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Resumo

Infeccdo hospitalar causada por Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis
vem sendo um problema hospitalar no que diz respeito ao surgimento de resisténcia
bacteriana aos farmacos disponiveis no mercado atual. Neste sentido, a busca por
novas opcdes de compostos com atividade antimicrobiana se faz necessario.
Substéncias sintéticas, tal como as benzohidrazidas, tém se mostrado promissoras
devido as suas atividades antiinflamatorias e antimicrobianas. Dessa maneira, 0
objetivo desse estudo foi avaliar in vitro a atividade de derivados inéditos de
benzohidrazidas em cepa padrdao de P. aeruginosa e E. faecalis. Para isso, a
concentracéo inibitéria minima (CIM) dos compostos foi determinada pela técnica de
microdiluicio em caldo para ambas as bactérias. Os compostos 3, 4 e 5
apresentaram atividade com CIM de 62,5 ug/mL para P. aeruginosa. No caso de E.
faecalis todos os compostos apresentaram CIM>500 pg/mL. Esta triagem inicial dos
derivados de benzohidrazidas nos encorajou para a realizacdo de novos estudos a
fim de ampliar os conhecimentos acerca da utilizacdo de substancias sintéticas no
tratamento de infec¢bes bacterianas.

Introducao

As bactérias Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis apresentam
caracteristicas peculiares. P. aeruginosa se apresenta como um bacilo flagelado
gram-negativo aerébio, ndo fermentador e que nao produz esporos (FIGUEIREDO et
al 2007). Apresenta minimas exigéncias nutricionais (DUNN et al. 1995). Esta
espécie habita o solo, agua e vegetais; € comumente encontrada como oportunista
no ambiente hospitalar, uma vez que causa doenca em individuos
imunocomprometidos (SILVA, 1999; MURRAY et al., 2000).
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E. faecalis sdo bactérias gram-positivas, geralmente encontradas no trato intestinal e
no trato genital feminino; aproximadamente 14 espécies sdo descritas. Atualmente,
as terapias contra E. faecalis tem sido limitada, uma vez que o0 microrganismo vem
adquirindo resisténcia aos grupos de farmacos ja existentes no mercado, como por
exemplo a vancomicina, farmaco de referéncia para tratamento desse patdégeno.

As infeccdes hospitalares tém sido um grande problema para a saude publica
brasileira, ocasionada por microrganismos resistentes a multi-farmacos. Dentre as
bactérias de importancia hospitalar, destacam-se P. aeruginosa e E. Faecalis. A
resisténcia bacteriana contra os antimicrobianos tem sido observada devido a
administracdo errbnea e o abandono aos farmacos durante o periodo de tratamento.
Neste contexto, a busca por novas opcoes terapéuticas para o tratamento destas
infec¢des bacterianas é de suma importancia para a saude publica. Assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar in vitro a atividade de derivados inéditos de benzohidrazidas
em cepa padrao de P. aeruginosa e E. faecalis.

Materiais e métodos

Os 19 derivados da benzohidrazida foram sintetizados pelo grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Fabio Vandresen do Departamento de Quimica da Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR). Os compostos foram testados em P.
aeruginosa (ATCC: 27853) e E. faecalis (ATCC: 29212).

A Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) dos compostos foi determinada pelo método
de microdiluicio em caldo usando Muller Hinton Broth com ajuste de cations
(CAMHB, Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA) seguindo recomendacéao do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). A leitura foi realizada com auxilio
do revelador cloreto 2,3,5-trifenilterrazolio (TTC) a 2%.

O antibidtico ciprofloxacino (SIGMA Aldrich) na concentracdo de 4.096ug/mL foi
utilizado como controle das reacdes conforme orientacbes do CLSI. Todas as
determinacdes foram realizadas em triplicatas e repetidas em dias diferentes.

Resultados e Discussao

Estudos tém mostrado que adicionar elementos metélicos aos derivados de
benzohidrazidas influéncia na sua capacidade antimicrobiana. Isso pode ser
observado para os compostos 3, 4 e 5 com CIM de 62,5ug/mL para P. aeruginosa
(Tabela 1). Por outro lado, esta melhora na atividade n&o foi observada em E.
faecalis, onde para todos os compostos a CIM foi >500 pg/mL. Esta seletividade da
atividade também chamou a atencdo quando estudado estes compostos em
micobactérias.
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Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos compostos derivados de
benzohidrazidas em trés diferentes cepas bacterianas

CIM (pg/mL)
Compostos Pseudomonas  Enterococcus Mycobacterium ICs indice de
aeruginosa faecalis tuberculosis* Seletividade
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
1 >500 >500 31,25 53,5+3,5 1,7
2 >500 >500 250 45,045,0 0,2
3 >500 62,5 7,8 22,7+3,4 2,9
4 >500 62,5 7,8 18,5+0,5 2,4
5 >500 62,5 >1000 92,5+£12,5 ND
8 >500 >500 125 55,7+9,9 ND
10 >500 >500 31,25 117,5£7,5 3,8
11 >500 >500 125 127,5+7,5 1,0
13 >500 500 31,25 89,5+0,5 14
Ciprofloxacino 0,25 0,25 ND ND ND

*Dados obtidos e gentilmente cedidos pelas alunas Eloisa Sampiron e Liliani Silva.

ICso: Concentracdo que inibiu 50% das células Vero; indice de Seletividade: 1Cso/CIM; Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv;
Pseudomonas aeruginosa ATCC: 27853; Enterococcusfaecalis ATCC: 29212; Farmaco de referéncia nas reacgdes:
Ciprofloxacino. ND: néo disponivel.

Os mesmos compostos utilizados no presente estudo também foram previamente
testados contra Mycobacterium tuberculosis por nosso grupo de pesquisa no
Laboratério de Bacteriologia Médica, da Universidade Estadual de Maringa, cujos
resultados foram representados na tabela 1 a fim de propiciar uma discussao mais
ampla acerca da atividade antibacteriana desses compostos. Com isso, pode-se
observar que a CIM dos compostos contra M. tuberculosis foi mais promissora.
Tendo em vista o espectro de atividade mais seletivo contra M. tuberculosis, em
relacdo a célula do hospedeiro (indice de seletividade, Tabela 1) e a melhor
atividade neste bacilo comparado com P. aeruginosa e E. faecalis, os dados
evidenciam a possibilidade de utilizacdo desses compostos no tratamento da
tuberculose, com pouca interferéncia na microbiota do individuo.
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Novos derivados deverdo ser sintetizados na tentativa de melhorar a atividade
contra P. aeruginosa e E. faecalis. No entanto, com esta triagem inicial também
devera ser ampliada para outras bactérias a fim de avaliar a acdo bactéria-seletiva, o
gue se mostra bastante interessante do ponto de vista microbiolégico.

Conclusodes

Devido a prevaléncia crescente de diversas bactérias multirresistentes aos farmacos
disponiveis, constituindo este um problema sério de salde publica, a busca por
novas alternativas que superem a resisténcia aos antimicrobianos classicos é de
primordial importancia. Neste contexto, a triagem inicial dos derivados de
benzohidrazidas nos alerta para que novos estudos sejam conduzidos a fim de
ampliar os conhecimentos acerca da utilizacdo de substéncias sintéticas como
possiveis alternativas terapéuticas no tratamento de infec¢cdes causadas por P.
aeruginosa e E. faecalis bem como contra micobactérias.
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