Suscetibilidade da bactéria Staphylococcus aureus a

compostos organicos sintéticos

ANDRADE, A.C.dos S.P.1; JORGE, C. C.:; ALEIXO, A.A.%; SANTOS, M.1; CAMARGOS, V. N.};
S.F.?

HERRERA, K.M.S.}; MAGALHAES, J. T.}; ALVES, R.).2, BRETAS, A. C. O. % ANDRADE,
FERREIRA, J. M. S. !

7

RESUMO

Atualmente, a bactéria Staphylococcus aureus tem se tornado resistente
aos principais antibioticos disponiveis, sendo necessdria a descoberta
de novos medicamentos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade bacteriostdtica, através do método de diluicdo em caldo,
e bactericida de vinte e dois compostos glicidicos sintetizados frente a
Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos demonstraram que dois
compostos, denominados CABN (derivado de beta- naftol) e PROP (derivado
de benzamidina), apresentam atividade bacteriostdtica na concentragéo
de 100 umol/L, sendo que o composto 18 apresentou também atividade
bactericida na concentracéo de 200 umol/L. Dessa forma, os resultados
obtidos sGo prospectivos na elaboragdo de novos fdrmacos com a obten¢do
de dois compostos sintéticos glicidicos e aromdticos com potencial fungéo
antibacteriana.
Palavras-chave: antimicrobiano,
sintéticos.

Staphylococcus aureus, compostos

INTRODUCAO

O Ministério da Saude, em conjunto com outros drgaos oficiais
internacionais, define infeccao hospitalar como aquela adquirida apds a
admissdo do paciente e cuja manifestacao ocorreu durante a internagao ou
apos a alta, podendo ser relacionada com a internagao ou a procedimentos
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hospitalares.’ 2Essas infec¢des sdao denominadas infec¢des nosocomiais e
aquelas adquiridas fora das dependéncias hospitalares, chamadas infec¢des
adquiridas na comunidade.?

No Brasil e no mundo, a infeccdao hospitalar é considerada um
problema grave, crescendo tanto em incidéncia quanto em complexidade,
gerando diversas implica¢des sociais e econdémicas.? Dentre estas bactérias
com importancia em infec¢des nosocomiais adquiridas na comunidade,
destaca-se a Staphylococcus aureus, que é responsavel por infeccdes
que variam de infeccdes superficiais da pele a doengas invasivas, como a
sepse, osteomielite e endocardite.*> Esta bactéria coloniza as narinas de
cerca de 28% da populagao e as infecgdes podem ser causadas por essa
estirpe colonizadora. S. aureus apresenta um repertdrio extenso de fatores
de viruléncia que permitem colonizar e causar danos ao hospedeiro, bem
como provocar respostas imunitarias e causar uma variedade de doencas
em multiplos compartimentos do corpo do ser humano.®

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina ou SARM (também
conhecida pelasiglainglesade MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) é uma bactéria resistente a certos antibiéticos chamados beta-
lactamicos. Estes antibidticos incluem a meticilina e outros antibiéticos mais
comuns, tais como oxacilina, penicilina, e amoxicilina. Na comunidade, a
maioria das infecgdes por S. aureus sao infecgcdes de pele, porém infecgdes
por MRSA podem ser mais graves ou potencialmente fatais, ocorrendo com
mais frequéncia entre os pacientes em servicos de saude.’

Com o esgotamento das opgdes terapéuticas e reducdao da eficacia
das drogas existentes, a busca por novos compostos com propriedades
antimicrobianas tem proporcionado um grande avanco nas pesquisas
envolvendo novos compostos sintetizados.® ° Assim, torna-se imperativa
a busca de ferramentas ou tecnologias que avaliem novas substancias
gue sejam efetivas contra as bactérias. Um enfoque importante nestas
pesquisas é a triagem de compostos quimicos por testes biolégicos. Assim,
as estruturas quimicas com melhor atividade serdao selecionadas para
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a realizacdao de testes mais especificos. Este estudo teve como objetivo
fazer uma triagem de vinte e dois compostos para avaliar a atividade
antimicrobiana dos compostos glicidicos e aromaticos, frente a bactéria S.
aureus, prevalente em infec¢ées nosocomiais.% 1!

MATERIAL E METODOS

Foram realizados testes com vinte e dois compostos sintéticos
glicidicos e aromaticos, cedidos pelo Prof. Ricardo José Alves, originarios
de uma quimioteca do Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal da
Faculdade de Farmacia/UFMG. Esses compostos foram testados através
do método de microdiluicao em caldo para determinacado da concentragao
inibitéria minima (CIM) frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213. Além
disso, foi determinada a concentracao bactericida minima (CBM) de cada
composto.

Os testes foram realizados em dois momentos, um imediatamente
apos diluicdo dos compostos e outro apds 24h de armazenamento em
refrigerador a -20°C para avaliar a estabilidade dos compostos.

