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Resumo:

As infecgbes por Staphylococcus aureus e Escherichia coli ttm chamado atencgéo
pela sua alta patogenicidade e devido ao aumento da resisténcia desses
microrganismos aos antimicrobianos disponiveis, tornando-se cada vez mais
necesséario o estudo de novos farmacos. Com isso, novos compostos de origem
natural ou sintética tém sido pesquisados com o objetivo de driblar a resisténcia
bacteriana. Neste sentido, os compostos derivados de benzohidrazida tém sido
objeto de estudo por apresentar importantes acdes bioldgicas e grande versatilidade,
além de terem sido relatadas atividades antimicrobianas desses compostos na
literatura. Portanto, nosso trabalho teve como objetivo, avaliar a atividade in vitro de
compostos derivados de benzohidrazidas em cepas padrées de S. aureus e E. coli.
A concentracdo inibitoria minima (CIM) de 15 compostos derivados de
benzohidrazida nas cepas S. aureus e E. coli foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo. A CIM obtida para todos os derivados de benzohidrazidas
estudados contra S. aureus e E. coli foi superior a 500 ug/ml. Em estudos realizados
com 0s mesmos compostos em Mycobacterium tuberculosis em nosso laboratorio,
uma atividade antimicrobiana seletiva para este bacilo foi observada. Dessa forma,
orientado por esta triagem inicial, novos compostos deverdo ser sintetizados e
avaliados contra diferentes perfis bacterianos.

Introducao

As infec¢bes bacterianas ocorridas tanto na comunidade como no ambiente
hospitalar preocupam o sistema de saude e sdo causa importante de morbidade e
mortalidade entre os pacientes (BARTASH et al., 2017).

As bactérias S. aureus e E. coli sdo normalmente encontrados em nossa
microbiota residente, mas também apresentam alta patogenicidade. Estudos
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recentes mostram que tais bactérias tém apresentado uma resisténcia cada vez
maior a diversos farmacos devido ao uso indiscriminado dos mesmos. ISso gera um
aumento na dificuldade de tratamento destas infeccbes, e um aumento da
necessidade do surgimento de novas opcoes terapéuticas.

Novos compostos de origem natural ou sintética tém sido pesquisados com o
objetivo de driblar a resisténcia bacteriana. Neste sentido, as benzohidrazidas séao
moléculas classificadas como bases de Schiff e tém sido muito estudadas por sua
grande versatilidade e por apresentarem ac¢des biolégicas importantes (TIAGO et al.,
2015). Ademais, atividades antimicrobianas também ja foram relatadas na literatura
(BERMEJO et al.,, 1999). Assim, o estudo da atividade destes compostos em
bactérias comumente isoladas em infeccées humanas torna-se uma estratégia na
busca por novos farmacos principalmente para tratamento de casos de
multirresisténcia bacteriana.

Dado o exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade in vitro de
derivados de benzohidrazidas em cepas padrdes de S. aureus e E. coli.

Materiais e métodos

Foram utilizados e testados 15 compostos derivados de benzohidrazida, com
diferentes modificacbes estruturais na molécula (Dados n&do publicados). Os
compostos deste estudo foram nomeados como R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, RS,
R9, R10, R11, R12, R13, R14 e R15. Os compostos foram testados na concentracao
inicial de 100 pg/ml e posteriormente foi realizada diluicdo seriada, sendo sua
atividade testada sobre as bactérias E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC
29213).

As CIMs dos compostos foram determinadas pelo método de microdiluicdo
em caldo usando Muller Hinton Broth com ajuste de céations (CAMHB, Difco
Laboratories, Sparks, MD, EUA) segundo recomendacédo do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015). Os isolados foram reativados em TSB (Difco
Laboratories) por 2-6 h a 35+2°C, seguido de plaqueamento em Triptic Soy Agar
(TSA - Difco Laboratories) por até 24 h a 35+2°C. O indculo foi preparado pela
comparacao com a escala 0,5 de McFarland e diluido até a concentracéo final de
aproximadamente 5,0 x 10° UFC/mL. Apés 18 h de incubac&o a menor concentracdo
com nenhum crescimento visivel, revelado através do revelador cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazdlio (TTC), foi considerada como CIM. O antibiético ciprofloxacino
(Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle das reacées com MICs pré-determinadas
conforme orientagdes CLSI.

