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RESUMO

DE LIMA, Ayke Adnet. Avaliacdo do potencial antimicrobiano de compostos
heterociclicos e extratos naturais em Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
2017. 58 f. Monografia (Bacharel em Biomedicina) — Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Staphylococcus aureus e Escherichia coli estdo entre as principais espécies
associadas a Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude, enfermidades
estas que geram aumento do nimero e da duracdo das internacdes, elevados
custos e alta mortalidade dos pacientes. Este cenario € agravado pelo
crescente nimero de cepas que apresentam resisténcia a antimicrobianos,
sendo necessarias novas alternativas de tratamento. O objetivo deste estudo
foi avaliar o potencial antimicrobiano dos seguintes compostos e extratos nas
amostras de referéncia ATCC 25923 de S. aureus e ATCC 25922 de E. coli:
atorvastatina e derivados PCSR009.12 e PCSR010.13; isoniazida e derivados
BTl 026 e PFTI 007.12; Extrato aquoso da orquidea Cyrtopodium glutiniferum;
Extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico dos musgos Holomitriopsis
laevifolia, Leucobryum laevifolium e Sanionia uncinata. A CMI foi avaliada em
placas de microtitulacdo, com posterior repique para meio sélido para avaliagdo
de efeito bactericida. isoniazida e BTl 026 mostraram inibicdo parcial de E. coli
em 1000 pM. Os extratos de H. laevifolia e L. laevifolium mostraram inibi¢cao
parcial de S. aureus de 0,11 mg/mL a 3 mg/mL, sendo o extrato etandlico de L.
laevifolium capaz de inibir completamente o crescimento de S. aureus em todas
as concentracOes testadas. Foi observado efeito bactericida deste extrato a
partir de 0,11 mg/mL.

Palavra-chave: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, estatinas, isoniazida,
extratos naturais.



ABSTRACT

DE LIMA, Ayke Adnet. Evaluation of the antimicrobial potential of heterocyclic
compounds and natural extracts in Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
2017. 58 p. Monograph (Bachelor in Biomedicine) - Federal University of the
State of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Staphylococcus aureus and Escherichia coli are among the main representative
species related to Health Care Related Infections. These diseases lead to an
increase in the number of hospitalizations and the duration of hospitalizations,
high costs and high mortality among patients. This scenario is aggravated by
the increasing number of strains that present antimicrobial resistance, and new
treatment alternatives are necessary. The objective of this study was to
evaluate the antimicrobial potential of the following compounds and extracts in
the reference samples ATCC 25923 of S. aureus and ATCC 25922 of E. coli:
Atorvastatin and derivatives PCSR009.12 and PCSR010.13 ; Isoniazid and
derivatives BTl 026 and PFTI 007.12; Aqueous extract of Cyrtopodium
glutiniferum; Aqueous, hydroalcoholic and ethanolic extracts of the mosses
Holomitriopsis laevifolia, Leucobryum laevifolium and Sanionia uncinata. The
MIC was evaluated in microtiter plates, with subsequent peal to solid medium
for evaluation of bactericidal effect.. Isoniazid and BTl 026 showed partial
inhibition of E. coli at 1000 uM. The extracts of H. laevifolia and L. laevifolium
showed partial inhibition of S. aureus from 0.11 mg/mL to 3 mg/mL, the
ethanolic extract of L. laevifolium being able to completely inhibit S. aureus
growth in all the concentrations tested. It was observed bactericidal effect of this
extract from 0.11 mg/mL.

Key words: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, statins, isoniazid, natural
extracts.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

As InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) se referem a
quaisquer infeccdes que acometem o paciente durante e/ou devido ao
tratamento ao qual ele foi submetido, incluindo internacbes em hospitais,
atendimento em postos de saude e cuidados domiciliares. Possuem um grande
impacto negativo no sistema de saude, devido a fatores como aumento do
tempo de internacdo do paciente, alto custo dos cuidados e tratamentos, e
elevada taxa de mortalidade (WHO, 2015).

Segundo JARVIS e MARTONE, 1992, os acometimentos mais comuns
das IRAS consistem em infeccdes na corrente sanguinea, trato respiratorio
inferior, ferimento de incisdo cirargica e trato urinario. No ano de 2011, foi
registrada a ocorréncia de mais de 700.000 IRAS nos Estados Unidos, sendo
21% destas infec¢des de ferida cirurgica, 21% de trato respiratério inferior, 13%
de trato urinario e 10% de corrente sanguinea (CDC, 2017).

O surgimento da resisténcia a antimicrobianos e o aumento das
condicbes que levam a internagdo de pacientes em estado grave e
imunocomprometidos conferem as IRAS especial relevancia como questao de
saude publica, principalmente para paises em desenvolvimento, onde a
incidéncia de IRAS pode ser até 20 vezes maior que em paises desenvolvidos
(PADOVEZE; FORTALEZA, 2014).

Duas grandes classes de patdégenos causadores de IRAS no homem
S80 0Ss cocos gram-positivos e as enterobactérias. Como representantes destes
dois grupos, podemos destacar Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
respectivamente, como as principais espécies envolvidas em IRAS (WHO,
2017) devido a sua capacidade de gerar quadros graves e a ampla distribuicao
de amostras resistentes aos antimicrobianos de primeira escolha (CASEY et
al., 2007; LEIMBACH etal., 2013).
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1.2 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria do género Staphylococcus, o qual é constituido
atualmente por 52 espécies e 27 subespécies (EUZEBY, 2017). Os micro-
organismos pertencentes a este género sdo cocos gram-positivo, cujas células
sdo predominantemente encontradas agrupadas formando estruturas que se
assemelham a cachos de uvas, devido aos seus diferentes planos de divisdo
celular. S&o caracterizados como micro-organismos imoveis, anaerdbios
facultativos, catalase positivo e ndo esporulados (BAIRD-PARKER, 1990;
FREITAS, 2005). Apresentam metabolismo respiratério e fermentativo. Por sua
capacidade de tolerancia a altas concentracdes de cloreto de soédio, séo
classificados como halotolerantes (HOERLLE, 2005; CHOI et al., 2014).

Os membros do género sdo divididos em dois grupos tomando como
critério a presenca da enzima coagulase, 0os coagulase-positivo e negativo,
sendo S. aureus a Unica espécie de importancia médica pertencente ao
primeiro grupo (DOS SANTOS et al., 2007).

Staphylococcus aureus tem a capacidade de colonizar a pele e as
mucosas do ser humano saudavel, sendo encontrada com mais frequéncia nas
cavidades nasais. Individuos colonizados por esta espécie podem desenvolver
o chamado estado de portador, onde os mesmos nao sofrem com os sintomas
do processo infeccioso, porém se tornam um potencial meio de disseminacdo
da bactéria na comunidade (DE OLIVEIRA; DE PAULA, 2012). Individuos
portadores assumem um papel epidemioldgico critico quando se tratam de
profissionais da area da saude, tendo em vista que 0S mesmos entram em
contato direto com pacientes muitas vezes debilitados e mais suscetiveis,
possibilitando a transmissdo desse micro-organismo. Outros grupos como 0S
manipuladores de alimentos, por exemplo, também adquirem relevancia em
termos de saulde, jA que muitas amostras de S. aureus tem a capacidade de
produzir enterotoxinas, podendo causar quadros de intoxicacdo alimentar nos
consumidores (HO et al., 2015). Além disso, o individuo que apresenta estado

de portador, condicdo habitualmente inofensiva, pode ser acometido por
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infeccdes pelo micro-organismo caso a amostra colonizadora obtenha acesso a
outros sitios anatdbmicos, especialmente apds cirurgias (VON EIFF et al., 2001).

