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RESUMO

O aumento crescente de bactérias resistentes devido a multiplos fatores,
incentiva a busca por novas substancias farmacologicamente ativas
contra estes patdgenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana de 34 chalconas e de 10 hidrazonas contra 14 cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), coletadas em
ambiente hospitalar da Grande Floriandpolis. Como controle, foi
utilizada a cepa de S. aureus ATCC 25923. Inicialmente, a resisténcia a
meticilina foi verificada através do método de difusdo radial em agar, no
qual todas as cepas recebidas foram testadas frente aos antimicrobianos
oxacilina (6g) e cefoxitina (30ug). Foi realizada a técnica da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), a fim de detectar a presenca do gene mecA,
0 estudo molecular foi complementado com o uso da amplificacéo
randémica do DNA (RAPD), a fim de determinar o grau de correlagédo
entre as cepas. As cepas confirmadas como sendo MRSA, juntamente
com as cepas referéncia de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC
25922) foram avaliadas frente as chalconas e as hidrazonas através da
determinacdo das concentracdes inibitérias minimas (CIM) e
bactericidas minimas (CBM), pelo método de microdilui¢do em caldo.
A CIM e a CBM foram consideradas as menores concentragfes das
substancias-teste necessarias para inibir o crescimento ou provocar a
morte bacteriana, respectivamente. Ambas foram expressas em pg/mL.
Além disso, os compostos bioativos foram avaliados quanto a sua
citotoxicidade in vitro. A andlise do potencial citotoxico foi realizada
em culturas de células da linhagem celular VERO, através do método
colorimétrico com sal de tetraz6lio (MTT). Os resultados foram
expressos como a concentragdo de cada amostra, que reduziu em 50% a
viabilidade celular (CCsp). O célculo de indice de seletividade (IS) foi
realizado para que pudesse ser observado se 0s compostos foram téxicos
nas concentracdes minimas de inibicdo. Com isso, foi possivel concluir
que as hidrazonas apresentam melhor IS do que as chalconas, o que
indica que sdo compostos com maior perspectiva de virem a se tornar
futuros farmacos. De todos 0s compostos testados, as hidrazonas G6 e
F29 apresentaram os menores valores de CIM, bem como os melhores
indices de seletividade. Com relagdo a caracterizagdo genotipica das
cepas estudadas, ficou evidente que o gene mecA foi encontrado na
maioria das cepas de MRSA, e enquanto que o RAPD revelou que a
maioria das cepas utilizadas sdo correlacionadas evolutivamente.
Conclui-se, portanto, que das 44 substancias testadas, cinco sao



substancias promissoras como novos antimicrobianos e o0s estudos
guimicos e microbioldgicos com as mesmas devem ser continuados.

Palavras-chave: Chalconas. Hidrazonas. Atividade Antibacteriana.
Atividade Citotoxica. PCR. RAPD.



ABSTRACT

Increase in antibiotic resistance due to multiple factors encourages the
search for new compounds active against multiresistant pathogens. The
purpose of this study was to evaluate the antimicrobial activity of thirty-
four chalcones and ten hydrazones against fourteen strains of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), obtained in
hospitals of the Great Floriandpolis area (Southern Brazil). S. aureus
strain ATCC 25923 was used as control. Initially, the resistance to
methicillin was detected by the method of radial diffusion in agar, in
which all strains were tested against the antimicrobials oxacillin (6ug)
and cefoxitin (30ug). Polymerase chain reaction (PCR) was employed to
detect the mecA gene. The molecular analysis was completed using the
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) technique. Strains
confirmed as MRSA, along with reference strains of S. aureus (ATCC
25923) and E. coli (ATCC 25922) were evaluated against the
hydrazones and chalcones by determining the minimum inhibitory
concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)
by the broth microdilution method. The MIC and MBC were considered
the lowest concentrations necessary to inhibit the growth or destroy the
bacteria, respectively. Both measurements were expressed in pg/mL.
Furthermore, the bioactive compounds were evaluated for their
cytotoxicity in vitro. The analysis of the cytotoxic potential was
performed in Vero cell cultures using a colorimetric method with
tetrazolium (MTT). The results were expressed as the concentration of
each sample, which reduced cell viability by 50% (CC50). Afterward,
the selectivity index (IS) was calculated to determine if the compounds
were toxic at minimal inhibitory concentrations. Based on this result it
was possible to conclude that the hydrazones have better IS than the
chalcones. This suggests that these compounds are more prominent than
the chalcones to become potential therapeutical drugs. The hydrazones
G6 and F29 had the lowest values for CIM and were also among the
compounds that showed the highest levels of selectivity. Furthermore,
the genotypic characterization of the strains revealed that the mecA gene
was found in the majority of the strains of MRSA and RAPD,
suggesting that most of the strains studied are evolutionarily related. It
can be concluded that from the 44 compounds testes, five are potentially
promising, including antibiotic-like substances and new chemical, and
that microbiological studies to better evaluate these compounds should
be continued.



Keywords: Chalcones. Hydrazones. Antibacterial Activity. Cytotoxic.
PCR. RAPD.
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios da civilizagdo, a procura pelo tratamento
das principais doencas que acometem a humanidade tem sido uma
preocupacdo constante. Essa informacdo é facilmente comprovada pelos
inimeros registros referentes aos povos primitivos que habitaram a terra.
Basicamente, 0s recursos terapéuticos utilizados pelos nossos ancestrais
concentravam-se nos recursos da natureza (CALIXTO & SIQUEIRA,
2008).

A natureza, de um modo geral, € a responsavel pela producéo da
maioria das substancias organicas conhecidas, sendo que o reino vegetal
fornece uma diversidade de substancias quimicas com variabilidade em
suas estruturas e em suas atividades biolégicas (MONTANARI &
BONZANI, 2001).

Assim sendo, os produtos naturais tém desempenhado papel
significativo para a descoberta de novos farmacos com funcgdes
importantes no tratamento de doencas humanas (NEWMAN et al.,
2003).

O interesse pelos medicamentos derivados de plantas, também
conhecidos como fitoterapicos ou fitomedicamentos, tem aumentado
expressivamente em todo o mundo, em especial, em alguns paises
desenvolvidos da Europa e nos Estados Unidos (CALIXTO, 2000). No
Brasil, esta mesma realidade é observada. Em um levantamento
realizado no periodo entre os anos de 1984 a 2004, pelo site “Web of
Science”, observou-se que poucas areas da pesquisa cresceram tanto no
pais como as pesquisas com plantas. Na América Latina, o Brasil é o
lider absoluto das publicagdes internacionais na é&rea de plantas,
totalizando 41,6% (CALIXTO, 2005).

Os compostos derivados de plantas sdo empregados como
farmacos na terapéutica moderna, além de serem usados como estruturas
basicas para sintese de algumas moléculas mais complexas. Atualmente,
cerca de 30% dos medicamentos disponiveis para o tratamento de
enfermidades, sdo derivados direta ou indiretamente de produtos
naturais, notadamente das plantas. Em algumas doengas como o cancer,
os fitoterapicos chegam a 60% (BOLDI, 2004; KOEHN & CARTER,
2005).

As plantas possuem  capacidade
ilimitada de sintetizar metabodlitos primarios e secundarios (OJALA,
2001). Os metabdlitos secundarios, na maioria relacionados com o fenol
e seus derivados, sdo produtos de baixo peso molecular, que se
diferenciam dos primarios por ndo serem essenciais a vida da planta
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(DOMINGO & LOPEZ-BREA, 2003). Essas moléculas, além de serem
sintetizadas por plantas, também estdo presentes em fungos, bactérias,
protozoarios, insetos e animais, sendo produzidas em resposta aos
estimulos externos como alteragBes nutricionais, modificacdes das
condices do ambiente (como pH e temperatura), infeccdes e
competicdo. Aproximadamente um terco dos fA&rmacos mais vendidos no
mundo sdo produtos naturais ou derivados de metabdlitos, como a
penicilina, que foi descoberta e industrializada durante a segunda Guerra
Mundial. O incrivel sucesso do desenvolvimento dos produtos naturais
com atividade antibacteriana no periodo de pos-guerra estimulou
pesquisas sobre o tema (STROHL, 2000). Segundo Standler e Keller
(2008), mais de 1500 metabdlitos, estudados entre os anos de 1993 e
2001, apresentaram atividade antibidtica ou antitumoral.

Os antibidticos sdo metabdlitos secundarios, produzidos por
varias espécies de microrganismos que, em baixas concentracfes, séo
capazes de impedir o crescimento ou eliminar seletivamente outros
patégenos. Este conceito exclui os compostos produzidos sinteticamente
que, juntamente com 0s compostos naturais e seus derivados, séo
denominados de antimicrobianos (GOODMAN, 2003).

Desde a introducdo da antibioticoterapia na clinica médica, ha
mais de 60 anos, esta se tornou a principal estratégia de controle das
infeccfes. No entanto, bactérias resistentes surgem quase que
simultaneamente aos antimicrobianos lan¢ados no mercado (WALSH,
2003).

Diferentes espécies de bactérias tém  apresentando
multirresisténcia aos farmacos disponiveis para seu tratamento, como
por exemplo, cepas de Enterococcus faecalis, Mycobacterium
tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae. Outra
bactéria que vem ampliando sua resisténcia é Staphylococcus aureus
(MIN et al., 2007).

Com o0 aumento na incidéncia de cepas bacterianas
multirresistentes aos antimicrobianos, se torna imprescindivel o
desenvolvimento de novas estratégias que visem o combate a esses
microrganismos (GRINHOLC et al., 2008). Ha uma série de novas
propostas neste sentido, tais como antimicrobianos que inibem a
biossintese dos &cidos graxos, ou ainda a biossintese dos isoprendides;
inibicdo de aderéncia bacteriana e do mecanismo de quorum sense
(TAVARES, 2009).

Embora os agentes antimicrobianos venham sendo utilizados
pela humanidade na préatica médica desde a década de 40 (DONADIO et
al., 2002), formulacBes dessa natureza baseadas em componentes
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quimicos das plantas ainda sdo incipientes, o que estimula o
direcionamento para estudos de triagem de novas moléculas com
propriedades antimicrobianas a partir dos fitoquimicos (COWAN,
1999).

Certas plantas, quando infectadas por microrganismos
patogénicos (virus, bactérias, fungos) ou sob condicBes de estresse
(clima arido, frio, acdo de luz ultravioleta) respondem a estes estimulos
produzindo novos metabolitos secundarios, aos quais se da 0 nome de
fitoalexinas (PINTO et al., 2002). As fitoalexinas desempenham nos
vegetais, um papel semelhante ao dos anticorpos nos animais (ZEIGER
& LINCOLN, 2004).

As fitoalexinas possuem grande diversidade, sendo que mais de
300 tipos ja foram caracterizados entre diferentes classes de compostos
guimicos, como cumarinas e diterpenos (CAVALCANTI et al., 2005).
Este grupo inclui também as chalconas naturais e seus derivados
sintéticos, que tém despertado grande interesse quimico e farmacoldgico
por apresentarem uma variedade de atividades bioldgicas (WON & LIU,
2005). As chalconas constituem uma das maiores classes de produtos
naturais, com ampla distribuicdo em plantas rasteiras e em superiores
(NOWAKOWSKA, 2007).

Uma aplicagdo plausivel para as chalconas é no controle de
infeccOes bacterianas, tendo em vista suas propriedades biolégicas ja
relatadas (NI et al, 2004). Além das chalconas, as hidrazonas
representam outro grupo de compostos quimicos com estruturas
promissoras. Essas substancias pertencem a uma classe de compostos
organicos, que sdo iminas derivadas da hidrazina (PACANSKY et al.,
1990), que tém recebido um crescente interesse por suas propriedades,
como agentes anti-tuberculose e antioxidantes (VIGORITA et al., 1994;
HERMES-LIMA et al., 2000).

A descoberta de novas moléculas dotadas de acdo
antimicrobiana é de grande importancia, principalmente, para combater
as infeccOes hospitalares por cepas multirresistentes que sao
responsaveis por altos indices de morbidade e letalidade. Atualmente, S.
aureus resistentes & oxacilina ou meticilina sdo reconhecidas como
importantes patdgenos causadores de infecgdes nosocomiais em todo o
mundo; e com o surgimento e a disseminagdo de cepas cada vez mais
virulentas e multirresistentes, ha necessidade de buscar novos
compostos  farmacologicamente  ativos contra este  patdgeno
(VELASQUEZ-MEZA, 2005).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo a investigagdo da
atividade antimicrobiana de chalconas e hidrazonas frente isolados de
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, uma vez que esses
microrganismos representam uma grande ameaca a satide publica.



29

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

o Estudar a atividade antimicrobiana de chalconas e hidrazonas frente
as cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, visando
contribuir para o controle deste importante patdgeno.

1.1.2 Objetivos especificos

e Triar compostos ativos frente as cepas de S. aureus ATCC 25923;

e Confirmar a resisténcia a meticilina de cepas de S. aureus isoladas
em hospitais da Grande Floriandpolis pelo método de difusdo em &gar;

e Determinar as concentragdes inibitérias minimas das chalconas e
hidrazonas para as cepas de MRSA,;

e Determinar a concentragdo bactericida minima das chalconas e
hidrazonas que inibirem o crescimento bacteriano;

o Determinar o grau de correlagdo entre as cepas;

e Analisar o potencial de citotoxicidade das chalconas e hidrazonas em
cultura celular.



30



31

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 AGENTES ANTIMICROBIANOS

O homem e o0s microrganismos partilham uma vida em comum
desde a pré-histéria, entretanto, muitos microrganismos sao
responsaveis por provocar doencas em humanos. A correlagdo entre os
microrganismos e as doengas comecou a ser elucidada no século XIX,
principalmente, devido aos estudos de Pasteur e Kock, que
demonstraram a origem infecciosa de varias enfermidades que
acometiam o homem e outros animais (TAVARES, 2009).

