Composto sintético: acao inibitdria contra
Streptococcus mutans

JORGE, C. C.}; ALEIXO, A.A.*; HERRERA, K.M.S.%; MAGALHAES, J. T.}; ALVES, R.J.%;
FERREIRA, J. M. S. !

RESUMO

A prevaléncia de microorganismos multirresistentes tem aumentado nas
ultimas décadas. Diante disso, a prospeccdo de novos antimicrobianos,
através de compostos quimicos sintetizados, representa uma alternativa
eficaz no combate as infeccbes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antibacteriana dos compostos DT12, PEG e 19 contra a
bactéria Streptococcus mutans, principal agente causador da cdrie dentdria
e de outras infec¢bes oportunistas. A concentrac¢do inibitoria minima
(CIM) foi determinada através da técnica de microdiluicGo em caldo. Os
compostos foram testados nas concentragdes que variaram de 800 umol/L
a 6,25 umol/L. Estreptomicina 1,0 g/L e dimetilsulféxido (DMSO) 20%
foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente. O
composto 19 apresentou CIM de 100 umol/L. Dessa forma, os resultados
podem apresentar subsidios para estudos posteriores de compostos
sintéticos glicidicos e aromdticos como agentes antimicrobianos.
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INTRODUGAO

Streptococcus mutans faz parte da flora comensal da cavidade oral e
pode desempenhar um importante papel na patogénese da cérie dental.!
Esta bactéria pode aderir e acumular-se na superficie do dente com
polissacarideos extracelulares produzidas por glucosiltransferases (GTFs)
a partir da sacarose?. Além disso, estas bactérias podem metabolizar os
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acucares da dieta para acidos organicos e suportar variagdes rapidas do
pH3. Dessa forma, a S. mutans pode colonizar eficazmente a superficie do
dente e subsequentemente iniciar a carie dentdria.

Além da cavidade oral, S. mutans pode colonizar outras regides do
corpo, como vagina e trato gastrointestinal, causando diversas patogenias.
Seu papel como uma das principais causas de bacteremia em pacientes
com neutropenia é um problema crescente?, e seu envolvimento em
choque séptico, sindrome da angustia respiratdria do adulto, e endocardite
é bem conhecido (26% em valva nativa e 16% em proétese valvar).> Beta-
lactamicos sdao as drogas de escolha para S. mutans, no entanto, cepas
resistentes a penicilina estao sendo cada vez mais isoladas na Europa e nos
Estados Unidos e tornaram-se um assunto de preocupacdo.®

A crescente resisténcia microbiana ocorre como uma resposta ao
uso excessivo de antibidticos e também pela adaptacdo natural que esses
microrganismos adquirem no meio ambiente.’Assim, as infec¢cdes causadas
por bactérias multirresistentes, representam um grave problema de saude
publica, cujo impacto € mundial, o que torna a busca de novos agentes
antimicrobianos extremamente importante.®

Um enfoque para a descoberta de novos farmacos sao os compostos
sintéticos, preparados diretamente por pesquisadores, sendo que estes
tém o dominio da quimica relacionada a preparacao das substancias
iniciais bem como de analogos daquelas que se mostrarem ativas. Isso traz
agilidade para o processo de otimizacao da estrutura quimica (estudos de
relacdo estrutura quimica versus atividade bioldgica).’

Assim, o presente estudo teve como objetivo testar a atividade
antibacteriana in vitro dos compostos sintéticos, denominados DT12, PEG e
19, contra S. mutans, obtendo perspectivas da descoberta de novas formas
de tratamento de modo a diminuir as taxas de letalidade/mortalidade.