A posicdo de destaque de S. aureus como patdégeno esta ligada a sua
vasta gama de fatores de viruléncia, que conferem ao micro-organismo a
capacidade de se ligar as células do hospedeiro mediante a producdo de
diversas adesinas, causar dano tecidual através da secrecdo de enzimas como
hialuronidase, fibrolisina, nucleases e coagulases, além da producdo de
exotoxinas como a enterotoxina A e a toxina-1 do choque toxico estafilocécico
(TSST-1) (KONG et al., 2016).

No que diz respeito aos mecanismos de evasdo ao sistema imune do
hospedeiro, pode-se citar a proteina de superficie A (spA), responsavel por se
ligar inespecificamente a por¢cdo Fc de anticorpos IgG livres (VOTINTSEVA et
al., 2014), e a capacidade de produzir biofilme, uma matriz extracelular que
pode ser constituida por proteinas, polissacarideos e DNA, e que envolve as
células do micro-organismo, aderindo-as entre si e ao substrato, formando um
microambiente onde ocorrem alteracbes no fendtipo, na expressdo génica e na
sintese proteica (DONLAN; COSTERTON, 2002). Ambos 0s mecanismos
tornam a bactéria menos suscetivel a fagocitose, sendo o biofilme também
capaz de agir como uma barreira fisica, aumentando a resisténcia das células
nele inseridas a acéo de antimicrobianos (MAH; O'TOOLE, 2001).

Além da producéo de biofilme, S. aureus possui outros mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos, como o presente nas cepas conhecidas como
MRSA (S. aureus resistente a meticilina). A resisténcia a meticilina e a outros
B-lactamicos semissintéticos é determinada pela presenca do gene mecA, que
codifica uma proteina de ligacdo a penicilina modificada, a PBP2a, com baixa
afinidade a antibidticos B-lactamicos (GORDON; LOWY, 2008). O
antimicrobiano vancomicina é empregado no tratamento de infeccbes por
MRSA, porém desde 1997 h& registros de amostras que apresentam
resisténcia também a este farmaco, sendo conhecidas como VRSA (S. aureus
resistente a vancomicina) (MOHR; MURRAY, 2007).
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1.3 Escherichia coli

E. coli é uma bactéria do género Escherichia, o qual é constituido
atualmente por 8 espécies (EUZEBY, 2017), sendo esta a de maior importancia
em termos de salde publica e controle sanitario (PADILHA, 2011; SILVA et al.,
2017). Os micro-organismos pertencentes a este género sao bastonetes gram-
negativo, anaerobios facultativos, ndo esporulados, da Familia das
Enterobacteriaceae. Podem ser imoOveis ou moveis, com flagelacdo periférica
(BRENNER et al., 2005). Em geral inofensiva, Escherichia coli € habitualmente
encontrada colonizando o trato gastrointestinal inferior de seres humanos,
fazendo parte de sua microbiota e beneficiando o hospedeiro com a producéo
de Vitamina K2, fator importante na sintese de fatores do sistema de
coagulacdo sanguinea (BENTLEY; MEGANATHAN, 1982), além de impedir
gque outros micro-organismos possivelmente patogénicos se instalem naquele
sitio através da ocupacao de receptores.

Algumas cepas de E. coli s&o comumente empregadas em testes de
controle de qualidade e saneamento como parametros de contaminagéo fecal,
devido a sua consideravel viabilidade em ambientais desfavoraveis (ANVISA,
2006).

Algumas estirpes de E. coli com maior patogenicidade sdo capazes de
provocar morbidades graves nos seres humanos como intoxicagdes
alimentares, infecbes do trato urinario, e diversas outras incluindo meningite e
septicemia, sendo a transmissao fecal-oral o principal modo de contaminacéo
neste primeiro (CDC, 2017).

Dentre os fatores de viruléncia de E. coli, podemos destacar a producao
de adesinas e fimbrias de adesdo agregativa responsaveis por,
respectivamente fixar o0 micro-organismo as células do hospedeiro e causar um
amontoamento de células da bactéria (BERNIER et al., 2002), e a producéo de
toxinas como as termolabeis (LT), as termoestaveis (ST) (CZIROK et al., 1992)
e outras mais potentes, como a de Shiga (Stx), responsavel por quadros de
diarreia leve a severa e sanguinolenta, podendo progredir para sindrome

hemolitico-urémica (HUS), caracterizada por faléncia renal, e puarpura
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trombocitopénica tromboética (TTP), com possivel envolvimento do sistema
nervoso central (BERTAO; SARIDAKIS, 2007; OBRIG, 2010).

Algumas cepas também possuem genes que codificam os componentes
de um sistema de secrecéo tipo 3, incluindo mxi (excrecdo de ipa — antigenos
de plasmideo de invasdo — pela membrana) e spa (apresentacdo de antigenos
de plasmideo de invasao na superficie), permitindo que ocorra a invasao dos
enterdcitos do hospedeiro de forma similar a realizada por Shigella spp. (UD-
DIN; WAHID, 2014; MICHELACCI et al., 2016).

As cepas de maior patogenicidade sao classificadas em grupos de
acordo com suas caracteristicas e seus fatores de viruléncia. Estas podem ser
enteropatogénica Classica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasivas
(EIEC), enterohemorragicas (EHEC) enteroagregativas (EAEC) e
uropatogénicas (UPEC) (MUHLDORFER; HACKER, 1994).

As estirpes de E. coli que fazem parte da microbiota humana estao
frequentemente sofrendo pressédo seletiva, visto que a cada vez que se faz uso
de um antimicrobiano a nivel sistémico para tratar uma infec¢do ja existente ou
prevenir que esta enfermidade se instale, a microbiota € indiretamente exposta
a este composto, em concentrages inferiores a janela terapéutica, propiciando
a formacdo de populacées desses micro-organismos amplamente resistentes a
antimicrobianos (ANDRADE et al.,, 2006). Neste contexto, estdo descritas as
amostras produtoras de B-lactamases de amplo espectro (ESBL) (WOERTHER
et al., 2017), resistentes a mdltiplos antimicrobianos da classe dos B-lactamicos
como a penicilina e amoxicilina, e as amostras produtoras de carbapenemases,
resistentes aos antimicrobianos da classe dos carbapenémicos, fenotipo este
primeiramente observado em Klebsiella pneumoniae (amostras KPC)
(KUSKUCU et al., 2016).

Vale ressaltar ndo s6 o potencial patogénico destas amostras, mas
também sua importancia como reservatorio de genes de resisténcia, visto que
muitos destes estdo alocados em plasmideos e podem ser transferidos para
outras espécies mais virulentas, acarretando em um pior prognostico para o
tratamento de infec¢gbes bacterianas (USP, 2017).
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1.4 Antibioticoterapia e alternativas terapéuticas

Juntamente com a profilaxia através de métodos de higiene basica e
controle dos riscos de contaminag&do, a antibioticoterapia sempre foi uma das
principais formas de combate as infeccbes bacterianas em seres humanos
(ANVISA, 2016). No entanto, a constante exposicdo dos micro-organismos a
estes farmacos desde o inicio da era da penicilina levou a um aumento
alarmante do nimero de cepas com eficientes mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos nas mais variadas espécies, classificadas como patogénicas
ou ndo. Isso se deve principalmente ao uso desregrado destas formas de
tratamento, ja que a regulamentacdo de seu uso nem sempre foi validada e
posta em acao, e ao uso errbneo destes medicamentos.

