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RESUMO

As infec¢des microbianas continuam sendo uma importante preocupacgao global de
saude publica devido a sua capacidade de causar doencas graves e altas taxas de
mortalidade. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de
compostos dicalcogenetos frente a microrganismos de interesse médico. A atividade
antimicrobiana dos compostos foi avaliada por microdiluicdo em caldo frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. A citotoxicidade foi
determinada em células Vero (MTT), a inibicado de biofilme por cristal violeta e a
atividade hemolitica em hemacias de carneiro. Em S. aureus, quantificou-se o
estresse oxidativo via sonda H,DCFDA, enquanto as alteracées morfologicas foram
analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e a integridade de
membrana por fluorimetria. O composto OTe1 destacou-se pela atividade bactericida
e antibiofiime frente a S. aureus. A avaliacdo de EROs demonstrou estresse
oxidativo intracelular, o MEV revelou danos na parede celular e a marcacao com
iodeto de propidio confirmou a permeabilizacdo da membrana com extravasamento
celular. O ensaio de hemdlise evidenciou a auséncia de toxicidade para hemacias.
Conclui-se que o OTe1 possui atividade bactericida e antibiofilme contra S. aureus,
além de afetar a estrutura celular e causar estresse oxidativo, sendo um promissor
agente antimicrobiano.

INTRODUCAO

Patégenos de relevancia clinica como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans destacam-se pelo seu potencial em causar quadros sistémicos
graves e crescente resisténcia aos antimicrobianos atualmente disponiveis (BROWN
et al, 2012). Assim, ha a necessidade de desenvolver novos agentes
antimicrobianos mais efetivos e que visem alvos celulares especificos nos
microrganismos. Nesse contexto, compostos calcogénicos, contendo selénio e
teldrio, tém despertado atencdo devido ao seu potencial redox, capacidade de
alterar estruturas celulares e induzir estresse oxidativo, havendo relatos na literatura
de seus efeitos antimicrobianos, antiparasitarios e antitumorais (NOGUEIRA et al.,
2004). Assim, o objetivo desse trabalho foi triar a atividade antimicrobiana de
compostos organocalcogenados inéditos frente a diferentes microrganismos e
investigar seus possiveis mecanismos de acao.
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MATERIAIS E METODOS

A atividade antimicrobiana (CIM, CBM e CFM) dos compostos organocalcogénios foi
determinada frente a S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25922) e C. albicans
(ATCC 10231) por microdiluicdo em caldo (1:2, 24 h a 37 °C) e subcultivo em agar
Mueller Hinton. A citotoxicidade foi avaliada em células Vero expostas aos
compostos (6,25 a 400 uM por 48 h) pelo ensaio do MTT (2,0 mg/mL, 570 nm).

Por fim, S. aureus foram tratados com OTe1 nas concentracées de SubCIM e CIM
por 6h para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelo
marcador H.DCFDA (normalizada por OD600) e a integridade de membrana
plasmatica, com iodeto de propidio (10 uM), por fluorimetria. A inibicdo de biofilme
foi quantificada por cristal violeta 0,1% (0,4 a 1000 uM por 24 h, 570 nm), enquanto
a analise morfologica de S. aureus tratadas com a concentracédo de subCIM por 24 h
foi realizada por MEV. A toxicidade também foi investigada pelo ensaio de hemolise
em hemacias de carneiro a 4% (por 3 h a 37 °C, 540 nm) para determinagcédo da
CHsy, utilizando Triton X-100 a 0,1% como controle positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os compostos avaliados, HSel e HTel ndo apresentaram atividade
antimicrobiana até a maxima concentracao testada (tabela 1). Apesar da substancia
Ose ter CIM relativamente baixa em S. aureus, ela néo teve atividade nos outros
microrganismos avaliados. Nesse cenario, destacamos o composto OTel, que
apresentou melhor potencial biolégico frente a todos os microrganismos testados,
principalmente contra S. aureus, e entdo, esse composto e esse microrganismo foi
selecionado para os demais ensaios.

Tabela 1. Avaliacédo da atividade antimicrobiana dos compostos organocalcogénios

E. coli C. albicans

Compoet S. aureus 3
OMPOSOS | CIM/CBM (uM) | CIM/CBM (uM) | CIM/CFM (M)

Ose 125/250 >1000 >1000

OTe1 62,5/62,5 62,5/62,5 125/125

HSe1 >1000 >1000 >1000

HTe1 >1000 >1000 >1000

CIM, concentragéo inibitéria minima. CBM, concentra¢ado bactericida minima. CFM, concentragao fungicida minima.

O OTe1 demonstrou uma CCsy em células Vero de 5,4 + 3,2 uM, o que caracteriza
citotoxicidade, evidenciando a baixa seletividade entre células bacterianas e células
de mamiferos. Porém, quando ele foi avaliado em hemacias, o composto nao
apresentou atividade hemolitica (Fig. 1) em nenhuma das concentracdes testadas,
diferente da anfotericina B (controle positivo).

Adicionalmente, na analise por MEV (Fig. 2), OTe1 induziu alteracbes na parede
celular das bactérias e extravasamento do conteudo citoplasmatico apos 24h de
tratamento com a concentracao de subCIM.
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Figura 1 — Avaliagio da atividade hemolitica de OTe1 sobre hemécias de carneiro. As heméacias foram tratadas por 3 h com
um gradiente de concentragoes (3,1 a 100 pM).

CONTROLE SubMIC

Figura 2 — Microscopia eletrénica de varradura (MEV). (A) S. aureus nio tratadas (controle negativo); (B, C e D) células
tratadas com 31,25 uM de OTe1 por 24h. Barra de escala: 5 um. O quadrado pontilhado destaca a area de interesse. Seta
branca, alteragao na superficie e rompimento da parede celular; ponta de seta, contetido intracelular extravasado.

Esses achados de MEV foram confirmados no ensaio com o iodeto de propidio (Fig.
3A), onde pode-se verificar um aumento significativo na marcagcdo das bactérias
apos o tratamento com ambas concentracées de OTel, evidenciando a perda da
integridade celular. Esse comprometimento celular estda intimamente ligado a
desregulacdo do metabolismo microbiano, podendo levar a eventos oxidativos e
morte da bactéria (KOHANSKI et al., 2007). Nesse sentido, os niveis de ERO foram
quantificados em S. aureus tratados com a concentracao subCIM e verificou-se um
aumento significativo na producao dessas espécies reativas (Fig. 3B).
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Figura 3 — (A) Avaliagéo da integridade de membrana celular por iodeto do propideo em Staphylococcus aureus tratados
com o composto OTe1 por 4 h nas concentragdes de SubCIM e CIM. (B) Detecgao de espécies reativas de oxigénio totais em
S. aureus tratados com OTe1 por 6h nas concentragdes correspondentes a subCIM e CIM.

Por fim, sabe-se que a bactéria S. aureus tem capacidade de formacao de biofilme,
o qual pode atuar como um fator de resisténcia para os tratamentos (DONLAN;
COSTERTOM, 2002). O OTel1 foi eficaz na prevencdo da sua formacao,
apresentando uma concentragdo inibitéria minima para biofilme (ClMpiofime) de
18,510,8 uM.

CONCLUSOES

O composto OTel1 destacou-se com elevado potencial bactericida e antibiofilme
frente a S. aureus. Evidenciou-se que sua atividade possivelmente ocorre por meio
de geragao de estresse oxidativo, danos e perda da integridade da membrana
plasmatica e colapso da parede celular, aliado a auséncia de toxicidade em
hemacias. Assim, o OTel demonstrou ser uma molécula promissora para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
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