MATERIAL E METODO

Foram realizados testes com trés compostos sintéticos glicidicos
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e aromaticos, cedidos pelo Prof. Ricardo José Alves, originarios de uma
quimiotecadoLaboratériode Quimica Farmacéutica Medicinal da Faculdade
de Farmacia/UFMG. Esses compostos foram testados através do método
de microdiluicdao em caldo para determinagdao da concentracao inibitoria
minima (CIM) frente a S mutans ATCC 25175. Além disso, foi determinada a
concentracdo 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 inéculo da bactéria S, mutans, 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 379C, para isolamento de colonias. Em seguida, foram realizadas
dilui¢cdes seriadas dos compostos em DMSO 20% em concentragdes que
variaram de 8000 umol/La 62,5 umol/L. Foram retiradas entre 2 a 3 col6nias
isoladas, tranferindo-as para um solugao salina 0,85%. A turbidez da solugao
bacteriana obtida foi ajustada com uma soluc¢do padrao de MacFarland 0,5,
0 que representa aproximadamente 10® UFC/ml. Posteriormente, foram
retirados 50 pL da solugao salina (equivalente a escala de Mc Farland de
0,5) e 10 mL de caldo Mueller-Hinton foram adicionados, o que equivale
a uma concentragdo de 5 x 10° UFC/ mL. Em placas de 96 pogos foram
utilizados controles positivos (estreptomicina 75 pg/ml, inéculo e caldo
MH), controles negativos (DMSO 20%, inéculo e caldo MH), controles de
crescimento (indculo e caldo MH); controle de esterilidade do caldo (MH);
branco da amostra (composto e caldo MH) e amostra (composto, indculo e
caldo MH). Dessa forma, as concentrac¢des finais dos compostos nos pogos
variaram de 800 umol/L a 6,25 pumol/L. As placas foram incubadas a 372C
por 24h e a CIM foi avaliada com base na menor concentra¢cdao 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).
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Para a determinacao da Concentragao Bactericida Minima (CBM),
aliqguotas de 25uL de cada concentracdo do composto inoculado que
obtiveve 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 concentracdo do composto minima que resultou em
um crescimento de até 0,1% do indculo inicial. Os experimentos foram
realizados em triplicata e repetidos duas vezes para cada concentracao do
composto.

A CIM de cada composto frente a S. mutans foi determinada
estatisticamente através de analise de variancia dos valores de absorbancia
obtidos por espectofotdometro, 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 GraphPrisma 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto 19 mostrou efeito bacteriostatico com CIM de 100 pumol/
mL frente a cepa de S. mutans (Figura 1 e tabela 1). Por outro lado, a bactéria
nao apresentou sensibilidade aos compostos DT12 e PEG nas concentracdes
testadas (CIM > 800 pumol/mL). A estreptomicina, usada como controle
positivo, apresentou CIM entre 3,9 e 62,5 mg / mL. Nenhuma atividade foi
observada para o controle negativo (DMSO 20%), como esperado.

Tabela 1. CIM e CBM dos compostos DT12, PEG e 19

Compostos S. mutans ATCC 25175
CIM(umol/L) CBM(umol/L)
DT12 * *
PEG * *
19 50a 100 *

* : sem atividade antimicrobiana
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Em vista da importancia clinica do composto que apresentou atividade
antimicrobiana frente a S. mutans, os presentes resultados encorajam
estudos adicionais, a fim de isolar e caracterizar compostos e propriedades
antimicrobianas destas estruturas quimicas sintéticas.
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Figura 1. Efeito do composto 19 na [100 umol/mL] frente a S. mutans.
A amostra contém: composto, indculo e caldo MH; o branco da
amostra: composto e caldo MH, controle de crescimento: in6culo e
caldo MH; e branco do meio: caldo MH. Os resultados foram avaliados
estatisticamente através de analise de variancia dos valores de
absorbancia e posterior teste de Tukey, sendo que ndo houve diferenga
significante entre as médias da amostra e branco da amostra (p<0,05).

CONCLUSOES

A CIM obtida para o composto 19 foi de 100pumol/mL contra bactéria
a bactéria S. mutans. No entanto, nenhuma atividade foi observada

pelos compostos DT12, PEG. Os resultados mostraram que os compostos
sintéticos glicidicos e aromaticos tém um potencial efeito antimicrobiano,
tornando-se uma opgao importante para a prospecgdo de novas moléculas
com propriedades antibidticas.
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