Recorrentemente sao receitados antimicrobianos de amplo espectro
para tratamento de infeccBes diagnosticadas com base apenas em aspectos
clinicos rasos, sem confirmacéo laboratorial, levando a exposicdo muitas vezes
desnecessaria das bactérias, tanto as patogénicas quanto as que compdem a
microbiota, a estes farmacos, selecionando cada vez mais cepas resistentes e
diminuindo a eficacia do tratamento em novas infec¢coes (LOPEZ-VAZQUEZ et
al., 2012).

Tendo em vista as razdes descritas acima, torna-se necessario além do
uso consciente e eficaz dos antimicrobianos ja disponiveis, que sejam
realizados estudos buscando novas alternativas de tratamento para estas
patologias, a fim de controlar infecgcbes causadas por cepas resistentes de
bactérias e reduzir o uso de antimicrobianos apenas aos casos de estrita

necessidade.

1.4.1 Farmacos com potencial efeito antimicrobiano

Nao € incomum que farmacos jA aprovados e amplamente utilizados
pela populacdo tenham mecanismos de acdo e efeitos que ndo o de sua
prescricdo original ainda desconhecidos (LIAO; LAUFS, 2005). No que diz
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respeito a interacdo com infecgdes, estes efeitos podem ser benéficos ao
paciente quando auxiliam no combate ao micro-organismo, neutros, ou até
prejudiciais se o farmaco em questdo propicia o desenvolvimento do quadro
infeccioso, seja por provocar depressdo da resposta imune do paciente, ou
ativar/potencializar mecanismos de viruléncia e resisténcia dos patdgenos,
entre outros.

Dentro do proprio grupo dos antimicrobianos, a isoniazida € um pro-
farmaco da classe das linezolidas utilizada no esquema RIPE de tratamento da
tuberculose, juntamente com a Rifampicina, Pirazinamida e Etambutol
(Cadernos de Atencdo Basica, 2002). Seu mecanismo de agdo consiste no
impedimento da sintese de acidos micolicos, componente essencial da parede
celular de micobactérias. Esta substancia é catalisada por uma catalase-
peroxidase do micro-organismo chamada KatG, se transformando em um
radical acil isonicotinico, que espontaneamente forma um complexo com o
NADH. Esse complexo se liga fortemente a proteina transportadora enoil-acil
redutase (InhA), bloqueando a sintese de acidos graxos (SUAREZ et al., 2009).
Um estudo recente envolvendo avaliagcdo da toxicidade e mutagenicidade da
isoniazida e dos derivados PFTI 00712 e BTI 026 através de teste de Ames
(MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000) demonstrou elevada
toxicidade destes compostos em cepas de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (BRANCO, 2015), uma enterobactéria recorrentemente ligada a
quadros de intoxicacdo alimentar (CHRISTENSON, 2013), levantando a
hipotese de que o efeito antimicrobiano destes farmacos poderiam se estender
a outras espécies que nao as micobactérias.

Um estudo de VIANA et al., 2015, evidencia o farmaco diclofenaco de
Sodio, um medicamento amplamente difundido e utilizado pelo seu efeito anti-
inflamatério inclusive em pacientes internados e, portanto, susceptiveis a IRAS.
Foi demonstrado que o medicamento € capaz de exercer efeito antimicrobiano
em S. aureus ainda que provocando estimulo da produgdo de biofilme em
concentragcbes subinibitorias, mostrando que o0 estudo aprofundado de
farmacos destinados ao tratamento de outras enfermidades que ndo as

infeccbes podem ser Uteis no combate a estas patologias.
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Como outro exemplo, pode-se citar as estatinas, os farmacos mais
utilizados para o controle da hipercolesterolemia e prevencdo de doencas
cardiovasculares, e que possuem uma série de efeitos pleiotrépicos (CAMPO;
CARVALHO, 2007; GALGOCZY et al, 2011). As estatinas atuam
principalmente inibindo a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-Co0A)
redutase, enzima esta responsavel pela conversdo de HMG-CoA em
mevalonato, uma etapa limitante na sintese de colesterol (VARGAS;
LIMBERGER, 2013).

O efeito observado consiste na diminuicdo da sintese de LDL-C
(Lipideos de baixa densidade) e aumento do seu catabolismo mediado por
receptores de LDL-C (WELLS et al.,, 2006). Estudos recentes apontam que
dentre os seus efeitos pleiotropicos, estariam o0s potenciais antifingico
(GALGOCZY et al., 2011) e antimicrobiano (JERWOOD; COHEN, 2008). A
atorvastatina € o farmaco de maior destaque contra S. aureus e E. coli
comparado a Sinvastatina e Rosuvastatina (MASADEH et al, 2012). Em
contrapartida, GRAZIANO et al., 2015 observou agédo antibiofilme de S. aureus
no farmaco Sinvastatina, onde este foi capaz de reduzir a formagcdo da matriz

extracelular em culturas novas e a viabilidade celular em biofilmes maduros.

1.4.2 Etnofarmacologia

A Etnofarmacologia ¢é definida como “a exploracdo cientifica
interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem” (ELISABETSKY, 2003), em outras
palavras, o estudo do conhecimento popular no que diz respeito ao tratamento
de enfermidades com produtos derivados da natureza. Segundo
ELISABETSKY, 2003, embora a cultura popular se limite a identificar sintomas
e associar efeitos destes produtos de forma crua, sem caracterizar as doencas
da forma que os pesquisadores o fazem, o estudo aprofundado destes
compostos e extratos tendo como base para pré-triagem relatos da prépria

populacdo pode ser um atalho para a descoberta de novos farmacos.
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Alguns dos medicamentos mais difundidos hoje na populacdo sé&o
provenientes de estudo e refinamento de substancias ativas de origem natural,
a exemplo da morfina, um alcaloide da papoula (Papaver somniferum)
inicialmente isolado por Friederich Serturner em 1806, e que € amplamente
utiizado como analgésico para o0s mais diversos fins (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006). A aspirina (acido acetilsalicilico), por sua vez, também
possui origem etnofarmacoldgica. Ela é obtida através da manipulacdo do
acido salicilico, composto utilizado no tratamento de artrite reumatoide. O acido
salicilico resulta de uma alteracdo estrutural da salicina, uma substancia
analgésica e anti-inflamatéria retirada do salgueiro branco (Salix alba). O
consumo da salicina do salgueiro branco para o alivio de dores data de 400
a.C., quando o filbsofo grego tido como pai da medicina, Hipdcrates,
recomendava a seus seguidores que fizessem uso do cha da casca do vegetal
(BAYER JOVENS, 2017). O conhecimento prévio das propriedades destes
extratos foi essencial para o posterior desenvolvimento dos farmacos citados,
dentre muitos outros.

Quando se trata de medicamentos antimicrobianos de origem
etnofarmacoldgica, € sabido que em ecossistemas maduros 0S organismos
estdo constantemente competindo entre si por nutrientes e espaco, 0 que
acarreta na selecdo natural de caracteristicas que beneficiem uma espécie em
detrimento de outra. A propria Penicilina, um antibiético que revolucionou o
tratamento de infeccbes bacterianas apds sua descoberta em 1928 por
Alexander Fleming, trata-se de um composto de origem natural produzido por
fungos do género Penicillium (ACS, 2017).