A administragdo de antibidticos é utilizada com a finalidade de
eliminar ou impedir o crescimento destes agentes patogénicos, sem gerar
danos ao individuo medicado (GRAHAME-SMITH & ARONSON,
2004). A palavra antibi6tico deriva do termo antibiosis, que literalmente
significa “contra a vida” (anti = contra; bios = vida). Segundo o conceito
original de Waksman, estabelecido em 1942, atribui-se 0 nome de
antibiéticos as substancias produzidas por seres vivos, normalmente
microrganismos, mas também por alguns vegetais superiores, dotadas de
atividade antimicrobiana, atuando como toxicos seletivos, em pequenas
concentragbes, tendo entdo a capacidade de inibir ou matar,
seletivamente, outros microrganismos. O componente critico dessa
definigdo ¢é a “seletividade” ou a “toxicidade seletiva”, pois significa que
0 composto deve inibir ou matar o microrganismo sem inibir ou matar o
organismo hospedeiro (ROBBERS et al., 1997; AMATO NETO et al.,
2000; TAVARES, 2009).

A primeira importante descoberta entre os antibidticos, a
penicilina, ocorreu acidentalmente quando o médico escocés Alexandre
Fleming, em 1928, observou uma cultura de Staphylococcus aureus
contaminada com o fungo Penicillium notatum (atualmente denominado
P. chrysogenum) e que, ao redor deste fungo, ndo havia crescimento de
S. aureus. Fleming constatou, ainda, que a substancia capaz de inibir o
crescimento produzida pelo fungo era filtravel, ndo-toxica para animais
e que exercia atividade antimicrobiana também contra outras cepas
bacterianas. (TAVARES, 2009). Robert Robinson e colaboradores, em
1943, identificaram a estrutura da penicilina-G, viabilizando sua sintese.
Em 1944 foram isolados a estreptomicina e varios outros antibiéticos
produzidos pela bactéria Streptomyces griseus. Em 1949, Florey, Chain
e colaboradores iniciaram a utilizacdo experimental da penicilina no
tratamento de processos infecciosos em seres humanos (AMARANTE,
2002; FRAGA, 2003).
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Embora a pesquisa de novos antibidticos sempre tenha sido
continua, 0 nimero de descobertas reduziu em relagdo aquelas da “era
de ouro dos antibidticos”, ou seja, do ano de 1940 até 1970, quando a
maioria das familias de compostos foi identificada (MCDEVITT &
ROSENBERG, 2001).

As substancias denominadas de antibidticos sdo aquelas
produzidas completamente ou em parte por processo biolégico,
enguanto que os chamados quimioterapicos sdo produzidos por sintese
laboratorial, sendo utilizados com vérias finalidades terapéuticas,
eventualmente como antiinfecciosos. J& o termo antimicrobiano é
empregado para designar o conjunto de antibidticos e quimioterapicos
(AMATO NETO et al., 2000).

Os agentes antimicrobianos podem apresentar variadas formas de
classificacdo, segundo sua origem, espectro de acdo, efeito sobre as
bactérias, estrutura quimica, entre outras. A classificacdo segundo sua
origem agrupa 0s antimicrobianos em naturais, sintéticos ou semi-
sintéticos. Segundo ao espectro de acdo sdo separados em trés
categorias: amplo espectro, espectro intermediario e espectro reduzido.
Quanto aos efeitos basicos nas bactérias, sdo bacteriostaticos e
bactericidas. Os agentes bacteriostaticos inibem o crescimento da célula
bacteriana, enquanto os bactericidas matam as bactérias (ROSSI &
ANDREAZZI, 2005; YONEYAMA & KATSUMATA, 2006). A acdo
bacteriostatica ou bactericida de um antimicrobiano esta relacionada
com o alvo onde a mesma atua na célula bacteriana. No entanto, este
conceito é relativo, e esta na dependéncia da concentracdo atingida pelo
farmaco no meio onde se situa 0 microrganismo e da sensibilidade deste
(TAVARES, 2009).

Os antimicrobianos possuem varios alvos de acdo, podendo atuar
sobre a:

a) Parede celular: o peptidoglicano é o constituinte fundamental
da parede celular bacteriana, conferindo rigidez a célula. A formacao
deste constituinte pode ser inibida por qualquer antimicrobiano que seja
capaz de interferir na sintese de peptidoglicano, como as penicilinas, as
cefalosporinas, a vancomicina e a bacitracina, causando um efeito
destrutivo na bactéria. Estes antibidticos inibem a sintese da parede
celular, por agirem em varias etapas da formacdo do mucopeptideo, o
peptidoglicano, geralmente por mecanismo competitivo e inibitorio.
Participam também desse processo enzimas autoliticas, cuja formagédo
em excesso € induzida pelos mesmos antibidticos. Como decorréncia, a
parede celular que se forma é incompleta, a bactéria adquire a forma de
esferoplasto e acaba por sofrer lise;
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b) Membrana Plasmatica: as alteragbes fisico-quimicas
ocasionam a morte bacteriana, pois a permeabilidade seletiva é
comprometida, levando a saida de elementos vitais. Os antimicrobianos
que tém a membrana como alvo, como as polimixinas, acabam por
liberar o conteddo celular para o exterior. Dependendo do grau de
alteracdo da integridade da membrana citoplasmatica, ions, moléculas
pequenas ou mesmo macromoléculas podem evadir do meio
intracelular, com prejuizo variavel ao seu metabolismo. Além disso, a
morte pode ocorrer devido a alteragdes do sistema respiratorio da célula,
uma vez que essas substancias podem se ligar aos constituintes normais
da membrana, atuando como verdadeiros detergentes, e provocando
assim, sua desorganizacdo funcional. A membrana também pode ser
afetada por um efeito secundario, em que antibi6ticos agem na sintese
protéica, formando proteinas anormais, conhecidas como “proteinas
erradas”, as quais podem vir a originar uma membrana defeituosa.

c) Sintese de proteina: a sintese protéica pode sofrer interferéncia
dos antibioticos em varias fases do seu desenvolvimento, como na
formacdo dos RNAs (mensageiro, ribossomal e transportador), na
fixacdo do RNAm ao ribossomo, por alteragdes no ribossomo ou ainda
na fixacdo do RNAt ao ribossomo. Como decorréncia da inibicdo da
sintese protéica 0s microrganismos sensiveis aos antibidticos como as
tetraciclinas, entre outros, deixam de crescer e se tornam incapazes de
multiplicar-se, a bactéria acaba morrendo devido a ndo-renovacdo de
seus constituintes vitais. Estes farmacos também podem atuar na
formac&o de proteinas anormais, que ao serem incorporadas a membrana
celular, enzimas respiratorias e outras estruturas essenciais, provocam
alteracdo em sua funcdo, o que acarreta no blogueio do metabolismo
celular.

d) Sintese de acidos nucléicos: antimicrobianos como a
rifampicina e 0 metronidazol, interferem na sintese de DNA ou RNA, ou
ainda de ambos. A rifampicina atua especificamente sobre a RNA
polimerase dependente do DNA, o que leva a supressdo da formacéo da
cadeia na sintese do RNA. Ja o metronidazol age sobre a DNA girase,
inibindo a transcricdo da informacdo génica; impedindo o
desenvolvimento completo do espiral do DNA, levando as células a
morte. Em consequéncia da acdo sobre a sintese do DNA, as bactérias
deixam de se reproduzir, e o bloqueio da sintese do RNA causa a
inibicdo da formac&o de proteinas, a qual é dependente dos trés tipos de
RNA. Como resultado dessas acGes, o efeito destes antibi6ticos é
primariamente  bacteriostatico (AMATO NETO et al, 2000;
TAVARES, 2009).
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Um grave problema associado ao uso de antibidticos é a
utilizacdo dos mesmos com muita frequéncia, principalmente 0s mais
antigos, tornando-os ineficazes, devido ao surgimento e selegéo de cepas
resistentes aos mesmos (TIBBETTS et al., 2003). Outro problema se
refere ao uso equivocado na medicina humana, como por exemplo, 0
emprego dos antibidticos no tratamento de infecgdes virais, para os
quais ndo apresentam nenhum tipo de efeito (PETRONE et al., 2004).

Portanto, o uso desenfreado dos antibidticos e sem uma cuidadosa
avaliacdo das suas indicacBes promoveu as bactérias defesas aos agentes
antibacterianos, com 0 conseqliente aparecimento de resisténcia
(VARALDO et al., 2009).

2.2 RESISTENCIA BACTERIANA

Diz-se que uma bactéria é resistente a um determinado antibidtico
quando a mesma é capaz de crescer in vitro em presenca da
concentracdo inibitoria que este farmaco atinge no sangue (TAVARES,
2009). O fendmeno da resisténcia bacteriana aos diversos antibioticos e
agentes quimioterapicos impde sérias limitagdes as opgdes de tratamento
das infeccOes bacterianas, representando uma ameaca para a salde
publica (WISE, 2003). Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil,
poucos recursos sdo empregados na monitorizagdo de agdes sobre o uso
racional de antibidticos e também sdo limitados os dados sobre o uso
desses agentes em hospitais (NICOLINI et al., 2008).

Denomina-se resisténcia simples quando o0 microrganismo é
resistente a um s6 farmaco; resisténcia muiltipla quando é resistente
simultaneamente a dois ou mais farmacos. Diz-se resisténcia cruzada
quando o mecanismo bioquimico de resisténcia a um farmaco é o
mesmo para outras (TAVARES, 2009).

Existem dois tipos de resisténcia bacteriana, a natural ou a
adquirida. A resisténcia natural ou intrinseca é inerente a uma
determinada espécie bacteriana e compde a heranca genética
cromossdmica do microrganismo. A resisténcia natural é um carater
hereditario, transmitido verticalmente a células-filhas, comandado por
genes, que determinam a auséncia de receptores para a agdo de
antibidticos ou a existéncia de estruturas e mecanismos que impedem a
acdo do farmaco. Esta € representada por grupos bacterianos que nao séo
sensiveis a determinados antibiéticos, como por exemplo, os
microrganismos Gram-negativos resistentes a penicilina-G. Ja a
resisténcia adquirida ou secundéria consiste no surgimento do fenémeno
de resisténcia a um ou varios antimicrobianos numa populacdo
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bacteriana originalmente sensivel a estes mesmos antimicrobianos.
Ocorre pelo desenvolvimento de mecanismos de defesa, seja através de
mutacles ou pela aquisicdo de material genético exégeno (AMATO
NETO et al., 2000; ROSSI & ANDREAZZI, 2005; TRABULSI et al.,
2005; AL HARONI, 2008; TAVARES, 2009).

A mutacdo bacteriana é um fendbmeno de ocorréncia espontanea
ou induzida, que pode resultar na codificacdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos. A mutagdo espontanea ocorre no momento da divisao
celular, enquanto que a induzida é provocada por determinados agentes
mutagénicos, tais como raios X, raios ultravioletas e o acido nitroso
(AMATO NETO et al., 2000; TAVARES, 2009).

Os plasmideos e bacteriéfagos sdo materiais genéticos externos
aos cromossomos relacionados com a resisténcia antimicrobiana, além
de outros elementos mdveis de inser¢cdo no DNA, como 0s transposons e
os integrons. Estes genes podem ser transferidos de organismo para
organismo, inclusive entre espécies distintas mediante mecanismo de
transferéncia de genes tais como, conjugacdo, transducdo e
transformacdo (HALL & STOKES, 1993; HALL, 2004).

A transferéncia da resisténcia, ou seja, dos genes que a codificam,
pode ocorrer tanto durante a divisdo celular bacteriana, por transferéncia
vertical, como também de uma bactéria para outra, por transferéncia
horizontal. Na transferéncia vertical a populacdo bacteriana da progénie
passa a ter os genes de resisténcia, originalmente encontrado no genoma
da célula progenitora. No caso da transferéncia horizontal a informacéo
genética ¢ transferida de uma bactéria para outra da mesma espécie ou,
até mesmo, de cepas de géneros distintos, pelos mecanismos de
conjugacao, transformacgao ou transducdo (AMATO NETO et al., 1994).

Na conjugacdo, o material genético de uma célula bacteriana
viavel é transferido para outra, através do contato fisico entre elas.
Atualmente, este mecanismo constitui o mais frequente processo de
transferéncia de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos em hospitais,
favorecido pela pressdo seletiva devido ao uso desses farmacos nesse
ambiente. J& o fenbmeno da transducdo ocorre pela transferéncia de
genes bacterianos por intermédio de bacteriéfagos, sendo que esses
ltimos utilizam o DNA bacteriano para sua prépria multiplicacéo e,
podem incorporar a0 genoma das novas particulas de fragmentos de
DNA cromossdmico ou plasmidial da bactéria parasitada, contendo
genes de resisténcia. Geralmente, ocorre apenas entre espécies
bacterianas relacionadas entre si. Ja a transformacao é o processo pelo
qual a aquisi¢do da informacao genética se da através da incorporagéo
de DNA solvel, proveniente de parte do cromossomo ou do plasmideo,
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liberado no meio por outra bactéria. Em condigbes naturais, a
transformacdo pode ocorrer quando uma bactéria sofre morte por lise e
parte do seu DNA livre no ambiente é incorporado por outra.
Normalmente, s6 ocorre entre bactérias da mesma espécie (AMATO
NETO et al., 2000; TAVARES, 2009).

A expressdo dos genes de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos reflete nos mecanismos quimicos de resisténcia, que
podem ser enquadrados em cinco amplas categorias (HEISIG, 2001;
ROSSI & ANDREAZZI, 2005; AL HARONI, 2008).

