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frente a Klebsiella Pneumoniae
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RESUMO

Novos compostos sintetizados estGio sendo utilizados em pesquisas com
objetivo de descobrir formulas com propriedades terapéuticas. A Klebsiella.
pneumoniae é um patégeno causador de infeccbes em ambientes
comunitdrios e hospitalares, e nos ultimos anos, tem apresentado
resisténcia a antibioticos, como os carbapenémicos. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do composto pirazol, frente
a bactéria K. pneumoniae, tendo como resultado, a inibi¢do bacteriostdtica
na concentragdo de 125 ug/L. Dessa forma, conclui-se que os compostos
sintéticos sdo novas perspectivas para a busca de drogas e que mais estudos
devam ser realizados para esclarecer suas acéo frente as bactérias.
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INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae é um importante patégeno causador de
infeccdes do trato urinario (ITU,) pneumonia, septicemias e infeccdes de
tecidos moles, em ambientes comunitarios e hospitalares, sendo que os
principais reservatérios para a transmissao desse patdgeno sao o trato
gastrointestinal e as maos de profissionais de hospitais.' 2

Antibidticos da classe dos carbapenémicos, como imipenem e
ertapenem, tém sido amplamente utilizados em hospitais, no entanto, as
estirpes clinicas resistentes aos carbapenémicos, tais como K. pneumoniae,
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comegaram a surgir nos Ultimos anos.** A enzima Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) foi amplamente divulgada em todo o mundo
entre os isolados de K. pneumoniae e identificada pela primeira vez nos
Estados Unidos, em 2000, conferindo resisténcia a multiplos antibidticos
(especialmente aos carbapenémicos), além da capacidade de tornar
resistentes outras bactérias.”

O aumento significativo na resisténcia aos agentes antimicrobianos
tornou-se uma grande preocupacao para a saude publica. A alta prevaléncia
de multidrogas resistentes aos patégenos levou ao fracasso de tratamentos
atuais e mortes de pacientes imunocomprometidos. A fim de lidar com este
grave problema, que é considerado uma consequéncia do uso generalizado
desses agentes, o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas
ganhou grande importancia.®

Frente a busca de novas drogas que sejam efetivas contra esta
bactéria, um enfoque importante nas pesquisas terapéuticas é a triagem
de compostos quimicos por testes bioldgicos. Assim, as estruturas
guimicas com melhor atividade serdao selecionadas para a realizacao de
testes mais especificos. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do pirazol, um composto aromatico pentagonal, frente a
bactéria K. penumoniae.”’®

MATERIAL E METODOS

Foi utilizada a bactéria K. pneumoniae ATCC 43816, proveniente do
Laboratério de Imunofarmacologia — ICB/UFMG. Frente a esta bactéria,
foi testado o composto aromatico pirazol, cedidos pelo Professor Rafael
César Russo Chagas, originarios de uma quimioteca do Laboratdrio de
Quimica Analitica. Esses compostos foram testados através do método
de microdiluicao em caldo para determinacao da concentracdo inibitoria
minima (CIM) frente a K. pneumoniae.

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

Primeiramente, foi preparado o indculo da bactéria K. pneumoniae,
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 col6nias. Em seguida, foram realizadas
diluicdes seriadas dos compostos em dimetilsulféoxido (DMSO) 20% em
concentragdes que variaram de 4000 pg/L a 6,25 pg/L. Foram retiradas
entre 2 a 3 colOnias isoladas, tranferindo-as para um solucao salina 0,85%.
A turbidez da solugdao bacteriana obtida foi ajustada com uma solugao
padrdo de MacFarland 0,5, o que representa aproximadamente 108 UFC/ml.
Posteriormente, foramretirados 50 uLdasolucdosalina(equivalenteaescala
de Mc Farland de 0,5) e 10 mL de caldo Mueller-Hinton foram adicionados,
0 que equivale a uma concentracdo de 5 x 10° UFC/ mL. Em com 96 po¢os
foram utilizados controles positivos (estreptomicina 75 pg/ml, indculo e
caldo MH), controles negativos (DMSO 20%, indculo 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). Assim, as concentragdes finais do composto nos pocos
variaram de 400 pg/L a 0,625 pg/L. As placas foram incubadas a 372C 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).

A CIM do composto frente a K. pneumoniae foi determinada
estatisticamente através de analise de variancia dos valores de absorbancia
obtidos por espectofotdmetro, 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, branco do meio e controle de
crescimento, através do programa GraphPrisma 5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto pirazol apresentou atividade antimicrobiana frente a K.
pneumoniae na concentracdo de 125 pg/L, sendo que o CIM encontra-se
entre as concentracdes de 62,5 a 125 pg/L (Figura 1), pois como a dilui¢do
dos compostos é seriada, a concentracao testada capaz de inibir totalmente
o crescimento bacteriano nao necessariamente é a concentracdo minima
inibitoria. Dessa forma, o intervalo representa as concentracdes mais
proximas testadas, uma capaz de inibir totalmente o crescimento, e outra,
na sequéncia da diluicao, incapaz de inibir o crescimento total.

Os mesmos resultados foram obtidos pelo composto quando
comparados ao primeiro experimento, realizado imediatamente apds a
diluicdo dos compostos, com o segundo, realizado apds 24h, inferindo a
estabilidade dos compostos apds diluicdo em DMSO 20% e armazenamento
a -20°C por 24h.
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Figura 1. Efeito do composto pirazol na [125 ug/mL] frente a K. pneumoniae.
A amostra contém: composto, indculo e caldo MH; o branco da amostra:
composto e caldo MH, controle de crescimento: indculo e caldo MH; e branco
do meio: caldo MH. Os resultados foram avaliados estatisticamente através de
andlise de varidncia dos valores de absorbancia e posterior teste de Tukey,
sendo que nao houve diferenca significante entre as médias da amostra e
branco da amostra (p<0,05).
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CONCLUSOES

Este estudo investigou a potencial agdao antimicrobiana in vitro do
composto sintético pirazol para o desenvolvimento de novas drogas
antibacterianas frente a K. pneumoniae. Os resultados mostraram que o
composto tem acdo bacteriostatica na concentragdo de 125 pg/L. Além
disso, o trabalho mostra que estes compostos quimicos podem ser novas
perspectivas para abusca de drogas e que mais estudos devam ser realizados
para esclarecer suas acoes frente a K. pneumoniae.
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