Assim como os fungos gque competem com 0S micro-organismos nos
ecossistemas, as espécies vegetais também o fazem, além de constantemente
serem infectadas por estes patdgenos. Portanto, ndo é um equivoco que
plantas produzam metabdlitos e compostos que possuam efeito antimicrobiano
(KOH et al., 2013).Neste ambito, as orquideas do género Cyrtopodium spp.
sdo conhecidas popularmente por suas propriedades cicatrizante, anti-
inflamatéria, antitussigena e até antitumoral. Originalmente consumida como
suco feito a partir do xarope de seus bulbos, atualmente alguns representantes

como Cyrtopodium punctatum sdo comercializadas em forma de pomada de
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uso topico anti-inflamatorio, e sdo especialmente recomendadas para o
tratamento de furinculos, enfermidade esta comumente causada pela bactéria
S. aureus, ainda que ndo haja evidéncias de atividade antimicrobiana
vinculada ao emprego de extratos deste género (SILVA, 2013).

Ja no que diz respeito as bridfitas, um estudo de FERNANDES, 2015,
avaliou o potencial fotoprotetor de extratos dos musgos amazonicos
Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium, e do musgo antartico
Sanionia uncinata, bem como seu risco toxicolégico. Embora tais musgos nao
sejam até o momento de uso popular para tratamento de enfermidades, estas
espécies foram selecionadas de acordo com seu habitat de origem, regides
com alta incidéncia de raios ultravioleta (KIRCHHOFF; ECHER, 2001;
FREDERICK et al., 1998), partindo do principio evolutivo de que estas espécies
teriam sofrido pressdo seletiva do ambiente e desenvolvido e preservado
caracteristicas que as possibilitasse a sobrevivéncia nos ambientes citados. De
acordo com os estudos realizados at¢é o momento, esses extratos sao
promissores para o desenvolvimento de farmacos fotoprotetores, prevenindo
doencas ligadas a exposicdo solar, como o cancer de pele entre outras
(FERNANDES, 2015; INCA, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o potencial antimicrobiano, seletividade e espectro de acédo de

uma selecdo de compostos heterociclicos e extratos naturais disponiveis no

banco de extratos e farmacoteca do laboratério de genotoxicidade da UNIRIO e

do laboratério de mutagénese ambiental da UERJ em duas estirpes de

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2.2 Objetivos especificos:

e Determinar o potencial antimicrobiano, seletividade e espectro de

acdo dos seguintes compostos e extratos utiizando o teste de

determinacdo da concentracdo minima inibitéria nas amostras de
referéncia ATCC 25923 de Staphylococcus aureus e ATCC 25922 de

Escherichia coli como representantes das bactérias gram-positivas e

gram-negativas:

>

>
>
>

Atorvastatina e derivados PCSR009.12 e PCSR010.13;
Isoniazida e derivados BTl 026 e PFTI 007.12;

Extrato aquoso da orquidea Cyrtopodium glutiniferum;

Extratos aquosos, hidroalcodlicos e etandlicos do musgo
Holomitriopsis laevifolia, Leucobryum laevifolium e Sanionia

uncinata.
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparo das cepas ATCC 25923 e ATCC 25922

Foram utilizadas neste estudo as cepas (gram-positiva) ATCC 25923 de
Staphylococcus aureus e (gram-negativa) ATCC 25922 de Escherichia coli,
cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
da Fundacéo Oswaldo Cruz.

As cepas foram inicialmente estocadas a -4 °C, em tubos de vidro de 13
x 100 mm contendo Agar Mueller Hinton — MHA (DIFCO®).

A ativacao das estirpes bacterianas foi realizada repicando-as em tubos
de vidro contendo 2 mL de Caldo Soja Tripticaseina — TSB (ACUMEDIA®) a
partir do estoque. O caldo de ativacdo das cepas foi mantido em incubacao
sem agitacdo por 24 horas e posteriormente foi feita a semeadura por
esgotamento em Agar Soja Tripticaseina — TSA (ACUMEDIA®). Apds 24h a 35
°C, foi confirmada a pureza das culturas e, a partir deste crescimento, foram
preparadas suspensfes e aliquotas das estirpes em tubos eppendorf contendo
1 mL de Caldo Mueller Hinton - MHB (DIFCO®) e entdo armazenadas a -4 °C
para posterior realizagdo do teste em placa de microtitulacdo de 96 pocos.

A concentracdo das aliquotas armazenadas foi ajustada em comparacao
com a turvacdo do padrdo 0,5 da escala de McFarland (CLSI, 2005) e por
titulacdo em placa, correspondendo a uma densidade de aproximadamente 1,5
x 108 ufc/mL.

3.2 Obtencado dos compostos heterociclicos e extratos naturais

Os compostos heterociclicos isoniazida, atorvastatina e seus respectivos
derivados BTl 026 e PFTI 007.12, e PCSR009.12 e PCSR010.13 foram
confeccionados e cedidos a este estudo pela Dra. Nubia Boechat, Dra. Rita de
Céssia Castro Carvalho e Dr. Frederico Silva Castelo Branco, do Instituto de

Tecnologia em Farmacos Farmanguinhos, da Fundacdo Oswaldo Cruz.



27

O extrato aquoso da orquidea Cyrtopodium glutiniferum foi obtido e
cedido a este estudo pela Dra. Andrea Furtado Macedo da UNIRIO. A obtencéo
do extrato se deu através do aquecimento de 1 kg de pseudobulbos frescos de
C. glutiniferum cortados em pequenos pedacos em 2 L de agua a 80 °C sob
agitacdo durante 1 h. Apos isso, 0 extrato aquoso foi filtrado em papel de filtro
Whatmann (4 mm) e o filtrado liofilizado. Para realizacdo dos testes de
concentracdo minima inibitéria, o extrato seco foi ressuspendido em salina
0.9%.

Os extratos aquosos, hidroalcodlicos e etandlicos dos musgos
Holomitriopsis laevifolia, Leucobryum laevifolium e Sanionia uncinata foram
obtidos e cedidos a este estudo pela Dra. Andréia da Silva Fernandes Campos
da UERJ. O protocolo de obtencdo dos extratos secos esta descrito na Figura
1. Os extratos se encontravam secos por processo de liofilizacdo. Para a
realizacdo dos testes de CMI, os mesmos foram eluidos em Caldo Mueller
Hinton puro (aquosos) e uma mistura 1:1 de Caldo Mueller Hinton e

Dimetilsulféxido (hidroalcodlicos e etandlicos).
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Figura 1 — Fluxograma da obtencdo dos extratos secos a partir dos musgos Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium (Adaptado
de FERNANDES, 2015).

MUSGOS

‘ Lavagem com agua corrente e nnsagem com agua E-pure.

Sanionia uncinata - 300 g/3 L
Holomitriopsis laevifolia - 123 g/2 L
Leucobryum laevifolium - 32,09 g/1 L
Agua E-pure em ebuligdo por 15 nunutos, filtragdo e liofilizag3o.

! }

EA Residuo 2
l Maceragdo por 24 horas em etanol (Proquimios 99,8%) 70% em garrafa ambar. Etanol 70% v/v em

ebuli¢do por 15 munutos, filtragdo, evaporagdo e liofilizacdo.

| !