A inativagdo direta da molécula antimicrobiana se refere a
producédo de enzimas inativadoras de antimicrobianos, como é o caso da
enzima p-lactamase, que degrada os antibidticos B-lactdmicos. E o
mecanismo predominante e mais eficaz de resisténcia bacteriana. No
caso das enzimas B-lactamases, essas inativam 0 agente antimicrobiano
através da hidrolise do anel B-lactdmico da molécula (NIKAIDO, 1994;
YONEYAMA & KATSUMATA, 2006). Ja a modificagdo da estrutura-
alvo na célula bacteriana consiste na diminuicdo da sensibilidade aos
antibidticos gerada pela modificacdo do alvo estrutural engloba diversas
estratégias dos microrganismos, com o objetivo de interferir ou limitar a
interacdo do antibidtico com o patégeno, prevenindo o efeito
bacteriostatico ou bactericida (AL HARONI, 2008). Um exemplo é a
vancomicina, que tem como sitio-alvo a extremidade D-alanina-D-
alanina do pentapeptideo precursor do peptidoglicano. As cepas
resistentes sintetizam peptideos com extremidades alteradas, na maioria
das vezes sendo uma D-alanina-D-lactato, e que acaba por ter baixa
afinidade a vancomicina (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998; TRAN
& JACOBY, 2002). A modificagdo da estrutura-alvo na célula
bacteriana chama mais a atengdo dos pesquisadores, pois 0 acimulo do
antimicrobiano dentro da célula bacteriana mostra-se fundamental para a
sua atuagdo, sendo que as bombas de efluxo podem estar presentes,
tanto na resisténcia intrinseca, como na adquirida, para os diversos
antibidticos, levando a energia celular utilizada a reduzir a concentracao
citoplasmica do farmaco (STOVER et al.,, 2000; HOSKINS et al.,
2001). Alguns mecanismos propostos para o efluxo dos antimicrobianos
incluem transportadores multidrogas para exportar 0s compostos nas
bactérias Gram-negativas, sendo esta resisténcia facilmente transferida
(BLACKMORE et al., 2001; LEVY, 2002). J& a reducdo da
concentracdo do antimicrobiano no citoplasma bacteriano pelo efluxo
ativo refere-se na alteracdo da permeabilidade, uma vez que, para 0s
antibiéticos exercerem suas funcdes efetivamente, esses devem ter
acesso aos alvos intracelulares. Para isso, no caso das bactérias Gram-
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negativas, o farmaco deve conseguir ultrapassar a membrana externa,
cuja permeabilidade é limitada, sendo responsavel por conferir grande
resisténcia neste grupo bacteriano. Estes organismos regulam a
permeabilidade de sua membrana externa através da presenca de canais
hidrofilicos conhecidos como porinas. A alteracdo nesta estrutura ou a
perda destes canais pode interferir na entrada de substancias
antimicrobianas na célula. Contudo, estudos recentes afirmam que a
membrana externa s6 é realmente efetiva na resisténcia microbiana
guando atua de forma combinada com outros mecanismos. Os biofilmes
sdo exemplo disto, pois conferem a bactéria altos niveis de resisténcia a
muitos antimicrobianos, porque impedem ou limitam a entrada desses
nas células (POOLE, 2002). A resisténcia devida a permeabilidade pode
ainda estar relacionada com diferencas no peptidoglicano e na
membrana plasméatica. A alteracdo da permeabilidade celular e via
metabdlica alternativa é a utilizacdo de uma via metabdlica alternativa
pelo microrganismo, sendo esta via diferente daquela inibida pelo
farmaco. Este mecanismo é codificado em genes plasmidiais, sendo
importante causa de resisténcia em enterobactérias (MCDERMOTT et
al., 2003).

A resisténcia bacteriana vem aumentando rapidamente e 0s riscos
dessa transformacdo se reflete principalmente sobre pacientes
imunocomprometidos (devido a AIDS, quimioterapia para o cancer e
transplante de 6rgdos), pacientes submetidos a procedimentos médicos
invasivos e, ainda, sobre aqueles que permanecem internados por
periodos de tempo prolongado (geralmente idosos) e recebendo
tratamentos multiplos com antibidticos. Os pacientes acima
mencionados podem representar um real veiculo de propagagdo da
resisténcia, a qual se acelera pelas mudangas sociais e tecnoldgicas, tais
como as viagens aéreas, que favorecem a transmissdo de bactérias
resistentes entre localidades distantes. (LIVERMORE, 2003;
THOMSON et al., 2004).

O uso rotineiro de antibidticos como promotores de crescimento
em animais também constitui um sério problema de sa(de publica,
especialmente, quando as mesmas classes de antibidticos sdo utilizadas
em humanos, sendo uma possivel fonte de bactérias resistentes
(WEGENER, 2003). A versatilidade das populagbes bacterianas na
adaptacdo a toxicidade ambiental, associada a facilidade da transferéncia
do material genético, demonstra que a resisténcia antibiética é um
fendmeno bioldgico inevitavel e que continuard sendo um problema
clinico crénico (MCDERMOTT et al., 2003).
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As principais consequéncias da resisténcia bacteriana consistem
no aumento do custo e do tempo de tratamento, utilizacdo de
medicamentos mais caros e até mesmo mais toxicos, aumento do tempo
de hospitalizacdo, isolamento do paciente, aumento da frequéncia e da
gravidade das infecgdes hospitalares, além do aumento do indice de
mortalidade associada a este tipo de infeccdo (GURGEL &
CARVALHO, 2008).

O desenvolvimento da resisténcia bacteriana pode ser controlado
com a restricdo do uso de antibi6ticos, ou seja, que a sua prescri¢do seja
permitida apenas para o controle e trataemnto de doencas infecciosas de
origem bacteriana e, sempre que possivel, orientada por antibiograma.
Além disso, a administracdo sistémica, 0 uso de concentracOes
adequadas, respeitando a duragdo do tratamento, e as associacdes de
multiplos farmacos, também sdo medidas preventivas a resisténcia. A
educacdo continuada dos profissionais da &rea da salde e o trabalho de
equipes multiprofissionais sdo importantes para a prevencdo da
resisténcia (HAMILTON-MILLER, 2004).

Dentre 0s microrganismos que tém gerado grande preocupacéo
devido a multirresisténcia aos farmacos disponiveis para tratamento,
destaca-se S. aureus.

2.3 MICRORGANISMO ALVO: S. aureus RESISTENTES A
METICILINA

O nome dos estafilococos foi designado por Alexander Ogston
apos ter usado a expressao em francés “staphyle” (conjunto das uvas). O
género Staphylococcus compreende bactérias Gram-positivas, cocdides,
imdveis quando cultivadas em meio so6lido, com cerca de 1 um de
didmetro, que sdo microrganismos anaerdbios  facultativos
fermentadores de glicose e ndo formadores de esporos. O principal
reservatorio de Staphylococcus aureus ¢ o homem (TELLAROLLI et
al., 2003; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

As amostras identificadas como Staphylococcus aureus estdo
entre as espécies mais frequentemente isoladas nos seres humanos. Essa
bactéria normalmente coloniza a pele e as membranas mucosas.
Contudo, elevadas concentracdes desse microrganismo podem colonizar
as axilas, a por¢do anterior das narinas e o perineo e podem também
estar distribuidas em outros nichos, como a orofaringe, a boca, a vagina,
0 trato intestinal e as glandulas mamérias, tornando-se bactérias
potencialmente patogénicas quando encontram porta de entrada, ou na
existéncia de doenca, que predisponha ao desenvolvimento de infeccéo.
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Algumas infeccBes mais sérias provocadas por este patdgeno, sdo
doencas graves e disseminadas, como pneumonias, meningites,
carbunculo renal, bacteremias e endocardites (MURRAY et al., 2003),
sendo que S. aureus € um patdgeno comum que afeta individuos de
todas as idades, mas acomete principalmente os jovens e 0s idosos
(CDC, 2004).

Estudos epidemiolégicos recentes sugerem que S. aureus
representa, atualmente, o principal agente etiolégico das infeccdes
assistidas nos setores de emergéncia nos Estados Unidos
(VANDENESCH et al., 2003; MORAN et al.,, 2006). Um dado
surpreendente, publicado em 2005, apontou 0 S. aureus como
responsavel pela grande maioria dos casos de endocardite infecciosa
(El) em todo 0 mundo (FOWLER et al., 2005). No Brasil e nos EUA, a
incidéncia da El associada ao S. aureus foi de 37,5% e de 37,2%,
respectivamente, no periodo de junho de 2000 a dezembro de 2003
(FOWLER et al., 2005).

A extraordinaria plasticidade desta bactéria como patégeno
humano tem sido atribuida aos numerosos fatores de viruléncia que este
microrganismo produz, estando ancorado a superficie celular bacteriana
ou sendo secretado para 0 meio extracelular, incluindo pelo menos cinco
toxinas citoliticas ou produtoras de lesdo da membrana, bem como uma
toxina esfoliativa, e cinco enterotoxinas (KATAYAMA, et al., 2000;
KONEMAN et al., 2001; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

Algumas cepas de S. aureus s8o capazes
de produzir um exopolissacarideo, chamado de capsula, que foi descrita
pela primeira vez por Gilbert em 1931. Em 1982, Karakawa e Vann
relataram pela primeira vez, que cepas de S. aureus apresentam oito
sorotipos capsulares (O’RIORDAN & LEE, 2004). Estudos de
sorotipagem estafilococicas isoladas de colegdes de varias regibes
geograficas tém revelado que os sorotipos 5 e 8 representam 25% e
50%, respectivamente, dagueles isolados em seres humanos (LEE et al.,
1990). Em 1985, Sompolinsky e colaboradores incluiram trés novos
sorotipos em sua colecdo, elevando o ndmero a onze sorotipos
capsulares. A cépsula tem por principal fungdo atuar como fator de
viruléncia e, assim, proteger a bactéria contra a fagocitose pelos
leucdcitos polimorfonucleares (TRABULSI et al., 2008). As capsulas de
S. aureus também promovem a formacdo de abscesso, assim como
podem servir para facilitar a aderéncia dos microrganismos as células
dos hospedeiros. Outro fator de viruléncia do S. aureus é a proteina A,
gue esta presente na parede celular, sendo composta por uma Unica
cadeia polipeptidica com quatro residuos de tirosina, expostos em sua
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superficie, que determinam a sua capacidade de unir-se a regido Fc da
molécula de imunoglobulina G (IgG), impedindo que estes anticorpos
interajam com as células fagocitarias. Outros constituintes da parede
celular destes microrganismos sdo o0s glicopeptideos e os acidos
teicdicos, que parecem estar envolvidos na ativagdo do complemento e
na aderéncia, contribuindo para a viruléncia. Entre os produtos
extracelulares que influenciam na viruléncia bacteriana, podem ser
citadas: as enzimas catalase, fibrinolisinas, hialuronidase, lipases e
fosfolipase C especifica para fosfatidilinoisitol, as hemolisinas (o-
hemolisina, B-hemolisina, 6-hemolisina e t-hemolisina) e as toxinas
(leucocidina, exfoliatinas e as enterotoxinas A-E) (KONEMAN et al.,
2001; O’'RIORDAN & LEE, 2004; TRABULSI et al., 2008).

Anteriormente a introducdo de antimicrobianos na préatica
clinica, a letalidade de bacteremia por Staphylococcus aureus chegou a
ultrapassar 80%, e mais de 70% dos pacientes desenvolviam infecgdes
metastaticas (LOWY, 2003). No inicio da década de 1940, com a
introducdo da penicilina, o progndstico desses pacientes melhorou
(MARANAN et al., 1997; LOWY, 2003). No entanto, ja em 1942 foram
relatadas cepas de S. aureus resistentes a penicilina (MARANAN et al.,
1997). A resisténcia a penicilina foi reconhecida e aumentou
inicialmente entre as cepas hospitalares, seguidas de cepas da
comunidade, e ja no final dos anos 1960, as porcentagens de resisténcia
hospitalares e comunitarias chegaram a 90% e 70%, respectivamente,
em algumas regiGes da Europa (JESSEN et al., 1969). Atualmente, a
maioria das cepas de S. aureus que causam infeccdo, ou simplesmente
colonizam adultos saudaveis, é resistente a penicilina (OLIVEIRA et al.,
2002). Considerando os altos indices de resisténcia de isolados de S.
aureus a penicilina e sabendo-se que essa resisténcia se deve a hidrélise
enzimatica do anel beta-lactamico, no final de 1950, cientistas iniciaram
estudos sobre modificagdes estruturais no anel basico da penicilina, com
0 intuito de proteger a molécula da acdo enzimatica dos
microrganismos. Assim, em 1959, foi realizada a modificagéo estrutural
no radical R do anel basico da penicilina (Figura 1), sintetizando o &cido
6-aminopenicilanico (6-APA), molécula semi-sintética que passou a ser
denominada de meticilina (Figura 2), e que apresentava melhor
atividade contra S. aureus produtores de betalactamases (TAVARES,
2009).
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Figura 1: Estrutura quimica da penicilina
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Figura 2: Estrutura quimica da meticilina

Contudo, pouco tempo depois da introducdo da meticilina, em
1961, na Europa, ja foram relatados casos de cepas de S. aureus
resistentes a este farmaco (Figura 3) (VIVONE & MOREIRA, 2005;
CHAMBERS & DELEO, 2009).
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Figura 3: Evolucédo da Resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus
(Modificada de CHAMBER & DELEO, 2009).
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Nas décadas seguintes aos primeiros relatos de cepas de S. aureus
resistentes & meticilina (MRSA), estas se tornaram um grave problema
de salde publica mundial (ZETOLA et al.,, 2005). Atualmente, sdo
consideradas importantes agentes de infeccBes hospitalares e
comunitarias (MICHELIM et al., 2005; SOUZA & FIGUEIREDO,
2008).

A preocupacdo referente ao aumento da incidéncia de cepas de
MRSA ndo esta apenas relacionada ao fato das cepas serem resistentes a
este  quimioterdpico, mas sim, por exibirem  resisténcia,
simultaneamente, a todos os antibidticos beta-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos) e, frequentemente, a outras classes de
antimicrobianos utilizadas na terapéutica, como os aminoglicosideos, o
cloranfenicol, a clindamicina, as fluorquinolonas, os macrolideos,
restringindo muito as opg¢des de tratamento para o paciente (VERONESI
& FOCACCIA, 2004; MOREILLON, 2008).