Resultados e Discussao

A CIM obtida para todos os compostos testados contra S. aureus e E. coli foi
superior a 500 pug/ml (Tabela 1). Valores de CIM e outros dados previamente obtidos
no laboratério de Bacteriologia Médica contra M. tuberculosis também estdo
apresentados na Tabela 1 a fim de propiciar uma discussdo mais elaborada. O
composto 10 foi o que apresentou um melhor indice de seletividade (IS) contra o
bacilo da tuberculose.
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Tabela 1: Concentracdo inibitéria minima (CIM) “dos compostos derivados de
benzohidrazida contra trés diferentes cepas bacterianas

Concentracdo inibitoéria minima (ug/ml)

Compostos
*Mycobacteri )
Staphylococc Escherichia um ICe0 Indl_cg de
usaureus coli tuberculosis seletividade
H3,RV
R1 >500 >500 >500 ND ND
R2 >500 >500 >500 ND ND
R3 >500 >500 >500 ND ND
R4 >500 >500 >500 ND ND
R5 >500 >500 >500 ND ND
R6 >500 >500 >500 ND ND
R7 >500 >500 31,25 53,5+3,5 1,7
R8 >500 >500 250 45,015,0 0,2
R9 >500 >500 7,8 22,734 2,9
R10 >500 >500 7,8 18,5+0,5 2,4
R11 >500 >500 >1000 92,5+12, 0,1
5
R12 >500 >500 125 55,7+9,9 0,4
R13 >500 >500 31,25 117,57, 3,8
5
R14 >500 >500 125 127,57, 1,0
5
R15 >500 >500 62,5 89,5+0,5 1,4
Ciprofloxacino 0,5 0,008

*Dados obtidos nas pesquisas realizadas e gentilmente cedidos pelas alunas Eloisa Gibin e Liliani
Silva. ICsp. Concentragdo que inibiu 50% das células Vero; indice de seletividade: 1Cs/MIC;
Mycobacterium tuberculosis H37RV; Staphylococcus aureus ATCC: 29213; Escherichia coli ATCC:
25922; Farmaco de referéncia nas reag@es: Ciprofloxacino.

Observou-se que os resultados da atividade antimicrobiana da gama de
compostos derivados de hidrazidas testados contra S. aureus e E. coli foram
superiores a 500 pg/ml, o que inviabiliza a utilizacdo dos mesmos, nas estruturas
propostas, como opcdes terapéuticas no tratamento de infec¢cdes causadas por
essas bactérias. Lopez-Torres, Zani e Mendiola (2011) realizaram uma investigacao
semelhante da atividade antimicrobiana de compostos com hidrazona e ligantes
benzil bis (benzoilhidrazona) pelo método de diluicdo em caldo para bactérias Gram
positivas (S. aureus) e Gram negativas (E. coli) e os resultados foram semelhantes
a0Ss NOSSOS.

Além disso, estudos realizados no mesmo laboratério, com os mesmos
compostos, verificaram a agao antimicrobiana em M. tuberculosis e mostraram uma
CIM baixa para a maioria dos compostos. Nesse sentido, uma vez que estes
compostos mostraram maior seletividade para o bacilo em relacdo a célula do
hospedeiro (ensaio de citotoxicidade Tabela 1) e que apresentaram um espectro de
atividade mais promissor contra micobactérias, vale ressaltar que se uma vez
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incorporado no tratamento contra tuberculose estes compostos possivelmente nao
terdo atividade contra bactérias da microbiota do hospedeiro, o que se mostra
interessante.

Embora os resultados obtidos nesse estudo nao tenham demonstrado uma
atividade antimicrobiana satisfatoria contra S. aureus e E. coli, nhovos derivados de
benzohidrazidas com outras mudangas na estrutura quimica serdo sintetizados e
avaliados contra diferentes perfis bacterianos na busca por melhores atividades.

Conclusodes

Os derivados de benzohidrazida estudados nao apresentam atividade
antimicrobiana satisfatoria contra E. coli e S. aureus. Orientado por esta triagem
inicial, novos compostos deverdo ser sintetizados e avaliados contra diferentes perfis
bacterianos busca por melhores atividades.
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