EH Residuo 3

Macerag3o por 24 horas em etanol (Proquimios 99,8%) em garrafa ambar. Etanol em
ebulicdo por 15 munutos, filtragdo, evaporacdo e hofilizagdo.

| |

EE Residuo 4

Fonte: FERNANDES, 2015 - Fluxograma do processo de obtencéo dos extratos secos dos musgos Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum
laevifolium, realizado pela Dra. Andréia da Silva Fernandes Campos. Neste fluxograma estdo descritos os extratos aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e

etandlico (EE).
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3.3 Testede CMI em placa de microtitulacao

Os testes de CMI em placa de microtitulacdo de fundo chato foram
realizados conforme as diretrizes do Manual de Testes de Suscetibilidade a
Antimicrobianos do Instituto de Padrfes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2005).

As concentracdes testadas para a isoniazida, atorvastatina e o0s
respectivos derivados foram de 1000 puM, 333 uM, 111 uM, 37 uM, 12,4 uM e
4,1 pM.

Para o extrato de Cyrtopodium glutiniferum, as concentracGes testadas
foram de 3 mg/mL, 1 mg/mL, 0,33 mg/mL, 0,11 mg/mL, 0,04 mg/mL e 0,01
mg/mL. A concentracdo maxima do extrato de C. glutiniferum foi definida
como aproximadamente 1/1000 da massa encontrada em pomadas de uso
tépico (2,5 g).

Para os extratos aquosos, hidroalcodlicos e etandlicos de Holomitriopsis
laevifolia, Leucobryum laevifolium e Sanionia uncinata, as concentragdes
testadas foram de 3 mg/mL, 1 mg/mL, 0,33 mg/mL, 0,11 mg/mL, 0,04 mg/mL e
0,01 mg/mL. A concentracdo maxima foi definida como o limite de solubilidade
dos extratos.

Em cada experimento, foram pipetados 300 pL de Caldo Mueller Hinton
— MHB em cada poco da terceira fileira da placa de microtitulacéo (fileira C), e
200 pL do mesmo meio de cultura nas fileiras restantes. Na fileira C, foram
pipetados os volumes dos compostos e extratos a serem testados, no dobro da
concentracdo final desejada. Foi entdo realizada a diluicdo seriada na
proporcdo de 1:3, comecando na fileira C, transferindo o volume de 100 pL
para o poco imediatamente abaixo e homogeneizando com o micropipetador. O
processo foi repetido até a homogeneizacdo dos pocos da Ultima fileira (fileira
H), de onde foram retirados e descartados 100 pL (Figura 2).
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Figura 2 — Diagrama de placa de microtitulagdo pré-incubacao.
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Diagrama de placa de microtitulagcdo pré-incubacdo. Os pogos contendo um ponto central
correspondem ao indéculo, sendo a fileira A destinada ao Branco e a fileira B ao controle
negativo de inibicdo do crescimento bacteriano. A partir da fileira C em diante, encontram-se
diluicbes seriadas (1:3) dos compostos/extratos testados (colunas 1 — 8) e dos antimicrobianos
tetraciclina (colunas 9 e 10) e ampicilina (colunas 11 e 12), estes Ultimos como controle positivo
de inibicao do crescimento.

A partir disso, o volume de 100 pL foi transferido de cada poco da placa
para os correspondentes de outra.

Para cada experimento realizado, uma aliquota de cada estirpe foi
descongelada e diluida em Caldo Mueller Hinton - MHB na proporc¢éo de 1:500,
gerando um indculo da ATCC 25923 de S. aureus e outro da ATCC 25922 de
E. coli, ambos com a concentracdo de aproximadamente 2,0 x 10° ufc/mL.
Destas suspensdes, foram pipetados 100 pL em cada poco das placas de
microtitulagdo, uma cepa em cada placa. Na primeira fileira de cada uma,
foram pipetados mais 100 pL de Caldo MH sem in6culo, para o controle de
esterilidade do teste (Branco). Os antimicrobianos Tetraciclina (SIGMA®) e
Ampicilina (SIGMA®) foram empregados em todos 0s experimentos como
controle positivo, nas concentracdes de 1,8 pg/mL a 445 pg/mL e 1,4 pg/mL a

350 pg/mL, respectivamente.



31

Com a adigdo do inoculo, a concentracdo do composto/extrato testado
foi ajustada para o valor desejado (diluicdo 1:2) e a concentracdo final dos

indculos foi de aproximadamente 1,0 x 10° ufc.

As placas de microtitulacdo foram incubadas por 24h a 35 °C e o
crescimento das amostras avaliado tanto  visualmente, quanto
espectrofotometricamente com a utilizacdo do espectrofotdmetro SpectraMax
Plus 384 Microplate Reader, medindo a absorbancia das culturas (Dosagem
Optica do crescimento — Dog) no comprimento de onda de 620 nanémetros.

Os experimentos foram realizados em duplicata, com um n total de trés

experimentos para cada composto e extrato testado.

3.4 Determinacédo do potencial bactericida

Os compostos heterociclicos e extratos que apresentaram atividade
inibitéria nas amostras testadas nos testes de CMI em placa de microtitulacao
foram também submetidos a avaliagdo do seu potencial bactericida.

A partir dos pocos das placas de microtitulacdo nos quais se
encontravam 0s compostos e extratos em que foi observada atividade inibitéria,
foram semeados cinco spots de 10 puL em placas de TSA. Apés incubagéo por
24h a 35 °C, a avaliacdo do crescimento bacteriano nos spots foi realizada

visualmente.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de CMI em placa de microtitulacao

7

Adicionalmente ao que €& determinado pelo CLSI, neste estudo
exclusivamente foi definido como critério para a determinacdo da CMI a
inibicdo de 90% do crescimento bacteriano em relagcdo ao controle negativo de
inibicdo do crescimento (MHB + inbculo), ou semelhante ao Branco (apenas
MHB), segundo analise espectrofotométrica.

Dentre os compostos heterociclicos, ndo foi observada interferéncia dos
compostos no crescimento de S. aureus (Tabela 1). O composto isoniazida e 0
derivado BTI 026 apresentaram algum grau de inibicdo em E. coli (Tabela 2;
Figura 2).

Tabela 1 — Avaliagdo do crescimento da amostra de Staphylococcus aureus ATCC 25923
exposta a isoniazida e seus derivados.

Crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Compostos BR CN 1000 333 111 37 12,4 4,1
Isoniazida - + + + + + + +
BTl 026 - + + + + + + +
PFTI 00712 - + + + . + + n

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibicao do
crescimento.

As concentragdes dos compostos encontram-se em UM.

CMI dos controles de inibicdo: tetraciclina 30 pg/mL; ampicilina 0,05 pg/mL.

Categorias: Crescimento sem inibicdo: + (igual ou >80% do CN), inibicdo parcial: / (entre 10% e
80% do CN), inibicao total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).
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Tabela 2 - Avaliagdo do crescimento da amostra de Escherichia coli ATCC 25922 exposta a
isoniazida e seus derivados.

Crescimento de Escherichia coli ATCC 25922

Compostos BR CN 1000 333 111 37 12,4 4,1
lsoniazida - + / + + + + +
BTI 026 -+ / + + + i +
PFTI 00712 - + + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibicdo do
crescimento.

As concentragdes dos compostos encontram-se em UM.

CMI dos controles de inibigdo: tetraciclina 0,3 pug/mL; ampicilina 3 pg/mL.

Categorias: Crescimento sem inibicdo: + (igual ou >80% do CN), inibicdo parcial: / (entre 10% e
80% do CN), inibicao total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).