Staphylococcus aureus possui cinco proteinas ligadoras de
penicilina, as PBPs (“penincillin bilding protein”), que Sa0 enzimas que
catalisam a etapa terminal da sintese da parede celular bacteriana e se
localizam na membrana celular da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 sdo
essenciais a sintese de parede celular e tém alta afinidade (sitios-alvo)
para 0s antibi6ticos beta-lactamicos, unindo-se a esses por ligagdes
covalentes. A resisténcia a meticilina em estafilococos se deve a
producdo de uma PBP adicional, anomala, denominada PBP2’, que
apresenta baixa afinidade com os antibidticos beta-lactdmicos. Esta
proteina alterada é codificada por um gene cromossémico denominado
mecA, uma sequéncia de 2130 parea de bases (pb) do DNA de origem
ndo estafilococica, que é responséavel pela resisténcia das cepas MRSA a
todos os antibi6ticos beta-lactamicos (SOUZA et a.l, 2005 a). Esta
proteina esta ausente nos S. aureus sensiveis a tais antibidticos
(LENCASTRE et al., 1994; MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004).

As infeccOes causadas por MRSA sdo nosocomiais, isto €, sdo
adquiridas quase que exclusivamente nos hospitais, devido a
permanéncia dos pacientes a longos periodos de internacdo, a
colonizacdo ou infeccdo pela exposicdo prévia aos antibiéticos, a
admissdo na unidade de tratamento intensivo, as cirurgias, entre outros
fatores. As infeccGes adquiridas fora das dependéncias hospitalares sao
chamadas infec¢cbes adquiridas na comunidade (BURTON &
ENGELKIRK, 2005; SOUZA & FIGUEIREDO, 2008; CHAMBERS,
2006). Cerca de 70% dos isolados de Staphylococcus aureus de
infeccbes nosocomiais, nos principais hospitais brasileiros, séo
resistentes a meticilina (TELLAROLLI et al.,, 2003; BURTON &
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ENGELKIRK, 2005). Outras espécies do género Staphylococcus tém
sido isoladas em infeccfes hospitalares e também tém demonstrado
resisténcia aos varios antimicrobianos utilizados em terapéutica
(TAVARES, 2000; SADER et al., 2006). Ja a maioria das infeccdes
comunitérias causadas pelo S. aureus é sensivel & meticilina (LODISE
& MCKINNON, 2003). No entanto, um alerta global recente ocorreu
através de publicagdes que apontam a emergéncia de um “novo
patogeno”, designado CA-MRSA (do inglés; community-acquired
methicillin resistant Staphylococcus aureus), capaz de causar infecces,
algumas vezes fatais, em individuos que ndo apresentam histdria de
risco para infecgfes por estafilococos, podendo assim acometer criangas
e adultos jovens saudaveis, inclusive atletas. As cepas de CA-MRSA
apresentam padrdes fenotipicos e genotipicos diferentes das cepas de
MRSA classicamente envolvidas em infecces nosocomiais ou
associadas a servicos de sade (VADENESCH et al., 2003; RIBEIRO et
al., 2007).

Dessa forma, os estudos que procuram novos farmacos eficientes
contra MRSA sdo extremamente importantes, pois visam abrandar as
altas taxas de morbidade e mortalidade causadas por esta bactéria.
Assim, a quimica medicinal tem sido imprescindivel e essencial a salde
publica, tornando-se um importante alicerce no incremento do arsenal
terapéutico (CLARK, 2002; THOMAS, 2003).

2.4 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE NOVOS
FARMACOS

Do ponto de vista historico, os produtos naturais sempre
desempenharam um papel muito importante no processo de
desenvolvimento de farmacos. Os produtos naturais utilizados para
tratar e prevenir doencas, desde a origem do homem, tém sido
provenientes de plantas, microrganismos, organismos marinhos,
vertebrados e invertebrados terrestres (KOEHN & CARTER, 2005;
CHIN et al., 2006). Sendo assim, o Brasil, com a grandeza do seu
litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior floresta equatorial e
tropical Umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocagdo para 0s
produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais €, dentro da Quimica
brasileira, a &rea mais antiga e a que ainda hoje, congrega o maior
nimero de pesquisadores (SANDES & DI BLASI, 2000), devendo-se
isso, principalmente, ao desenvolvimento de novas técnicas analiticas
para o isolamento e a purificagdo de substancias (BERDY, 1989).
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Tanto os métodos classicos de isolamento de produtos naturais
quanto a utilizagdo de processos de sintese quimica na geracao destas
substancias, sdo uma fonte promissora de novas substancias
potencialmente Uteis como protdtipos (STROBEL, 2002; MACIAS et
al., 2003). Além dos métodos mencionados acima, podem ser usados ha
busca de novos medicamentos a quimica combinatéria e a modelagem
molecular (BALUNAS & KINGHORN, 2005; CHIN et al., 2006).

Apesar de todo o avango da sintese quimica, da quimica
combinatéria e do planejamento racional de farmacos, as dificuldades no
aproveitamento dos recursos naturais com o objetivo de desenvolver
farmacos incluem o longo dispéndio de tempo, elevados custos, falta de
leis especificas para a exploracdo da biodiversidade, escassez de
informacges sobre a identidade dos compostos naturais e a dificuldade
no trabalho com estes produtos (STROHL, 2000; HARVEY, 2000).
Entretanto, os produtos naturais sdo uma das principais fontes de
agentes terapéuticos inovadores para as doencas infecciosas, e muitas
moléculas naturais ou sintetizadas a partir do modelo natural servem
como importantes estruturas medicamentosas (COS et al.,, 2006;
VUORELA et al., 2004; GURIB-FAKIM, 2006). Além da fonte de
sintese dos farmacos, grande parte dos adjuvantes farmacéuticos
empregados na pesquisa também é de origem vegetal (SCHENKEL et
al., 2002). Portanto, os produtos naturais continuardo desempenhando
um papel fundamental como substancias ativas e modelos moleculares
para a descoberta e validacdo de novos farmacos (VUORELA et al.,
2004).

Em 1969 havia cerca de um milhdo de substancias derivadas de
produtos naturais isoladas de diversas fontes, contribuindo para o
desenvolvimento da biotecnologia e da bioengenharia, além de novas
demandas na terapia humana (BERDY, 1989). Os produtos naturais €
medicamentos derivados destes sdo usados para tratar 87% das
categorias de doengas humanas, incluindo os agentes antibacterianos,
antineoplasicos, anticoagulantes, antiparasitarios, imunossupressores,
entre outros (NEWMAN et al., 2003). De acordo com Lima (2007) e
Andricopulo e colaboradores (1996), a quimica medicinal tem evoluido
expressivamente, visto que, dentre os farmacos disponiveis no mercado
farmacéutico, a sintese organica é responsavel por 75% deles. Existem
vérias classes de substancias organicas inseridas neste conjunto, dentre
as quais podem ser citados os compostos fenolicos, grupo onde se
encontram as chalconas e seus derivados sintéticos, que possuem
estrutura quimica relativamente simples e podem sofrer modificacdes
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estruturais, visando a ampliacdo de suas atividades bioldgicas
(CARVALHO et al., 2002).

2.5 CHALCONAS
2.5.1 Aspectos estruturais e quimicos

As chalconas sdo compostos fenolicos derivados do metabolismo
vegetal secundario. Os compostos fendlicos apresentam como estrutura
fundamental um anel aromético, com um grupamento hidroxila
substituindo ao menos um hidrogénio. As chalconas possuem um
nicleo fundamental denominado benzal-acetofenona (ALLINGER et
al., 1976). Na biossintese dos flavonoides e isoflavondides, as chalconas
e seus isdmeros (cis e trans), quimicamente conhecidos como 1,3-
difenil-2-propen-1-ona sdo intermedidrios comuns, considerados
precursores (Figura 4) e frequentemente encontrados em concentragoes
significativas em plantas de uso medicinal (NI et al., 2004,
NOWAKOWSKA, 2007). As primeiras estruturas chalconicas foram
sintetizadas em laboratério em meados de 1800, e seu isolamento de
plantas ocorreu a partir do ano de 1910 (SHIMOKORIYAMA, 1962).
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Figura 4: Esquema da biossintese dos flavondides: 1 = L-fenilalanina; 2 =
cinamoil-CoA; 3 = malonil-CoA; 4 = chalcona hidroxilada; 5 = flavona
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As chalconas naturais ocorrem principalmente como pigmento
amarelo nas pétalas, justificando o nome (derivado do grego chalcos =
bronze), que passam a cor vermelha em meio alcalino, mas também tém
sido encontradas em diferentes estruturas vegetais, como em caules,
raizes, folhas, frutos e sementes, podendo estar sob a forma livre ou
ligada a acucares (glicosidios) e proteinas (SCHENKEL et al., 2002).
Na natureza podem ser encontradas desde em plantas rasteiras e até em
arbdreas, dentre as quais podemos citar os géneros Angélica (TABATA
et al., 2005), Piper (MEISSNER & HABERLEIN, 2005) e Ruscus
(BOYLE et al., 2003).

As chalconas possuem papel importante em sistemas ecoldgicos,
em fungdo das cores que produzem nos vegetais, pois estdo envolvidas
na polinizacdo, sendo atraentes aos insetos e/ou passaros. Grande parte
da cor amarela das plantas se deve & presenca de carotenos, mas em
certos membros das familias Asteraceae, Oxalidaceae, Scrophulariaceae,
Gesneriaceae, Acanthaceae e Liliaceae, as chalconas também
contribuem significativamene na pigmentacdo da corola (ZUANAZZI,
2002). Além disso, também atuam nas plantas como antioxidantes,
antimicrobianos, antifingicos, fotorreceptores e repelentes de
predadores (ZUANAZZI, 2002).

A classificacdo priméaria das chalconas analisa o nimero de
substituintes presentes no nicleo B, que pode ser nos carbonos um, dois
ou trés. As chalconas de origem natural apresentam sempre substituintes
e, entre 0s mais comuns, localizados no ndcleo aromético, estdo as
hidroxilas, metoxilas, O-glicosilas, C-glicosilas e C-alquilas
(ZUANAZZI, 2002).

Quimicamente, as chalconas sdo flavonoides de cadeia aberta, em
que os dois anéis aromaticos sdo unidos por um sistema de trés
carbonos, constituindo cetonas o, B insaturadas, onde tanto a carbonila
(C=0) quanto a porc¢do olefinica (-C=C-) estdo ligadas a grupamentos
aromaticos (Figura 5) (RAO & TZENG, 2004) .
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Figura 5: Nucleo fundamental das chalconas
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Do ponto de vista quimico, sdo varias as modificacdes que podem
ser realizadas nas chalconas. De acordo com a natureza dos
substituintes, podemos classificar as interagbes quanto aos efeitos
estéricos causados por substituintes volumosos, aos efeitos eletrénicos
decorrentes da diferenca de eletronegatividade entre atomos ou grupos
substituintes, ou a presenca de sitios acido/base de Lewis, possibilitando
a formacdo de pontes de hidrogénio e/ou complexos intra e
intermoleculares (CESARIN et al., 2001). Desta forma, as alteracdes
estruturais mais descritas para as chalconas sdo: substituicfes nos anéis
A e B em diferentes posi¢cdes (JURCSAK & ZANINI, 1999) e adicGes
halogénicas na dupla ligacéo (BIEBER, 1999). O vinculo intramolecular
entre o hidrogénio do grupo hidroxila na posicdo C-2’ ¢ o atomo de
oxigénio carbonilico tem um efeito 6bvio em muitas propriedades
fisico-quimicas de chalconas hidroxiladas nesta posicdo, tais como
absortividade, formacdo de quelantes metalicos, propriedades
espectroscopicas, comportamento acido-basico, dentre outras (DEVIA et
al., 1999).

Muitas chalconas foram aprovadas para o uso na clinica médica
ou para triagens em humanos (DIMMOCK et al., 1999). Além disso,
também vem sendo utilizada pela inddstria alimenticia, sendo que a
chalcona glicirrizina, com sabor adocante, tem sido utilizada
comercialmente como aditivo alimentar no Japdo (KIMURA et al.,
2001).

A presenca de derivados hidroxilados é uma caracteristica
guimica marcante das chalconas, assim como a insaturagio a, 3, as quais
sdo atribuidas diversas atividades bioldgicas (NI et al., 2004; HIJOVA,
2006), dentre as quais estdo: bactericida (DIMMOCK et al., 1999;
NIELSEN et al., 2004; AVILA, 2008) e bacteriostatica, inclusive contra
Mycobacterium tuberculosis (PAPPANO et al., 1985), antiviral
(ISHITSUKA et al., 1982; DIMMOCK et al.,, 1999), antiflngica
(DIMMOCK et al., 1999; BOECK et al., 2005), antimalarica (LI et al.,
1995; DIMMOCK et al., 1999; DOMINGUEZ et al., 2005) e
antileishméania (DIMMOCK et al., 1999; BOECK, 2006). Além disso,
ha relatos de efeitos antioxidante (ANTO et al., 1995; DIMMOCK et
al., 1999), antiinflamatério (BATT et al., 1993; DIMMOCK et al.,
1999; WON & LIU, 2005) e antitumoral (YAMAMOTO et al., 1991,
DIMMOCK et al., 1999; RAO & TZENG, 2004; WON & LIU, 2005).

A atividade antimicrobiana das chalconas, dentre as demais
atividades, é a mais citada (ADEWUNMI et al., 1987; LOPEZ et al.,
2001; VALLA et al., 2006). Alguns autores sugerem gue a atividade
antimicrobiana, em especial a atividade antifingica, esteja associada a
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reatividade da funcéo cetona (LOPEZ et al., 2001; BOECK et al., 2005).
Desta forma, a unidade cetbnica, assim como aceptores na reagdo de
Michael, liga-se aos grupamentos tiol de certas proteinas, inibindo a
biosintese da parede celular flngica (BOWDEN et al., 1990).

