, problemas como sintese
complexa, custo comercial e principalmente toxicidade acabam por limitar a
producdo comercial em uma molécula a cada 10-15 anos (Wijagkanalan et
al.,, 2010, Theuretzbacher et al., 2009). Em comparacdo com o quadro
mundial que é de 0,01%, do total de moléculas que apresentam atividade
antibacteriana, do total de moléculas que testamos neste estudo, cerca de
3,2% apresentaram atividade antibacteriana dentro do periodo de tempo de 3
anos e seis meses, sobrando apenas de 7 a 12 anos para o restante da
realizacdo de todas as outras etapas. Esse calculo indica que a projecao
sobre a descoberta de uma molécula antibacteriana no meio académico até
torna-la comercializavel com base em fins ndo lucrativos, dificulta o acesso
deste conhecimento de forma aplicada, tendo em vista a ndo associacdo com
empresas que se interessem em acelerar esse processo de descoberta e
comercializacéo.

Exemplos como a daptomicina como uma nova alternativa no
tratamento de cepas multiresistentes ainda assim estimulam a continuacéo
dos estudos. A daptomicina € um antibidtico lipoprotéico produzido por

fermentacdo do Streptomyces roseosporus, cuja agao in vitro contra cepas
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Gram Positivas aerdbias e anaerodbias, inclui cepas de S.aureus MRSA e
Enterococcus VRE. A acdo da daptomicina ainda ndo esta estabelecida, mas
acredita-se que ela aja na despolarizacdo da membrana celular, assim como
possa também agir em varios outros sitios como enzimas e material genético
celular (Salama et al., 2009).

Um dos problemas na utilizacdo dos novos agentes antibacterianos
esta na sua alta dosagem e efeitos colaterais ocasionados pelo tratamento. A
daptomicina € excretada pelos rins e assim, e ajustes de dose sao
necessarios em caso de insuficiéncia renal (Salama et al., 2009). Nao so a
daptomicina, mas a maioria dos antibacterianos de uso clinico apresentam
algum grau de toxicidade, como a vancomicina, que pode causar alergias,
efeitos nefrotoxicos e lesdes na retina entre outros (Zhanel et al., 2009), e a
ciprofloxacina que pode estar envolvida na formacdo de tumores e
insuficiéncia renal (Senadhi, 2010).

Nanoparticular os antibacterianos pode ser uma saida para o problema
da citotoxicidade. Alguns antibacterianos necessitam passar por etapas
metabodlicas no organismo para que se tornem ativos. Os derivados aqui
avaliados e que apresentaram atividade antibacteriana (Pirazolopiridina,
Hidrazonas e Lapachonas) aparentemente ndo apresentam necessidades
metabdlicas ou quimicas que inviabilizem a formacdo de nanoparticulas
(Ranjan et al., 2009). Desta forma, os derivados testados que apresentaram
atividade antibacteriana teoricamente podem ter seus efeitos otimizados e

possiveis danos colaterais reduzidos pela futura nanoparticulacdo.
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6. CONCLUSOES

1) Quanto a ldentificacdo do perfil antibacteriano contra cepas resistentes e
multirresistentes em 243 moléculas de origem sintética derivados de
diferentes sistemas e funcbes para atuarem como futuros protétipos a
guimioterapicos e posterior nanoparticulacdo para reducdo de possiveis
efeitos colaterais pudemos concluir que:
o Dos 243 compostos testados frente cepas multiresistentes, 8
derivados apresentaram um perfil antibacteriano significativo segundo

padronizacéo do Clinical and. Laboratory Standards Institute (CLSI).

2) Quanto a determinacdo e a comparacao especifica segundo o sistema
avaliado do perfil antibacteriano frente a cepas multiresistentes Gram-
positivas e Gram-negativas, isoladas de pacientes do Hospital Universitario
Anténio Pedro (HUAP) segundo padronizacdo do CLSI (Clinical and.
Laboratory Standards Institute) observamos que dos derivados sintéticos
avaliados apenas aqueles do sistema ou funcao:

o Pirazolopiridina (n=5) apresentaram atividade frente as cepas de
S.epidermidis 201 e S.epidermidis 8126 produtoras de [B-lactamase,
resistentes a Penicilina-G, Oxacilina, Gentamicina e a Eritromicina.

o Hidrazona (n=1) apresentou atividade frente as cepas de S.
aureus 8148 produtora de B-lactamases, resistentes a Penicilina-G e a
Gatifloxacina e S. aureus ATCC resistente a Penicilina G.

o Lapachonas (n=2) apresentaram atividade frente a cepa P.
aeruginosa 36408 produtora de B-lactamases, resistente ao Imipenem,

Meropenem e aos Carbapenémicos.
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- As Tienopiridinas, Quinolonas e Chalconas n&o apresentaram
qualquer atividade frente as 14 cepas Gram positivas e Gram
negativas testadas, ressaltando a auséncia do perfil antibacteriano

nestas moléculas.

3) Quanto a determinacdo das Concentragbes Minimas Inibitorias (MICs)
para os oito derivados dos sistemas Pirazolopiridina, Hidrazonas e
Lapachonas que apresentaram perfil antibacteriano significativo e a
comparacdo com antibacterianos utilizados comercialmente para avaliacdo
do potencial como prototipo para o desenho de novos antibacterianos
observamos que:
o Os valores de MIC mostraram que derivados de Pirazolopiridina
(AM19; AM22; AM25; AM54 e AM63), Hidrazonas (F13) e Chalconas
(Norbeta e RC-23) séo protétipos de antibacterianos promissores (2-64
ug/mL) visto que estdo dentro de uma escala comum aos
antibacterianos em uso clinico (Ciprofloxacina, Vancomicina,
Cefoperazona, Nitrofuratonina, Amicacina e Mezlocilins) podendo
esses derivados se tornarem alternativas viaveis ou que podem ser
trabalhadas estruturalmente para o futuro tratamento de infec¢cdes com

cepas multiresistentes de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa.
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