Primeiramente, foi preparado o indculo da bactéria Staphylococcus
aureus ATCC 29213, sendo reativada em Caldo Nutriente por 24h.
Posteriormente, foi semeada em estria composta em placa de Petri
contendo Agar Nutriente e incubada por 24h a 372C, para isolamento de
colonias. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas dos compostos
em DMSO 20% em concentra¢des que variaram de 8000 umol/L a 62,5
umol/L. Foram retiradas entre 2 a 3 col6nias isoladas, tranferindo-as para
um solucao salina 0,85%. A turbidez da solucdo bacteriana obtida foi
ajustada com uma solugcao padrao de MacFarland 0,5, o que representa
aproximadamente 10® UFC/ml. Posteriormente, foram retirados 50 uL da
solugdo salina (equivalente a escala de Mc Farland de 0,5) e 10 mL de caldo
Mueller-Hinton foram adicionados, o que equivale a uma concentragao de
5x 10° UFC/ mL. Em placas de 96 pogos foram utilizados controles positivos
(estreptomicina 75 pg/ml, inéculo e caldo MH), controles negativos (DMSO
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20%, indculo e caldo MH), controles de crescimento (indculo e caldo MH);
controle deesterilidade do caldo (MH); branco daamostra (compostoecaldo
MH) e amostra (composto, indculo e caldo MH). As placas foram incubadas
a 379C por 24h e a CIM foi avaliada com base na menor concentracao
do composto capaz de inibir o crescimento microbiano (detectada pela
falta de turbidez, através de leitura da placa em espectofotdmetro com
comprimeto de onde de 490 nm). Para a determinacdao da Concentracao
Bactericida Minima (CBM), aliquotas de 25uL de cada concentracao do
composto inoculado que obtiveram CIM foram retiradas apds a incubacao
e semeadas em placas contendo Agar MH. As placas foram incubadas a
372C por 24h e a CBM foi avaliada como a concentracao do composto
minima que resultou num crescimento de até 0,1% do indculo inicial. Os
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes para
cada concentragao do composto.

A CIM de cada composto frente a Staphylococcus aureus foi
determinada estatisticamente através de analise de variancia dos valores de
absorbancia obtidos por espectrofotometro, apresentados em triplicatas, e
posterior teste de Tukey (p<0,05) para analisar a diferenca entre as médias
dos valores obtidos entre o branco da amostra, amostra, controle positivo
e controle negativo, através do programa Prisma 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os compostos testados, os denominados CABN (derivado de
beta- naftol) e PROP (derivado de benzamidina) apresentaram atividades
antimicrobianas frente a S. aureus na concentragdo de 100 umol/L, sendo
gue a CIM encontra-se entre as concentracées de 50 e 100 umol/L, conforme
representado na Tabela 1.

Os intervalos apresentados na Tabela 1 apresentam a CIM de cada
composto frente a S. aureus. Como a diluicao dos compostos é seriada, a
concentragao testada capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano
nao necessariamente é a concentracdao minima inibitoria. Dessa forma,

ISSN: 2316-5200



SUSCETIBILIDADE DA BACTERIA STAPHYLOCOCCUS AUREUS A COMPOSTOS ORGANICOS SINTETICOS

ANDRADE, A.C.DOS S.P. ET AL

foi utilizado um intervalo que continha as concentragdes mais proximas
testadas, uma capaz de inibir totalmente o crescimento, e outra, na
sequéncia da diluicao, incapaz de inibir o crescimento total.

Os compostos CABN e PROP obtiveram os mesmos resultados quando
comparados ao primeiro experimento, realizado imediatamente apds a
diluicdo dos compostos, com o segundo, realizados apds 24h, inferindo a
estabilidade dos compostos apds diluicao em DMSO 20% e armazenamento
a -20°C por 24h.

A partir dos resultados de CIM obtidos, foram testadas as CBM dos
compostos, obtendo resultado positivo para o composto PROP (200
umol/L), sendo que a CBM obtida encontra-se entre as concentracbes de
50 e 100 umol/L, conforme representado na Tabela 1.

Os intervalos apresentados na Tabela 1 representam as concentracdes
mais proximas testadas, uma capaz de destruir até 0,1% das bactérias
presentes no indculo, e outra, na sequéncia da diluicao, incapaz de destruir.

Tabela 1. MIC e CBM dos compostos CABN e PROP frente a Staphylococcus aureus

Bactéria (ATCC) CIM(umol/L) CBM(umol/L)
Compostos Compostos
CABN PROP CABN PROP
S.aureus (29213) 503100 50a 100 - 100 a 200

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sao prospectivos na elaboracdao de novos
farmacos com a obtencdo de dois compostos sintéticos glicidicos e
aromaticos com potencial funcao antibacteriana frente a S. aureus. Com o
esgotamento das opgOes de terapéutica e a crescente reducao da eficacia
das drogas existentes, a comunidade cientifica tem como um dos objetivos
buscar novas substancias que possam ser utilizadas no combate as
bactérias prevalentes em infeccdes nosocomiais, além de poder apresentar
mecanismos de acao diferentes daqueles ja existentes.
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