Por estes motivos, as chalconas tém sido objeto de varios estudos
tedricos e experimentais, principalmente visando a determinacgéo de suas
estruturas, sua reatividade quimica, sua atividade antimicrobiana, sua
capacidade de inibicdo e inducéo enzimatica, entre outras aplicagcdes no
campo terapéutico (DEVIA et al., 1999).

2.5.2 Biossintese das chalconas

A origem de todos os metabolitos secundarios de plantas se
resume a partir do metabolismo da glicose, através de dois
intermediarios principais, que sdo o &cido chiquimico e o acetato. O
acido chiquimico da origem aos aminoacidos aromaticos, precursores da
maioria dos metabolitos secundarios aromaticos. E formado através da
condensacdo alddlica de dois metabdlitos da glicose, o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4- fosfato (SANTOS et al., 2002). Alguns
metabolitos secundarios derivam nédo apenas do acido chiquimico ou do
acetato, mas sdo resultantes da combinacdo de uma unidade de &cido
chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste, como
é 0 caso das antraquinonas, dos taninos condensados e dos flavondides,
grupo onde se encontram as chalconas (SANTOS et al., 2002).

O esqueleto basico das chalconas é resultante das rotas
biossintéticas separadas: a do acido chiquimico e a do acetato, via acido
malbnico. A primeira origina fenilalanina, o precursor do &cido
cindmico, responsavel pela unidade fenilpropano, formada por um dos
anéis aromaticos (anel B) e a ponte de trés carbonos. A segunda resulta
no outro anel aromatico (anel A), pela inlusdo de unidades de malonil-
CoA ao esqueleto béasico das chalconas (SANTOS et al., 2002).

2.5.3 Atividade antimicrobiana das chalconas

Em relagdo a atividade antimicrobiana, a efetividade das
chalconas e seus derivados frente a microrganismos Gram-positivos é
freqlientemente maior do que contra bactérias Gram-negativas. No
entanto, alguns analogos também podem inibir o crescimento de
microrganismos Gram-negativos (OPLETALOVA, 2000), como ja
relatado para a bactéria Escherichia coli (ALVAREZ et al., 2004. Ja
como relato da efetividade de tais compostos frente as espécies
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bacterianas Gram-positivas se pode citar Bacillus cereus (AVILA,
2008), Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus
(ALCARAZ et al., 2004; AVILA, 2008), Staphylococcus epidermidis
(DIMMOCK et al., 1999), dentre outras.

Cinco componentes fitoquimicos da raiz da leguminosa
Erythrina poeppigiana (corticeira) foram isolados, sendo trés
isoflavonéides (eripoegina A, dimetilmedicarpina e sanduicensina) e
duas chalconas, eripostirene (4, 2’-dihidroxi-4’-metoxi-5’-prenil-
chalcona) (Figura 6a) e a angolensina (a-metildioxibenzoina) (Figura
6b). Todos os compostos mostraram atividade antibacteriana contra
treze isolados de S. aureus, sendo que dos cinco compostos analisados, a
chalcona eripostirene apresentou a menor CIM frente & essa bactéria
(SATO et al, 2003).
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Figura 6: Estrutura quimica das chalconas eripostirene (a) e angolensina (b)

Entre as retrochalconas, isto é, as que apresentam substituintes
oxigenados ligados em posi¢des C-2,3, ou C-2,3,4, ou ainda, C-2,4,6
(ZUANAZZI, 2002), a licochalcona A (Figura 7) foi isolada da raiz de
alcacuz (Glycyrrhiza inflata). Nielsen e colaboradores (2004) testaram
analogos desta chalcona contra S. aureus e concluiram que a presenca
do grupo hidroxila em posicdo C-4’ é importante para a atividade
antibacteriana.

CH,
Figura 7: Estrutura quimica das licochalconas A

Zampini e colaboradores (2005) estudando outra espécie
vegetal, a Zuccagnia punctata, observaram que os metabélitos desta
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planta apresentavam relevante atividade antimicrobiana. Esta espécie
ocorre em regifes aridas e semi-aridas no oeste Argentino, sendo
conhecida devido as suas propriedades antissépticas, e pelo seu uso no
tratamento de infeccBes bacterianas e fungicas, asma, artrite e
reumatismo. O extrato etanolico deste vegetal apresenta alto contetdo
de compostos fenolicos, sendo a 2°,4°- dihidroxichalcona, o principal
componente quimico presente e, provavelmente, o responsavel pela
atividade antibacteriana apresentada pelo extrato etandlico.

2.6 HIDRAZONAS
2.6.1 Aspectos estruturais e quimicos

As hidrazonas sdo iminas derivadas da hidrazina. Dentre as
reacOes descritas para aldeidos e cetonas, a condensagdo com derivados
hidrazina gera derivados comumente chamados de hidrazonas, sendo
esta reacdo catalisada por &cidos ou bases (Figura 8). A catalise basica
ocorre com desidratacdo do intermediario tetraédrico, desprotonacéo do
nitrogénio e eliminagdo do ion hidréxido; ja na catélise &cida a quebra
da carbinolamina intermediaria ocorre com a expulsdo de uma molécula
de 4gua (CAREY & SUNDBERG, 2007).
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Figura 8: Formag&o de hidrazonas a partir de cetonas

A condensagdo das cetonas a, B-insaturadas com hidrato de
hidrazina ou fenilhidrazinas substituidas foi relatada por El-Rayes e
colaboradores (1984), no entanto, as hidrazonas foram geradas somente
como intermediarios reacionais de derivados pirazolinicos,
provavelmente, devido a instabilidade das iminas formadas (Figura 9).
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Figura 9: Condensagéo de cetonas a, B-insaturadas com hidrazinas
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2.6.2 Aplicaces das hidrazonas

Esses derivados sdo interessantes por suas diversas aplicages.
Em sintese organica, sdo empregados na analise qualitativa de
grupamentos carbonila, ja na quimica analitica podem ser usados na
elaboracdo de padrbes para espectrofotometria. Na inddstria, sao
empregadas como plastificantes, estabilizadores de polimeros e
iniciadores de polimerizacdo (PACANSKY et al., 1990). Também
atuam como herbicidas, inseticidas e estimulantes de crescimento de
plantas (ROBINSON, 1963).

Diversas substancias contendo as funcdes hidrazida e hidrazona
sdo descritas na literatura, apresentando inGmeras e pronunciadas
atividades biolégicas, entre elas, anticonvulsivantes e antimicrobianas
(BARBOSA & LEVI, 2000). Ha relatos da atividade antioxidante dos
acidos isonicotinicos-hidrazénicos (HERSHKO et al., 1994; HERMES-
LIMA et al., 2000), que também foram avaliados quanto ao potencial de
atividade bioldgica no tratamento da tuberculose (MASSARANI et al.,
1971; VIGORITA et al., 1994). As hidrazonas também estdo sendo alvo
de pesquisas como agentes bactericidas e bacteriostaticos (SAMUS et
al., 1994), apresentando atividades antiinflamatdria, antitumoral,
analgésica,  anti-maléria e  antiplaquetdria ~ (ROLLAS &
KUCUKGUZEL, 2007).

2.7 CITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS CANDIDATOS A
NOVOS FARMACOS

Um composto para ser candidato a um novo antimicrobiano néo
necessita apenas inibir o crescimento microbiano, mas também
apresentar toxicidade seletiva, ou seja, interferir no crescimento ou
matar a bactéria sem causar danos consideraveis ao hospedeiro.

O termo citotoxicidade refere-se a toxicidade de um composto
para células em cultura, o que ndo prediz nenhum efeito seletivo sobre
células tumorais e normais (SUFFNESS & PEZZUTO, 1991). A
toxicidade foi definida por Nardone (1977) como sendo o conjunto de
alteracdes da homeostase celular, que levam a uma série de
modificacBes que interferem na capacidade adaptativa das células, bem
como na sua sobrevivéncia, reproducdo e realizacdo de suas fungdes
metabdlicas. A intensidade da leséo celular resultante depende de varios
fatores, tais como a concentracdo do material testado, o tempo de
exposicdo, o tipo de célula, a capacidade do composto em penetrar na
célula, entre outros (HU & HSIUNG, 1989).
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A utilizacdo dos testes de citotoxicidade in vitro representa uma
ferramenta Gtil e promissora nas primeiras etapas de selecdo de
compostos antitumorais (LEON et al., 2006), e tais testes sdo
necessarios para definir a citotoxicidade basal, ou seja, a habilidade
intrinseca de um composto em causar alteracdes e morte celular, como
conseqiéncia de dano das funcdes celulares basicas (EISENBRAND et
al., 2002).

A citotoxicidade € avaliada através das alteracbes de
permeabilidade celular, das fungfes mitocondriais, da morfologia e da
proliferacdo celulares (EISENBRAND et al., 2002). O ensaio do MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] é
apropriado para uma variedade de linhagens celulares, que exibem
crescimento exponencial em cultura e alto nivel de atividade
mitocondrial. Deve-se levar em consideragdo que alguns compostos
afetam seletivamente as mitocOndrias, resultando em uma
superestimagdo da toxicidade (SMEE et al., 2002). A habilidade das
células em reduzirem o MTT fornece uma indicacdo da atividade e da
integridade mitocondrial, que s&o interpretadas como medidas da
viabilidade celular (MOSMANN, 1983; DENIZOT & LANG, 1986).

2.8 TECNICAS MOLECULARES

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método genotipico
rapido, sensivel e especifico utilizado na pesquisa de genes previamente
conhecidos, porém é um método pouco utilizado pelos laboratorios
clinicos de rotina por apresentar custo elevado e necessitar estrutura
laboratorial adequada. A PCR para a deteccdo do gene mecA ¢é
considerada o método padrdo ouro para confirmagdo de isolados
oxacilina resistentes, incluindo aqueles com resisténcia heterogénea e
por isso é utilizada em varios estudos que analisam a sensibilidade e
especificidade de diversos métodos fenotipicos (DERESINSKI, 2005).

Do ponto de vista epidemioldgico, é de grande importancia a
determinacdo da origem dos organismos envolvidos na etiologia das
infeccbes bacterianas. O desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular, como a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), propicia
um método de deteccdo e identificacdo direta de patdégenos (MEYER et
al., 1991). A técnica de PCR apresenta trés etapas: extracdo do acido
nucléico, sua amplificagdo e posterior visualizagdo do produto. O
desempenho satisfatdrio do método depende, entre outros, da escolha
acertada dos oligonucleotideos iniciadores (primers) e da técnica
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utilizada na extragdo do acido nucléico da amostra (COLLINS et al.,
1994).

O objetivo dos estudos de genotipagem é fornecer evidéncias
laboratoriais de que agentes etiologicos epidemiologicamente
relacionados, ou seja, isolados durante um periodo determinado de
tempo e em uma A&rea geografica especifica, também seriam
geneticamente relacionados e, assim, representariam uma mesma cepa
que se disseminou (TENOVER et al., 1995). Tais informacdes podem
auxiliar na elaboracdo de estratégias mais eficientes que visam a reducédo
dos casos de infeccdo, uma vez que a partir dos perfis moleculares é
possivel inferir relagdes genéticas existentes entre os diferentes clones e
detectar o fluxo génico (KAPUR et al.,, 1995). Segundo Kapur e
colaboradores (1995), através da amplificacdo de determinados genes e
subseqliente analise genética dos fragmentos, podem ser obtidas
informac@es da filogenia e da sistemética microbiana, de uma maneira
rapida e eficiente (Van BELKUM et al., 1998). A analise de RAPD,
também conhecido como PCR com iniciador arbitrario (AP-PCR), retira
0 requerimento de iniciadores escolhidos sem o conhecimento do
genoma (WILLIANS et al., 1990) e a sua utilizagdo tem fornecido alto
nivel de caracterizacdo (DAMIANI et al., 1996; SAULNIER et al.,
1997). A técnica AP-PCR pode ser usada para uma primeira triagem
para verificagdo da proximidade entre linhagens de MRSA (Van
BELKUM et al., 1995).

3 JUSTIFICATIVA

Os estudos de novas classes de substadncias vém sendo
impulsionado pela necessidade da disponibilizacdo de novos farmacos
para as patologias que ainda ndo possuem tratamento efetivo e seguro.
Outro fator que estimula este tipo de estudo é a prevaléncia crescente de
diversas bactérias multiresistentes aos farmacos disponiveis,
constituindo este um problema sério de satde publica. Com isso, a busca
por novos agentes antimicrobianos é uma tarefa importante e
desafiadora (ROLLAS & KUCUKGUZEL, 2007). Extratos obtidos de
plantas e suas respectivas substancias isoladas representam fonte
promissora para este fim, bem como as substancias sintéticas obtidas em
laboratério (SUFFREDINI et al., 2006; CYRUS et al., 2008). Sendo
assim, todas as propriedades bioldgicas associadas as chalconas e
hidrazonas instigaram este estudo, o qual foi associado a busca de novas
substancias ativas contra cepas de S. aureus resistentes a meticilina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CHALCONAS E HIDRAZONAS

Foram utilizadas 34 chalconas e 10 hidrazonas. A atividade
antiestafilocécica das 7 primeiras chalconas listadas abaixo foi
previamente descrita por Avila et al. (2008), investigadas frente a cepa
de S. aureus ATCC 25923. As sete primeiras chalconas abaixo foram
fornecidas pelo Professor Franco Delle Monache, do Instituto di
Chimica da Universita Cattolica Del Sacro Cuore (Roma — Italia),
enquanto que as demais foram fornecidas pelo Professor Ricardo José
Nunes, do Laboratério de Estrutura e Atividade, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Essas
substancias foram sintetizadas pela doutoranda Alessandra Mascarello.
A nomenclatura das chalconas estudadas sdo citadas a seguir e as suas
estruturas estdo apresentadas na Figura 10.