Figura 2 — Gréficos de absorbancia do crescimento da cepa 25922 de Escherichia coli em
presenca de concentracfes de isoniazida (A) e do derivado BTl 026 (B) (a barra de
erros indica o desvio padrdo das médias de trés experimentos independentes).
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Tabela 3 — Avaliagcdo do crescimento da amostra de Staphylococcus aureus ATCC 25923
exposta a atonvastatina e seus derivados.

Crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Compostos BR CN 1000 333 111 37 12,4 4,1

Atorvastatina - + + + + + + +
P9 - + + + + + + +
P10 - + + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibicdo do
crescimento.

As concentragdes dos compostos encontram-se em UM.

CMI dos controles de inibicdo: tetraciclina 30 pg/mL; ampicilina 0,05 pg/mL.

Categorias: Crescimento sem inibicdo: + (igual ou >80% do CN), inibicdo parcial: / (entre 10% e
80% do CN), inibicao total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).

Tabela 4 - Avaliacdo do crescimento da amostra de Escherichia coli ATCC 25922 exposta a
atonastatina e seus derivados.

Crescimento de Escherichia coli ATCC 25922

Compostos BR CN 1000 333 111 37 12,4 41

Atorvastatina - + + + + + + +
P9 -+ + + + + + +
P10 -+ + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibicao do
crescimento.

As concentragdes dos compostos encontram-se em M.

CMI dos controles de inibicdo: tetraciclina 0,3 pg/mL; ampicilina 3 pg/mL.

Categorias: Crescimento sem inibicdo: + (igual ou >80% do CN), inibicdo parcial: / (entre 10% e
80% do CN), inibicao total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).

Dentre os extratos naturais, foi observada inibicdo do crescimento na
cepa de S. aureus apenas pelos musgos Holomitriopsis laevifolia e
Leucobryum laevifolium, sendo o extrato etandlico deste Ultimo o Unico dentre o
universo amostral a apresentar inibicdo total do crescimento (CMI), na
concentracdo de 0,01 mg/mL (Tabela 5; Figura 3; Figura 4). Nao foi observada

interferéncia dos extratos no crescimento de E. coli (Tabela 6).
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Tabela 5— Avaliacdo do crescimento da amostra de Staphylococcus aureus ATCC 25923
exposta ao extrato aquoso de Cyrtopodium glutiniferum, e aos extratos aquosos,
hidroalcodlicos e etandlicos dos musgos Holomitriopsis laevifolia, Leucobryum
laevifolium e Sanionia uncinata.

Crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923

EA BR CN 3 1 0,33 0,11 0,04 0,01
C. glutiniferum - + + + + + + +
H. laevifolia - + / / / / / +
L. laevifolium - + / / / / / /
S. uncinata - + + + + + + +
EH
H. laevifolia - + + + + / / i
L. laevifolium - + + / / / / +
S. uncinata - + + + + + + +
EE
H. laevifolia - + + + + + + +
L. laevifolium - + + + / / - -
S. uncinata - + + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibicdo do
crescimento; EA — Extrato aquoso; EH — Extrato hidroalcodlico; EE — Extrato etandlico;

As concentra¢des dos extratos encontram-se em mg/mL.

CMI dos controles de inibi¢c&o: tetraciclina 30 pg/mL; ampicilina 0,05 pg/mL.

Categorias: Crescimento sem inibigdo: + (igual ou >80% do CN), inibicéo parcial: / (entre 10% e
80% do CN), inibi¢do total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).
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Figura 3 — Gréficos de absorbancia do crescimento da cepa 25923 de Staphylococcus aureus
em presenca de concentragBes dos extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico do
musgo Holomitriopsis laevifolia (a barra de erros indica o desvio padrédo das médias
de trés experimentos independentes).
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Figura 4 — Gréficos de absorbancia do crescimento da cepa 25923 de Staphylococcus aureus
em presenca de concentragBes dos extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico do
musgo Leucobryum laevifolium (a barra de erros indica o desvio padrédo das médias
de trés experimentos independentes).

A Leucobryum laevifolium - Extrato aquoso
0,450
£ 0,400 - -
S 0,350 -
< 0,300 T o
g —
o 0,250 ||~ ==Controle de
3 0,200 T 1 1 — Crescimento
» 0,150 - | ==Controle de
30,100 - I — esterilidade
o 0,050 - —
o
0 0,000 T T T T T )
3 1 0,33 0,11 0,04 0,01

Concentracdo do extrato (mg/mL)

B Leucobryum laevifolium - Extrato hidroalcoélico

0,500
€ 0,450
c
g 0,400 ——{=
© 0,350 1
» 0,300 T J —
§ 0,250 +— f £y | ===Controle de
3 0,200 - Crescimento
v 0,150 == — ===Controle de
20,100 L esterilidade
= 0,050 —
0 0,000 T T T T T )

3 1 0,33 0,11 0,04 0,01

Concentracao do extrato (mg/mL)

C Leucobryum laevifolium - Extrato etandélico

2,500
E
o 2,000 !
[9N)
S
? 1,500
o '[ = Controle de
= 1,000 1 Crescimento
n T = Controle de
S 0,500 1 esterilidade
g %ﬁ
@]
0 0,000

3 1 0,33 0,11 0,04 0,01

Concentracdo do extrato (mg/mL)




38

Tabela 6 — Avaliagdo do crescimento da amostra de Escherichia coli ATCC 25922 exposta ao
extrato aquoso de Cyrtopodium glutiniferum, e aos extratos aquosos,
hidroalcodlicos e etandlicos dos musgos Holomitriopsis laevifolia, Leucobryum
laevifolium e Sanionia uncinata.

Crescimento de Escherichia coli ATCC 25922

EA BR CN 3 1 0,33 0,11 0,04 0,01
C. glutiniferum - + + + + + + +
H. laevifolia - + + + + + + +
L. laevifolium - + + + + + + +
S. uncinata - + + + + + + +
EH
H. laevifolia - + + + + + + +
L. laevifolium - + + + + + + +
S. uncinata - + + + + -t + +
EE
H. laevifolia - + + + + + + +
L. laevifolium - + + + + + + +
S. uncinata - + + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibicdo do
crescimento; EA — Extrato aquoso; EH — Extrato hidroalcodlico; EE — Extrato etandlico;

As concentra¢des dos extratos encontram-se em mg/mL.

CMI dos controles de inibi¢c&o: tetraciclina 0,3 pg/mL; ampicilina 3 pg/mL.

Categorias: Crescimento sem inibigdo: + (igual ou >80% do CN), inibicéo parcial: / (entre 10% e
80% do CN), inibi¢do total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).



39

4.2 Avaliagdo do potencial bactericida

Foram selecionados para este experimento 0s extratos aquoso,
hidroalcodlico e etandlico do musgo Leucobryum laevifolium, além dos extratos
etandlicos de Holomitriopsis laevifolia e Sanionia uncinata.

Figura 5 — Comparacdo de culturas de Staphylococcus aureus semeadas em spots apoés
exposicdo aos extratos de Leucobryum laevifolium.
'}{ :. :‘_ ‘r_

Legenda: 12 coluna: CT - Controle positivo de crescimento.
Concentragdes (22 coluna em diante): D — 1 mg/mL; E — 0,33 mg/mL; F — 0,11 mg/mL; G — 0,04
mg/mL; H — 0,01 mg/mL.