. 4-hidroxi-isocordoina

. 4-hidroxi-derricina

. 2,2, 4’-trihidroxi chalcona

. 27,4, 4°-trihidroxi-3-prenil-3-geranil chalcona

. 2”,4,4’-trihidroxi-3’-geranil chalcona

. 2-hidroxidihidro-chalcona

. 2°,4,4°,6’-tetrahidroxi-dihidro chalcona

. (2E)-1-(2’,5’-dimetoxifenil)-3-[5-(2-nitro-fenil)-furan-2-il]-2-propen-
1-ona

9. (2E)-1-[4’-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona

10. (2E)-6-(3-(2-naftil)acriloil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona

11. (2E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona

12. (2E)-1-(2-naftil)-3-[5-(2-nitro-fenil)-furan-2-il]-2-propen-1-ona

13. (2E)-1-(2-naftil)-3-(2-cloro-6-metoxi-quinolin-3-il)-2-propen-1-ona
14. (2E)-1-[4’-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(3-metoxi-4-benziloxi-fenil)-
2-propen-1-ona

15. (2E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-(3-metoxi-4-benziloxi-fenil)-2-propen-
1-ona

16. (2E)-1-(2°,4°,5’-trimetoxifenil)-3-(2-cloro-quinolin-3-il)-2-propen-1-
ona

17. (2E)-1-(2°,4’,5’-trimetoxifenil)-3-(2-cloro-6-metoxi-quinolin-3-il)-2-
propen-1-ona
18.(2E)-1-(2’,4°,5’-trimetoxifenil)-3-[5-(2-cloro-5-trifluorometil-fenil)-
furan-2-il]-2-propen-1-ona

ONO OB WN P
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19.(2E)-1-(2’,5’-dimetoxifenil)-3-[5-(2-cloro-5-trifluorometil-fenil)-
furan-2-il]-2-propen-1-ona

20. (2E)-1-(2’,5’-dimetoxifenil)-3-[2,5-dimetil-1-(3-trifluorometil -
fenil)-1H-pirrol-3-il]-2-propen-1-ona
21.(2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-[5-(2-cloro-5-trifluorometil-fenil)-
furan-2-il]-2-propen-1-ona

22. (2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(2-cloro-6-metoxi-quinolin-3-il)-2-
propen-1-ona

23. (2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(2-cloro-quinolin-3-il)-2-propen-1-
ona

24, (2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-[5-(2-nitro-fenil)-furan-2-il]-2-
propen-1-ona

25. (E)-1-(4-bromophenyl)-3-(quinoxalin-6-yl)prop-2-en-1-one
26.1-(2-(3-bromo-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)-5-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-yl)ethanone
27.1-(2-(naphthalen-1-yl)-5-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-
3(2H)-yl)ethanone
28.1-(2-(2,4-dichlorophenyl)-5-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1,3,4-
oxadiazol-3(2H)-yl)ethanone
29.1-(2-(3,5-dichlorophenyl)-5-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1,3,4-
oxadiazol-3(2H)-yl)ethanone

30. 1-(2-(2-chloroquinolin-3-yl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-
yl)ethanone

31. 1-(2-(4-hydroxy-3-nitrophenyl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-
yl)ethanone

32. 1-(2,5-diphenyl-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-yl)ethanone

33. 1-(2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-
yl)ethanone

34. 1-(2-(2-nitrophenyl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-yl)ethanone
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Figura 10: Estrutura das chalconas pesquisadas

As 10 hidrazonas também foram fornecidas pelo Prof. Nunes e
sintetizadas no Laboratério de Estrutura e Atividade, do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A
nomenclatura das mesmas est4 descrita a seguir e as suas estruturas
estdo apresentadas na Figura 11.

1. (E)-N'-2-[(5-nitrofuran-2-il)metileno]-benzohidrazida

2. (E)-3,4,5-trimetoxi-N'-[(5-nitrotiofen-2-il)metileno]-benzohidrazida
3. (E)-N'-((5-(2-nitrophenyl)furan-2-yl)methylene)benzohydrazida
4.(E)-N'-((2,5-dimethyl-1-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrrol-3-yl)
methylene)benzohydrazida

5. (E)-N'-((2-chloro-6-methoxyquinolin-3-yl)methylene)benzohydrazida
6. (E)-N'-(pyridin-3-ylmethylene)benzohydrazida

7. (E)-N'-(pyridin-4-ylmethylene)benzohydrazida

8. (E)-N'-(5-bromo-2-hydroxybenzylidene)benzohydrazida

9. (E)-N'-(4-(trifluoromethyl)benzylidene)benzohydrazida

10. (E)-N'-((3-chloroisoquinolin-4-yl)methylene) benzohidrazida
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Figura 11: Estrutura das hidrazonas estudadas

4.2 REAGENTES E MEIOS DE CULTURA
4.2.1 Solventes utilizados na solubilizac&o e diluicdo dos compostos

As chalconas e as hidrazonas foram dissolvidas em dimetil-
sulféxido (DMSO) a 10% e diluidas no meio de cultura utilizado para os
testes de atividade antimicrobiana. A dilui¢do foi realizada utilizando 2
mg da amostra para 200 uL. de DMSO 10%. A partir desta solucdo,
foram preparadas diluicGes seriadas, cuja concentracdo variou de 1000 a
1,96 pg/ mL, para uso nos testes de atividade antimicrobiana.
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4.2.2 Meios de culturas

Para o crescimento das bactérias foi utilizado o caldo de infuséo
de cérebro e coragdo (“Brain Heart Infusion”, BHI). O teste de pureza
das culturas foi realizado no meio de agar sangue (“Blood Agar Base”
adicionado de 5 % de hemécias de sangue de carneiro) e, para 0s testes
de atividade antimicrobiana, bem como o preparo do inéculo bacteriano,
o0 caldo e agar de Mueller-Hinton. Todos os meios de cultura citados
acima foram obtidos dos Laboratérios Difco. Para o cultivo das células
VERO (linhagem celular de rim do macaco verde africano
Cercopithecus aethiops) foi usado o meio essencial minimo em sais
Eagle (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
penicilina G (100 U/mL), estreptomicina (100ug/mL) e anfotericina B
(0,025 pg/mL).

4.2.3 Reagente para a revelacdo dos testes

O crescimento bacteriano foi observado através da densidade
optica (DO) com uso de leitora de microplacas do tipo ELISA (modelo
CLX800-BioTek Instumentos, Inc). Nos casos em que a turvagdo ou
coloracéo do produto natural interferiu na leitura da DO, o crescimento
bacteriano foi detectado através do sal de tetrazélio (solucdo a 0.2
mg/mL de sal de p-iodonitrotetrazolium violete (INT) em etanol a 70%).
A mudangca de cor de amarelo claro para a cor plrpura acusa a presenca
de bactérias viaveis, as quais transformam o INT na respectiva
formazana.

Para avaliar o potencial citotdxico das chalconas e hidrazonas foi
utilizado o sal de tetrazolium MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide], que é um composto hidrossollvel. Este
sal quando em solucdo apresenta coloracdo amarelo-pélido e é
facilmente incorporado por células vidveis, que reduzem este composto
em suas mitocondrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o0 MTT €
convertido em formazana de coloragéo azul-escuro, ndo solivel em agua
e que fica armazenado no citoplasma celular. A quantidade de
formazana, formada foi avaliada com auxilio de espectrofotometria.
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4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
4.3.1 Microrganismos teste

As cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina foram
fornecidas por dois laboratérios de Floriandpolis: Laboratério Médico
Santa Luzia e Laboratério de Microbiologia do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina. Como controle foi utilizado
a cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 25923 (American Type
Culture Collection). As bactérias foram mantidas em caldo BHI com
15% de glicerina a -20°C no Laboratério de Antibidticos da
Universidade Federal de Santa Catarina.

4.3.2 Ativagdo e teste de pureza das bactérias

As culturas bacterianas congeladas a -20°C em caldo BHI
glicerinado foram ativadas a partir da transferéncia de 300 uL de cada
cultura estoque para 3 mL de caldo BHI. Estas culturas foram mantidas
por 24 horas a 36°C, sendo que ap6s as primeiras seis horas de
incubacdo, foi realizado o teste de pureza das mesmas, através da
semeadura por esgotamento em agar sangue. A cultura em placa foi
incubada durante a noite a 36°C e, posteriormente, foi verificado se as
col6nias crescidas em placa estavam puras.

4.3.3 Preparo do indculo bacteriano

As culturas incubadas por 24 horas foram diluidas seriadamente
em solucdo fisiologica estéril (0,9% de cloreto de sodio em &gua
destilada), com base na DO observada em leitora de microplacas, a fim
de ajustar as turvacdes de modo a conter aproximadamente 10° UFC/mL
e 10" UFC/mL, para uso nos testes de difusdo e microdiluig&o.

4.3.4 Teste de disco difusdo em agar

O teste de difusdo em &gar foi usado para confirmar a resisténcia
dos isolados de S. aureus a meticilina. O teste e a interpretacdo dos
resultados seguiram as normas da CLSI (CLSI, 2010). O meio de cultura
utilizado foi o agar Mueller-Hinton, adicionado de 4% de cloreto de
sodio, na quantidade de 18 mL por placa de 10 cm de diametro, para a
obtencdo de uma espessura de meio uniforme nas placas, de
aproximadamente, 5 mm (MIMICA & MENDES, 2007). Com o auxilio
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de um swab, foi espalhado uniformemente o indculo bacteriano na
superficie do agar (HIRAMATSU et al., 1997), ja previamente ajustada
em salina para a turvagéo equivalente a 102 UFC/mL. Posteriormente,
foram colocados os discos impregnados com antimicrobiano, com o
auxilio de uma pinca esterilizada. Foram aplicados discos com oxacilina
(6ug), cefoxitina (30ug) e vancomicina (30pg). As placas foram
incubadas a 35°C durante 24 horas e os didmetros dos halos de inibicdo
do crescimento bacteriano foram medidos (em milimetros) e
comparados aos descritos na tabela do documento M100-S20 do CLSI,
2010 (tabela 1).

Tabela 1 - Padrdes interpretativos de diametros do halo de
inibicdo para S. aureus

Zona de
inibicdo em mm
Antibacteriano  Simbolo Concentracdo Resistente  Sensivel
Cefoxitina CT 30 mcg 21ou 22 ou
menos mais
Oxacilina OoX 6 mcg 190u 23 ou
menos mais

FONTE: CLSI, 2010.
4.3.5 Determinacdo da concentracéo inibitoria minima

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo. Os compostos foram dissolvidos em
DMSO 10%, previamente esterilizado em autoclave. Posteriormente,
foram preparadas dilui¢cbes seriadas em concentragbes variando entre
1000 pg/mL e 1,96 pg/mL, que foram distribuidas em volumes de 100
pL em placa de microdiluicdo de 96 pocos. Como controle positivo
(viabilidade do microrganismo) foi utilizada apenas a mistura de caldo
de cultura e indculo bacteriano, e como controle negativo (esterilidade
dos compostos), foi utilizada a mistura de caldo de cultura e composto
dissolvido. Em cada orificio (teste e controle positivo) foram
adicionados 5 pL de inéculo bacteriano. Os experimentos foram
desenvolvidos em duplicata e as placas foram incubadas durante 24
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horas a 36°C. A leitura dos experimentos foi realizada através da DO
com uso de leitora de microplacas tipo ELISA. Nos casos em que a
turvagdo e/ou a coloragdo do composto interferiu na leitura da DO, foi
utilizado 20 pL do revelador de crescimento bacteriano o INT (2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5- feniltrazolio-cloro). Apds a adi¢do do INT,
a cor amarela indicou auséncia de crescimento microbiano, engquanto
que a cor plrpura indicou crescimento bacteriano. A concentragéo
inibitéria minima foi considerada a menor concentracdo do composto
capaz de inibir o crescimento bacteriano. O resultado foi expresso em
pg/mL (VALGAS et al., 2007).

4.3.6 Determinagdo da concentracdo bactericida minima

Para a determinacgdo da concentracdo bactericida minima (CBM),
uma aliquota de 10 pL, dos materiais de todos os pocos da placa em que
ndo houve crescimento bacteriano aparente, foram transferidas para
placas de Petri contendo meio de &gar sangue, através da técnica de
semeadura por esgotamento. A CBM foi considerada a menor
concentracdo da substdncia em que ocorreu reducdo total dos
organismos vivos, verificados apds 24 horas de incubagio a 36°C
(AVILA, 2008).

4.4 TESTES MOLECULARES
4.4.1 Reacgdo em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para a
deteccdo de cepas de S. aureus resistentes a meticilina, conforme a
metodologia utilizada por Oberdorfer e colaboradores (2006). A mesma
foi desenvolvida a partir de 30 nanogramas de DNA de cada cepa
bacteriana estudada, extraido com o uso de fenol cloroférmio. Para a
amplificacdo foram usados 10 pmol de cada iniciador, os quais foram
adicionados a 10 % da solucdo de tampéo para PCR, 3,5 mM de MgCl,,
10 mM dNTPs, 0,02 U de Taq polimerase e quantidade suficiente para
20 pl de agua ultra pura. Para a detecgdo do gene mecA foram utilizados
os iniciadores mecAl, 5-GTTGTAGTTGTCGGGTTTGG-3' € mecA2,
5'-CGGACGTTCAGTCATTTCTAC-3', 0 que propiciou a amplificacdo
de um fragmento de 161pb do gene mecA. Para detec¢do do gene nuc
foram utilizados 0s iniciadores 5'-
AATCTTTGTTCCTACACGATATTC-3' para Sad442-1 e 5'-
CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA-3' para Sad42-2. As
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reacdes foram colocadas em termociclador Techne (Flexigene®) sob as
seguintes condicOes: desnatura¢do por 5 minutos a 94°C, seguido por 40
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 60 segundos a
72°C, com extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com Gel Red (BioAmérica®), corrido a 70 V e visualizados sob
luz UV.

4.4.2 Amplificacdo randdmica do DNA de S. aureus resistentes a
meticilina

O RAPD foi realizado conforme o protocolo utilizado por
Leeuwen e colaboradores (1996). Foram utilizadas 10 ng do DNA
bacteriano. Na amplificacdo foram utilizadas 10 pmol de cada iniciador,
os quais foram adicionados a 10 % da solucdo tampéo para PCR, 3,5
mM de MgCl,, 10 mM dNTPs, 0,02 U de Taq polimerase e quantidade
suficiente para 20 pl de 4gua ultra pura. Os cddigos e sequéncias dos
iniciadores foram os seguintes: ERIC-1R, 5’-ATG TAA GCT CCT
GGG GAT TCA C-3%; ERIC-2, 5°-AAG TAA GTG ACT GGG GTG
AGC G-3’; AP-1, 5°-GGT TGG GTG AGA ATT GCA CG-3’; AP-7,
5’-GTG GAT GCG A-3’; e AP-1026, 5>-TAC ATT CGA GGA CCC
CTA AGT G-3.

As reacOes foram desenvolvidas em termociclador Techne
(Flexigene®) sob as seguintes condiges: desnaturacdo por 4 minutos a
94°C, seguido por 2 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 25°C e 2
minutos a 74°C, e mais 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 40°C e
2 minutos a 74°C. Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado com Gel Red
(BioAmérica®), corrido a 80 V e visualizados sob luz UV.

4.5 AVALIAQAO DA VIABILIDADADE CELULAR PELO ENSAIO
COLORIMETRICO COM SAL DE TETRAZOLIUM (MTT).

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada pela exposicdo das
células VERO aos mesmos, através do ensaio colorimétrico descrito por
Mosman (1983) e com algumas modificacGes sugeridas por Andrighetti-
Frohner e colaboradores (2003).

A linhagem celular VERO é uma cultura continua de fibroblastos
de rins de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops). Essas
células foram cultivadas em meio MEM distribuido em placas de 96
pocos (2,5 x 10° células/mL). A incubacéo foi mantida em estufa a 37°C
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com 5% de CO,, por 24 horas, periodo necessario para que as mesmas
atingissem a confluéncia. Apds, o meio de cultura foi retirado por
aspiracdo e foram adicionados em substituicdo outros 200 pL dos
compostos-testes previamente diluidos seriadamente (495 yl. MEM
adicionados de 5 pL dos compostos diluidos em DMSO, na razdo 1:2)
em cada pogo. Os controles celulares continham 200 pL. do meio MEM
e 0 branco continha 200 pL. de DMSO a 1%. Em seguida, as placas
foram incubadas por 72 horas nas mesmas condi¢cBes descritas
anteriormente. Depois deste periodo, 0 meio de cultura de cada pogo foi
substituido por 50 pL de uma solu¢do de MTT a 1 mg/mL, diluido em
meio MEM, e as placas foram incubadas por mais 4 horas, nas
condigdes ja descritas. Logo apo6s, foi retirado o meio de cultura e o
MTT de cada orificio da placa e foi adicionado 100 pLL. de DMSO puro
para solubilizar a formazana. As placas foram agitadas levemente, a
temperatura ambiente, por 10 min, para que todo a formazana fosse
solubilizada. As absorbancias foram medidas em leitora de microplacas
a 550 nm e os valores foram transformados em porcentagem, em relacdo
aos controles celulares (100% de viabilidade). Estes percentuais
comparados com as concentragcBes dos compostos foram analisados
através da elaboracdo de um gréfico e pela andlise de regressdo foram
calculados os valores de CCsp, que é definido como a concentragdo que
reduz a viabilidade das células em 50%, quando comparada com 0s
controles celulares.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antibacteriana das 10 hidrazonas (Tabela 2) e 34
chalconas (Tabela 3) foi inicialmente avaliada pelo método de
microdiluicdo em meio liquido contra as cepas referéncias de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (S.A) e Escherichia coli (ATCC
25922) (E.C). Dos 44 compostos testados, 2 hidrazonas e 7 chalconas
apresentaram concentra¢do inibitéria minima (CIM) inferior a 1000
pg/mL e foram selecionadas para os testes com 14 cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA). A inclusdo de uma cepa Gram-negativa
(E. coli) nos testes preliminares, justifica-se pelo fato do trabalho estar
sendo desenvolvido no Laboratério de Antibi6ticos da UFSC, onde séo
desenvolvidos projetos visando a selecdo de novos antimicrobianos
ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela 2 - Concentracdo Inibitdria Minima de 10 hidrazonas

Compostos S.A? E.C°
1 G6 62,5 >1000
2 F29 15,62 >1000
3 G4 >1000 >1000
4 G5 >1000 >1000
5 G8 >1000 >1000
6 G10 >1000 >1000
7 G3 >1000 500
8 Gl >1000 >1000
9 G23 >1000 >1000
10 G24 >1000 >1000

*Valores expressos em pg/mL.
& Staphylococcus aureus.
® Escherichia coli.

Tabela 3- Concentracdo Inibitéria Minima de 34 chalconas

Compostos S.A E.C
1 Chi4 31,25 >1000
2 Ch1s 78 >1000
3 Ch32 31,25 >1000
4 Ch21 31,2 >1000
5 Ch22 31,2 >1000
6 Ch28 500 >1000
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7 Ch31 250 250

8 LS50 >1000 250

9 Cc7 >1000 >1000
10 C9 >1000 >1000
11 C12 >1000 >1000
12 R56 >1000 >1000
13 R57 >1000 >1000
14 R58 >1000 >1000
15 R61 >1000 >1000
16 J61 >1000 >1000
17 J62 >1000 >1000
18 J68 >1000 >1000
19 Lou3 >1000 >1000
20 Lou4 >1000 >1000
21 Lou5 >1000 >1000
22 L46 >1000 >1000
23 L47 >1000 >1000
24 L48 >1000 >1000
25 N4 >1000 >1000
26 Z5 >1000 >1000
27 Z8 >1000 >1000
28 Z43 >1000 >1000
29 Z47 >1000 >1000
30 Y1l >1000 >1000
31 Y7 >1000 >1000
32 Y13 >1000 >1000
33 Y17 >1000 >1000
34 Y18 >1000 >1000

*Valores expressos em pg/mL.
# Staphylococcus aureus.
® Escherichia coli.

Os resultados apresentados nas tabelas 2 e 3 mostram poucos
compostos ativos contra a cepa Gram-negativa E. coli, sendo que a
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maioria apresentou concentragdo superior ou igual a 1000 pg/mL. A
inexisténcia ou baixa atividade dos compostos testados contra E. coli
esta relacionada, entre outros fatores, a composi¢do da parede celular
das bactérias Gram-negativas, que é mais complexa que a parede celular
das bactérias Gram-positivas, embora estas Ultimas apresentem uma
camada mais espessa de peptidoglicano. A parede celular das bactérias
Gram-negativas apresenta uma membrana externa que contém
lipopolissacarideos e fosfolipidios, adquirindo assim, maior resisténcia a
penetracdo de substancias tanto hidrofilicas, quanto hidrofébicas.
Apenas a passagem de moléculas pequenas € facilitada, pois estas
conseguem permear através das proteinas seletivas localizadas na
membrana externa, denominadas porinas (TAVARES, 2009).

Com base nos resultados descritos acima, 9 compostos (7
chalconas e 2 hidrazonas) foram selecionados para os testes com as
cepas de MRSA. Para isso, primeiramente os isolados de MRSA
investigadas, tiveram a sua resisténcia a meticilina confirmada pelo
ensaio de difusdo radial em agar (CLSI, 2010). Todas as cepas foram
testadas frente aos discos dos antimicrobianos oxacilina (6ug),
cefoxitina (30ug) e vancomicina (30pg). Segundo Mimica e Mendes
(2007), a oxacilina é a mais adequada para testes in vitro utilizando
disco-difusdo, como teste-padrdo para confirmacdo de resisténcia de S.
aureus a meticilina. Na tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos
no experimento de disco-difusdo das cepas de MRSA frente aos
antimicrobianos cefoxitina, oxacilina e vancomicina, sendo que 0s dois
primeiros antimicrobianos sdo usados como critério para distinguir as
cepas MRSA das demais. Os resultados referentes a oxacilina
enquadram todas as cepas como MRSA, segundo os valores descritos no
documento M100-S20 do CLSI (2010) (tabela 1). A cepa controle
utilizada no teste de disco difuséo foi a S. aureus ATCC 25.923, a qual
apresentou inibicdo de crescimento dentro do limite esperado
padronizado pelo mesmo comité, para cepas resistentes a meticilina.
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Tabela 4 — Teste de Disco Difusdo para a confirmacéo de cepas
MRSA

Antibioticos Cefoxitina Inter. Oxacilina Inter. Vancomicina Inter.

Bactérias

1 14 R 0 R 10 S
2 12 R 0 R 9 S
3 12 R 0 R 10 S
4 22 S 0 S 10 S
5 33 S 0 S 11 S
6 12 R 6 R 12 S
7 14 R 0 R 10 S
8 4 R 0 R 14 S
9 6 R 0 R 10 S
10 16 R 0 R 10 S
11 0 R 0 R 10 S
12 2 R 0 R 19 S
13 15 R 0 R 10 S
14 14 R 0 R 10 S

*Valores expressos em mm.

A figura 12 é uma ilustracdo do teste de disco difusdo, na qual é
possivel observar a resisténcia de S. aureus ao antibidtico oxacilina,

onde ndo se observa a formacao de halo de inibigéo do crescimento.

Figura 12: Teste de Disco Difuséo

A cefoxitina foi incluida nesta triagem, porque estudos mais
recentes demonstraram que este antimicrobiano é um importante
marcador substituto na deteccdo da resisténcia a meticilina pelo gene
mecA (SWENSON et al., 2007; ANAND et al., 2009). Como pode ser
observado na Tabela 4, a maioria dos didmetros das zonas de inibi¢do
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foi <21 mm, e nesses casos, as cepas foram consideradas resistentes.
As cepas 4 e 5 apresentaram halos de inibicdo de 22 e 33 mm,
respectivamente, e as mesmas foram consideradas sensiveis. Os
resultados do teste de difusdo para a cefoxitina estdo em consonancia
com o teste de PCR para a discriminacdo do MRSA, cuja resisténcia é
causada pelo gene mecA (ou PBP2a-positivos). Para a maioria das cepas
foi detectado 0 gene mecA, entretanto, para as cepas 4 e 5, o referido
gene ndo foi visualizado no gel (Apéndice 1). Consequentemente, se
pode concluir que a cefoxitina é um marcador mais discriminatdrio que
a oxacilina, no que se refere a presenca do gene mecA, e que deveria ser
sempre adotado nos estudos epidemioldgicos. Entretanto, embora seja
raro a resisténcia de MRSA ndo ser causada pelo gene mecA, esta
resisténcia pode estar associada a PBPs modificadas, ou ainda, a uma
super-producéo de p-lactamases (OBERDORFER et al., 2006).

Em adicdo ao uso da oxacilina e cefoxitina, os isolados de MRSA
foram ainda testados contra o antibi6tico vancomicina, uma vez que este
farmaco é considerado tratamento 6timo para infeccdes causadas por
este grupo de organismos (BERTOLUCI, 2007). Pelo teste de difusdo,
todas as estirpes de MRSA foram consideradas sensiveis a vancomicina.
Além disso, para atender as orientacdes contidas no documento da CLSI
(2010), o diagndstico da sensibilidade das cepas de MRSA a
vancomicina foi determinado, também, através do método de diluicdo.
Neste caso, os valores da CIM inferiores a 2 pg/mL significam que as
cepas sdo sensiveis, valores variando de 4 a 6 pg/mL representam
sensibilidade intermediaria (VISA) e para valores maiores que 16
pg/mL, as cepas sdo consideras resistentes a vancomicina (VRSA). As
cepas em estudo ndo foram resistentes a este antibiotico, sendo inibidas
em concentragdes que variaram de 0,4 a 0,8 pg/mL.

Com os resultados mostrados na tabela 4 e na PCR (Anexo 1), foi
possivel chegar as seguintes conclusdes: a resisténcia a oxacilina
classificou as cepas estudadas no grupo das resistentes a meticilina, e 0s
resultados do teste com a cefoxitina e PCR confirmaram que dos 14
isolados, 12 apresentam o gene mecA.