Figura 6— Atividade bactericida do extrato etandlico de L. laevifolium em foco.
oS

Legenda: 12 coluna: CT - Controle positivo de crescimento.
Concentragfes (22 coluna em diante): D — 1 mg/mL; E — 0,33 mg/mL; F — 0,11 mg/mL; G — 0,04
mg/mL; H — 0,01 mg/mL.
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Figura 7 - Comparacdo de culturas de Staphylococcus aureus semeadas em spots apoés
exposicdo aos extratos etanolicos de Holomitriopsis laevifolia, Leucobryum
laevifolium e Sanionia uncinata.

Legenda: 12 coluna: CT — Controle positivo de crescimento.
Concentragdes (22 coluna em diante): D — 1 mg/mL; E — 0,33 mg/mL; F — 0,11 mg/mL; G — 0,04
mg/mL; H — 0,01 mg/mL.
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5 DISCUSSAO

Staphylococcus aureus e Escherichia coli sdo patégenos associados a
uma grande diversidade de doengas nosocomiais, sendo frequentemente
isolados de feridas cirargicas e de infec¢bes envolvendo a colonizagdo por
estes de dispositivos médicos implantaveis como cateteres intravasculares e
até préteses (RIBEIRO et al., 2012).

O uso indiscriminado e errdneo de antimicrobianos propicia a formacgéo
de populagcdes destas e de outras espécies de bactérias que sejam resistentes
aos tratamentos farmacolégicos usuais. Esse efeito € potencializado no meio
hospitalar e de cuidados domiciliares, onde os pacientes em geral se
encontram debilitados, possivelmente imunodeprimidos e passando por
tratamento medicamentoso. A wulnerabilidade destes pacientes em conjunto
com a existéncia de populacdes de patbgenos com amplo espectro de
resisténcia a antimicrobianos resulta em um grande problema para a saude
publica, visto que a taxa de mortalidade destes quadros € alta, assim como o
custo das internacdes e dos tratamentos (WHO, 2015).

Durante o periodo que estes pacientes estdo hospitalizados é comum
gque esteja sendo realizada a administracdo de diferentes tipos de farmacos
para os mais diversos fins, substancias estas que podem interagir com a
microbiota do paciente, assim como com o0 agente de uma infeccdo que esteja
em curso no individuo através de efeitos pleiotrépicos do farmaco (LIAO;
LAUFS, 2005). Essas interacfes podem ser de natureza neutra, ndo alterando
0 prognéstico do paciente, prejudicial, favorecendo o desenvolvimento do
processo infeccioso ou benéfica, auxiliando na prevencdo e/ou combate das
infecgbes. O anti-inflamatorio Diclofenaco de Sodio, por exemplo, estudado por
VIANA et al., 2015, é capaz de exercer atividade antimicrobiana em S. aureus,
porém provoca o estimulo da producédo de biofilme quando em concentracfes
subinibitorias.

E importante que se tenha conhecimento das interacdes destes
farmacos com as bactérias para que o tratamento dos pacientes seja mais
seguro e eficiente, melhorando seu prognostico e diminuindo tanto os gastos

das internacdes, quanto a taxa de mortalidade destes casos (WHO, 2017).
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Em paralelo aos farmacos, também é comum na populacdo o uso de
produtos de origem natural, em especial extratos de vegetais, para o
tratamento dos mais variados males, ainda que muitas destas aplicacdes néo
possuam embasamento cientifico, apenas cultural. Em geral estes extratos séo
utilizados de forma bruta, ndo sendo realizados processos de purificacdo ou
sequer tendo conhecimento das substancias presentes, de dosagem e de
possiveis efeitos adversos, podendo representar um risco a saude quando
empregados de forma irrestrita. No entanto, o estudo aprofundado de produtos
de origem etnofarmacoldégica é uma vertente de grande interesse para a
industria farmacéutica e para a saude de forma geral, tendo em vista o
potencial destes como novas alternativas de tratamento, inclusive no ambito de
combate as infec¢des bacterianas (ELISABETSKY, 2003).

De acordo com este panorama, o objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial antimicrobiano de uma sele¢cdo de representantes da classe de
farmacos dos compostos heterociclicos e de uma selecdo de extratos de
origem vegetal.

O teste de Concentracdo Minima Inibitoria em placas de microtitulacao
foi empregado neste estudo por ser considerado um modelo adequado para
investigar o efeito de diferentes diluicdes de um determinado interferente sobre
0 crescimento de uma cultura bacteriana (CLSI, 2005). O resultado pode ser
analisado tanto visualmente, quando espectrofotometricamente, sendo que a
leitura espectrofotométrica analisa com maior precisdo o0 quanto o crescimento
daquela estirpe foi afetado por determinada concentracdo de interferente.

Neste estudo, foram empregadas duas cepas bacterianas de referéncia
e alta relevancia, representantes de grupos distintos, a gram-positiva ATCC
25923 de S. aureus e a Enterobacteriaceae gram-negativa ATCC 25922 de E.
coli. Estes representantes foram selecionados para que fosse realizada a
comparacdo da efichAcia dos interferentes em duas espécies com
caracteristicas distintas, auxiliando estudos posteriores na identificacdo dos
mecanismos de acao e aplicabilidade destas substancias.

A Tetraciclina e a Ampicilina foram utilizadas como controle positivo da
inibicdo do crescimento. As CMIs obtidas corresponderam aos valores de
referéncia das amostras ATCC 25923 de S. aureus (TTC: 30 ug/mL; AMP: 0,05
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ug/mL) (JAPONI et al., 2010; FOXLEY et al,, 2016) e ATCC 25922 de E. coli
(TTC: 0,3 pg/mL; AMP: 3 pg/mL) (EUROFINS, 2017).

A isoniazida, bem como seus derivados, ndo exerceu influéncia sobre o
crescimento das culturas de S. aureus. A isoniazida é uma linezolida utilizada
como antimicrobiano no sistema RIPE de tratamento para a tuberculose,
doenca causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis (Cadernos de
Atencdo Basica, 2002), e este composto atua impedindo indiretamente a
sintese dos acidos micolicos, componente principal da parede celular destes
micro-organismos. A ndo ocorréncia de inibicdo do crescimento de S. aureus
pode estar ligada a auséncia de acidos micolicos na constituicdo de sua parede
celular, caracterizando, portanto, uma resisténcia intrinseca a este farmaco.
Seguindo esta linha, o mesmo resultado era esperado em E. coli, porém a
isoniazida e seu derivado BTl 026 exerceram inibicdo parcial do crescimento na
concentracdo de 1000 uM. Este fendbmeno € concordante com o observado por
BRANCO, 2015, onde estes compostos apresentaram efeito tdxico em cepas
de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, outra espécie membro das
Enterobacteriaceae.

As Estatinas sdo medicamentos amplamente utilizados por uma grande
parcela da populacdo no combate a hipercolesterolemia, e possuem uma série
de efeitos pleiotrépicos incluindo potenciais antifingico (GALGOCZY et al.,
2011) e antimicrobiano em Staphylococcus aureus (JERWOOD; COHEN,
2008) e E. coli, sendo este efeito observado com maior intensidade na
atorvastatina (MASADEH et al., 2012). Um estudo anterior de ARAUJO-LIMA,
2014, aponta os derivados P9 e P10 como sendo citotoxicos para Salmonella
enterica sorovar Typhimurium, em teste de Ames. A atorvastatina, assim como
seus derivados, ndo exerceu influéncia sobre o crescimento das culturas de S.
aureus e de E. coli no presente estudo, informacdo esta que se mostra
discordante da literatura mencionada acima.