Na sequéncia foi realizada a amplificacdo randémica do DNA
dessas mesmas cepas em questdo (Apéndices 2 e 3). A partir dos
resultados obtidos nesta investigacdo, se verificou que diferentes
padrdes de bandas dos produtos de amplificacdo foram gerados pelos
diferentes iniciadores, permitindo a genotipagem dos isolados de S.
aureus. Pode-se observar que alguns iniciadores (AP-1, AP-1026 e Eric
1) foram pouco eficazes na distin¢éo das cepas. Por isso, foi elaborado
apenas os dendogramas dos iniciadores AP-7 e Eric 2 (Apéndices 4 e 5).
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Ao utilizar o iniciador Ap-7, percebeu-se que as cepas, a excecdo das
cepas 1 e 2, que ndo amplificaram, apresentaram correlacdo evolutiva
em maior ou menor grau. Porém, o iniciador que apresentou maior
poder distintivo entre as cepas, foi o Eric 2, 0 que vai de encontro aos
resultados relatados por Schmidlin  (2010), segundo 0s quais este
iniciador permitiu a diferenciacdo de 2 cepas com relacdo as demais. As
cepas 7 e 8 apresentaram suas origens distintas das demais. Estes dados
estdo de acordo com a origem destas cepas, ja que o ponto de coleta ndo
foi hospitalar, mas sim de clinico. sugerem que tais cepas Ss&o,
possivelmente, de origem ambulatorial e ndo hospitalar. Sdo as cepas
que apresentaram a maior porcentagem de similaridade (100%) entre si,
podendo, inclusive, ter se originado de um mesmo clone, uma vez que
foram obtidas do mesmo ponto de coleta. Outra cepa também coletada
fora do ambiente hospitalar foi a cepa nimero 2, no entanto, ela teve seu
perfil genético correlacionado com as de origem hospitalar, sendo seu
perfil muito semelhante ao da cepa tomada como referéncia (cepa 14).
Conclui-se, portanto, que a maioria dos isolados apresentaram uma
similaridade notavel com as cepas de MRSA predominantes em nossa
regido, a excecdo das amostras comunitarias 7 e 8. Quanto a cepa 2,
embora sendo uma amostra comunitaria, acredita-se que possa ter
evoluido a partir de uma cepa nosocomial ou, ainda, que o paciente
portador da mesma, tenha tido contato prévio com o ambiente
hospitalar. Ap6s a caracterizacdo genotipica das 14 cepas de MRSA, as
mesmas foram avaliadas quanto a susceptibilidade frente as chalconas e
hidrazonas, previamente triadas contra as cepas sensiveis (S. aureus
ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922). Os resultados obtidos estdo
apresentados nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Concentracdo Inibitéria Minima das hidrazonas
contra 7 cepas MRSA
MRSA 1 2 3 4 5 6 7
1 G6 125 625 625 1562 625 625 125
2 F29 31,7 31,7 31,7 1562 31,7 31,7 317

*Valores expressos em pg/mL.

Tabela 6 — Concentracdo Inibitoria Minima das hidrazonas
contra 7 cepas MRSA
MRSA 8 9 10 11 12 13 14
1 G6 125 125 1562 125 625 625 625
2 F29 31,7 31,7 31,7 31,7 31,7 31,7 317




73

Tabela 7 — Concentracgdo Inibitoria Minima das chalconas
contra 7 cepas MRSA

MRSA 1 2 3 4 5 6 7
14 62,5 62,5 62,5 15,62 62,5 62,5 125
18 >1000 >1000 =>1000 =>1000 =>=1000 =>1000 =>1000
32 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5
21 >1000 >1000 =>1000 =>1000 =>=1000 =>1000 =>1000
22 >1000 =>1000 =>1000 =>1000 =>1000 =>1000 =>1000
28 >1000 >1000 =>1000 =>1000 >=1000 =>1000 =>1000
31 250 250 250 250 500 250 500

*Valores expressos em pg/mL.

~No ok~ wN e

Tabela 8 — Concentragdo Inibitéria Minima das chalconas
contra 7 cepas MRSA

MRSA 8 9 10 11 12 13 14
14 125 625 125 625 625 125 625
18 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000
32 625 625 625 625 625 625 625
21 >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 =>1000
22 >1000 >=1000 =1000 >1000 =>1000 >1000 =>1000
28 >1000 >1000 =1000 >1000 >1000 >1000 =>1000
7 31 250 250 250 250 250 250 250

*Valores expressos em pg/mL.
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Os resultados das CIMs das hidrazonas 1 e 2 (compostos G6 e
F29, respectivamente) contras as cepas de MRSA estdo mostrados na
Tabela 6 e foram equivalentes aqueles obtidos anteriormente com a cepa
sensivel ATCC 25923 (Tabela 2). Rollas & Kiigukguzel (2007) também
relataram atividade antimicrobiana contra S. aureus ATCC 25.923 ao
testarem as  hidrazonas  4-hydroxybenzoic  acid[(5-nitro-2-
furyl)methylene]-hidrazide (Nifuroxazide) e 4-fluorobenzoic acid[(5-
nitro-2-furyl)methylene] hidrazide, sendo que essas e as hidrazonas do
presente estudo diferem entre si, apenas, pela variacdo do substituinte na
posicdo para do anel benzénico e do heteroatomo do anel heterociclico.
A figura 13 é uma foto ilustrativa do teste de concentracdo inibitoria
minima do composto (E)-N'-2-[(5-nitrofuran-2-il)metileno]-
benzohidrazide (hidrazona 1) frente a cepa sensivel de S. aureus ATCC
25923 e duas cepas MRSA. As linhas 3 e 4 referem-se a CIM para a
cepa sensivel (7,8 pg/mL) e as linhas de 5 a 8 a CIM para as duas cepas
MRSA, sendo que ambas foram inibidas na concentracdo de 15,62
pg/mL. A 12 linha correspondeu ao branco, a 22 a diluicdo do composto
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e as duas Ultimas colunas sdo referentes ao controle de esterilidade do

(G6).

Diferentemente dos dados apresentados acima para as hidrazonas,
os resultados encontrados para as chalconas foram surpreendentes, ja
que apenas 3 das 7 chalconas ativas contra a cepa ATCC, inibiram o
crescimento das cepas MRSA, sendo essas as chalconas 1 (Ch 14: 4-
hidroxi-isocordoina), 3 (Ch 32: 2,2’,4’-trihidroxi chalcona) e 7 (Ch 31;
2’.4.4°,6’-tetrahidroxi-dihidro chalcona). Estas trés chalconas bioativas
(14, 31 e 32), apresentam em comum hidroxilas nas posi¢des C-2’ e C-
4’, sendo que atividades antimicrobianas de chalconas com estruturas
quimicas semelhantes aquelas descritas acima foram previamente
descritas por Sato e colaboradores (2003). Os autores encontraram
valores de CIM para eripostirene de 50 ug/mL frente a C. albicans e
6,25 ug/mL para S. aureus, e CIM para angolensina, de 50 ug/mL frente
a S. aureus. A chalcona bioativa 1 também apresenta em sua estrutura,
além das hidroxilas e substituintes nas posi¢des indicadas acima, um
substituinte prenil na posi¢cdo C-3’. De acordo com Rao e Tzeng (2004),
é importante a presenca da hidroxila na posi¢do C-2’°, para que haja a
interacdo com a carbonila. Nas chalconas em que ha uma interacdo
intramolecular entre a hidroxila na posicdo C-2’ e o oxigénio da
carbonila, ha efeitos em varias propriedades fisico-quimicas das
mesmas, tais como absortividade, formacdo de quelantes metalicos,
propriedades espectroscopicas, comportamento acido-base de Lewis,
entres outras. Também, de acordo com Alvarez e colaboradores (2004),
as hidroxilas na posicdo C-4’ ativam a regido que inclui o grupo
hidroxila vizinho em C-2’ e o grupo carbonila a, insaturados. Talvez
por isso, a chalcona 6 tenha apresentado baixa atividade contra a cepa
ATCC e nenhuma contra as cepas MRSA, ja que ndo possui as
hidroxilas em tais posi¢des. Das 3 chalconas ativas contra as cepas
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MRSA, a de nimero 7 (denominada Ch 31) foi a que inibiu o
crescimento bacteriano na maior concentragdo. Possivelmente, esta
diminuicdo da atividade esteja relacionada & perda da rigidez da
molécula, com consequente maior requisito de energia para manter a
conformacédo adequada para as interagdes do grupo farmacofoérico com o
alvo biol6gico. A chalcona 2 (denominada Ch 18) frente as cepas
sensiveis apresentou 6tima atividade antimicrobiana, porém contra as
cepas MRSA foi inativa, provavelmente, devido a presenca do grupo
metila ao invés da hidroxila na posi¢do C-2’. J4 as chalconas 4 (Ch 21) e
5 (Ch 22) possuem juntamente ao substituinte prenil, um substituinte
geranil na posicdo C-3’, que deve ter interferido na agdo das mesma sob
as cepas MRSA. Todos os compostos com atividade antibacteriana sob
as cepas MRSA foram avaliados quanto a concentracdo bactericida
minima (CBM), sendo que todos os que se apresentaram bioativos, tanto
hidrazonas quanto chalconas, foram bactericidas nas mesmas
concentragbes apresentadas nos testes da CIM. Os 5 compostos que
inibiram o crescimento bacteriano em concentracao igual ou inferior 250
pg/mL foram avaliados quanto a citotoxicidade, ja que estes possuem
potencial promissor como futuros prototipos de antimicrobianos ou
como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Os testes de citotoxicidade foram realizados com células em
crescimento e ndo em monocamadas com células em fase estacionaria,
devido a trés razdes: os efeitos toxicos no ciclo celular podem
desaparecer; o metabolismo de células estaciondrias é geralmente
menor; e a alta densidade celular da monocamada pode influenciar a
disponibilidade dos alvos (COS et al., 2001).

A avaliacdo da citotoxicidade das hidrazonas e chalconas, frente
as linhagens celulares VERO, foi realizada através da avaliagdo da
viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados
obtidos neste teste estdo reunidos na Tabela 8. Os compostos foram
testados a partir da concentragdo de 1.000 pg/mL até a concentragdo de
0,97 pg/mL.
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Tabela 9 - Citotoxicidade de hidrazonas e chalconas em células

VERO
Compostos CCso pg/mL ICso IS°
(media + DP)? ug/mL

Chalcona 7 (Ch31) 735,47 £ 68,83* 125 5,9
Chalcona 3 (Ch32) 463,65 £ 53* 31,25 14,8
Chalcona 1 (Ch 14) 726,82 £ 14,63* 31,25 23,25
Hidrazona 1 (G6) 488,71 + 67,13* 7,81 62,6
Hidrazona 2 (F29) 856,71 + 15,13* 7,81 109,7

4 Média = DP= Média de trés experimentos independentes + desvio padrio

®1S ¢ a razo entre CC50 e 1C50.

* Foi realizado teste estatistico para verificar a significancia dos resultados, em
que p = 0,05, todos os resultados apresentaram-se significativos.

Para calcular os valores de CCs, (concentracdo que causa
citotoxicidade a 50 % das células de uma cavidade) foi realizada uma
analise de regressao linear. O tratamento estatistico consistiu no célculo
do desvio padrdo, ja que este fornece a variagdo obtida em relacdo a
média das trés repeticbes (SOKAL & ROHLF, 1995). Foram realizados
trés experimentos independentes, em dias subsequentes, ou seja, em
triplicata.

Também foi calculado o indice de seletividade (IS), para que
pudesse ser inferido se 0s compostos eram tdxicos nas concentracdes
minimas de inibicAo. Quanto maior o valor numérico do 1.S., mais
seletivo é 0 composto em estudo, ou seja, pouco toxico para a célula e
ativo contra o microrganismo (REIMAO, 2009).

De forma crescente, tém se acumulado evidéncias de que as
intervencbes humanas, com sua capacidade de gerar modificagdes
complexas no ambiente circundante, associadas ao potencial de
mudangas na estrutura genética, tém atuado de forma sinérgica no
sentido de gerar variantes bacterianas de maior patogenicidade ou
dotadas de resisténcia aos recursos tecnoldgicos disponiveis para
combaté-las (TRABULSI et al., 2005).
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6 CONCLUSOES

Com isso, podemos fazer as seguintes afirmacdes:

- Os compostos testados podem ser classificados em trés
categorias referentes ao espectro de atividade: compostos inativos contra
S. aureus, compostos ativos contra S. aureus sensiveis a meticilina e
compostos ativos contra cepas resistentes a meticilina;

- As chalconas 1, 3 e 7 (Ch14, Ch31 e Ch32, respectivamente) e
as hidrazonas 1 e 2 (G6 e F29, respectivamente) apresentaram melhor
atividade antibacteriana frente as cepas MRSA,;

- As hidrazonas 1 e 2 apresentaram 0s menores valores referentes
a CIM e foram, dentre os compostos testados, 0s que apresentaram 0s
melhores indices de seletividade;

- As hidrazonas apresentaram melhor IS do que as chalconas, o
gue indica que sdo compostos com maior perspectiva de virem a se
tornar futuros farmacos antimicrobianos. O resultado obtido para as
chalconas estd de acordo com os resultados descritos por Dimmock et
al. (1998), em que a presenca de grupos hidroxila na estrutura das
chalconas aumenta o seu efeito citotdxico. A chalcona 7 (Ch 31) contém
uma hidroxila a mais do que as chalconas 1 (Ch 14) e 3 (Ch 32), e foi
também a mais toxica dentre as testadas.

- A caracterizacdo genotipica das cepas revelou que o gene mecA
foi encontrado na maioria das cepas de MRSA, estando de acordo com a
literatura;

- A amplificagdo randdmica do DNA permitiu distinguir as cepas
de origem hospitalar das comunitarias;

- Nos testes de citotoxicidade, dos 44 compostos testados, 5
apresentam-se substincias promissoras como novos antimicrobianos,
sendo assim, os estudos quimicos e microbiolégicos com as mesmas
devem ser continuados.

Com base na literatura citada verifica-se que novos farmacos para
0 tratamento das infeccdes bacterianas causadas por MRSA sdo de
extrema necessidade e os resultados do presente estudo demonstraram o
potencial farmacoldgico de algumas chalconas e, especialmente
hidrazonas, que poderdo contribuir diretamente para o desenvolvimento
de prototipos farmacéuticos para controlar tais doencas.
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ANEXO A — Analise dos genes de resisténcia através da PCR e
identificacdo molecular das cepas bacterianas de MRSA

1 234546 78 910111214

As bandas inferiores confirmam o gene nuc, o qual se faz presente apenas em S.
aureus.

As bandas superiores indicam a presenga do gene mecA.

Devido ao ndo crescimento da cepa 13,a mesma nao foi incluida neste teste.
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ANEXO B - Andlise genotipica das cepas bacterianas de MRSA
através da técnica de RAPD utilizando o iniciador Eric 2

Iniciador Eric 2

14 10 3 6 7 9
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ANEXO C- Analise genotipica das cepas bacterianas de MRSA
através da técnica de RAPD utilizando o iniciador AP-7

Iniciador AP7
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ANEXO D — Dendograma elaborado a partir do RAPD utilizando
iniciador AP-7
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ANEXO E — Dendograma elaborado a partir do RAPD utilizando

iniciador Eric 2
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