O extrato aquoso do vegetal Cyrtopodium glutiniferum ndo exerceu
influéncia sobre o crescimento das culturas de S. aureus e E. coli. Este
resultado € concordante com COSCARELLA, 2015, onde este mesmo extrato
foi submetido ao Teste de Ames e ndo apresentou efeito toxico nas cepas de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Embora extratos vegetais do género

Cyrtopodium sejam comercializados em forma de pomada pelo seu efeito anti-
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inflamatério e recomendados para o tratamento de furdnculos, enfermidade
esta causada por S. aureus (BBLER; KROMANN, 2014), ndo foi constatada
atividade antimicrobiana associada a este extrato.

Em relacdo ao musgo amazonico Holomitriopsis laevifolia, foi observada
inibicdo parcial do crescimento de S. aureus nos extratos aquoso,
concentracdes de 0,04 mg/mL a 3 mg/mL, e hidroalcoodlico, concentracdes de
0,04 mg/mL e 0,11 mg/mL. FERNANDES, 2015, observou atividade citotoxica
nos extratos hidroalcodlico e etandlico desta espécie em Salmonella enterica
sorovar Typhimurium, porém nao no extrato aquoso, Na Figura 3 é possivel
observar que a curva de absorbancia dos extratos hidroalcodlico e etandlico
desta espécie ndo se comportam de maneira tipica, reta crescente, e sim
formam uma parabola positiva decorrente do alto valor de densidade éptica das
diluicbes mais concentradas dos extratos. Este fendbmeno ocorre devido a uma
incapacidade do aparelho utilizado em diferenciar, neste comprimento de onda,
a turbidez causada pela densidade celular do meio (crescimento bacteriano) da
forte coloracdo esverdeada dos extratos mais concentrados. Levando este
fendbmeno em conta, é provavel que tenha ocorrido inibicdo parcial do
crescimento também nas concentragbes de 0,33 mg/mL a 3 mg/mL nos
extratos hidroalcodlico e etanolico. Nao foi observado qualquer efeito inibitério
em E. coli.

O segundo representante dos musgos amazbnicos, Leucobryum
laevifolium, foi o mais promissor, sendo observada inibicdo parcial do
crescimento de S. aureus em todas as concentracdes do extrato aquoso (0,01
mg/mL a 3 mg/mL), e nas concentragbes de 0,04 mg/mL a 1 mg/mL do extrato
hidroalcodlico. No extrato etandlico, ocorreu inibicdo parcial do crescimento em
0,11 mg/mL e 0,33 mg/mL, e inibicdo total do crescimento em 0,01 mg/mL e
0,04 mg/mL, obtendo-se a CMI em 0,01 mg/mL. O mesmo fendbmeno de
distorcdo da curva espectrofotométrica mencionado anteriormente ocorre
também nos extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico de L. laevifolium
(Figura 4), levando a crer que também tenha ocorrido inibicdo do crescimento
bacteriano em 3 mg/mL (EH) e que as concentracdes de 0,11 mg/mL a 3
mg/mL (EE) também caracterizem inibicdo total. O teste de investigacdo do
potencial bactericida destes extratos revelou que o efeito é dependente da

dose e da forma de extragcdo do musgo. Estes resultados sdo concordantes
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com FERNANDES, 2015, quanto aos extratos hidroalcodlico e etandlico, nos
quais foi observado efeito citotdéxico, no entanto discordam quanto a atividade
antimicrobiana do extrato aquoso. Nos extratos aquoso e hidroalcodlico de L.
laevifolium foi observado um estimulo do crescimento bacteriano na
concentragdo mais baixa testada, 0,01 mg/mL (Figura 5). Este fendmeno
provavelmente se deve a presenca de residuos de glicose nestes extratos,
estimulando o aumento da populacdo bacteriana. Nas concentracées maiores,
ainda que a glicose também esteja presente, o(s) componente(s) do extrato
com atividade inibitéria superam este estimulo. No extrato etandlico de L.
laevifolium foi observado crescimento bacteriano apenas nas duas
concentragcdes mais baixas, 0,01 mg/mL e 0,04 mg/mL (Figura 6). Esse dado
em conjunto com a espectrofotometria mostra que nestas duas concentracdes
menores ocorre efeito bacteriostatico, enquanto nas concentracdes a partir de
0,11 mg/mL este extrato alcodlico exerce efeito bactericida. A comparagéo
entre os extratos alcoodlicos do trés musgos utilizados neste estudo revelam
que o efeito inibitério ndo esta associado a metodologia aplicada (Figura 7).
Nao foi observado qualquer efeito inibitério em E. coli.

O musgo de origem Antartica, Sanionia uncinata, ndo exerceu efeito
inibitério em nenhum dos seus extratos, tanto em S. aureus, quanto em E. coli.
Supde-se que esta divergéncia em relagdo aos musgos amazonicos esteja
ligada ao ecossistema nativo destas espécies. Por estarem inseridos em um
habitat mais diversificado e, portanto, de maior competicdo estre espécies, 0s
musgos amazonicos teriam sido direcionados evolutivamente para a producéo
de substancias capazes de inibir o desenvolvimento de micro-organismos, a
exemplo do que ocorre com os fungos do género Penicillium (ACS, 2017).

Acerca da ineficicia dos extratos dos musgos Holomitriopsis laevifolia e
Leucobryum laevifolium em inibir o crescimento de E. coli, diferentemente do
que foi observado em S. aureus, supfe-se que esta divergéncia esteja
associada a composi¢do das paredes celulares destas duas espécies. As
bactérias gram-positivas possuem uma parcela muito maior de sua parede
composta por peptideoglicanos, enguanto nas gram-negativas este
componente estd presente em proporcdo muito menor. Esta diferenca pode
influenciar tanto diretamente, tornando ineficaz o interferente, ou indiretamente,

agindo como barreira fisica para impedir a entrada do interferente na célula.
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CONCLUSOES

Os compostos heterociclicos atorvastatina e seus respectivos derivados,
bem como o derivado PFTI 00712 de isoniazida e 0 extrato aquoso de
Cyrtopodium glutiniferum ndo demonstraram atividade bacteriostatica ou
bactericida relevantes detectdvel com a metodologia aplicada nas
condicOes de teste.

A isoniazida e seu derivado BTI 026 foram capazes de provocar inibicdo
parcial do crescimento de E. coli na concentracdo de 1000 puM.

Foi observada inibicdo parcial do crescimento de S. aureus nos extratos
agquoso e hidroalcodlico, de 0,04 mg/mL a 3 mg/mL, e no extrato
etandlico, de 0,33 mg/mL a 3 mg/mL do musgo Holomitriopsis laevifolia.
O extrato aquoso do musgo Leucobryum laevifolium demonstrou inibicdo
parcial do crescimento de S. aureus em todas as concentracoes
testadas, de 0,01 mg/mL a 3 mg/mL.

O extrato hidroalcodlico do musgo Leucobryum laevifolium demonstrou
inibicdo parcial do crescimento de S. aureus nas concentragdes de 0,04
mg/mL a 3 mg/mL.

O extrato etandlico do musgo Leucobryum laevifolium demonstrou
atividade bacteriostatica nas concentracdes de 0,01 mg/mL e 0,04
mg/mL, e atividade bactericida nas concentracées de 0,11 mg/mL a 3
mg/mL, sendo a CMI obtida em 0,01 mg/mL.

Os extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico do musgo Sanionia
uncinata ndo exerceram atividade inibitéria do crescimento bacteriano.

Nenhum dos extratos naturais exerceu efeito inibitério em E. coli.
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