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Resumo

O objetivo deste estudo consiste em avaliar a atividade antimicrobiana da
quinoxalina 1,4-diéxido e alguns dos seus derivados em estirpes bacterianas e
leveduras. Os compostos estudados foram a quinoxalina 1,4-dioxido (QNX), 2-
metilquinoxalina-1,4-dioxido  (2MQNX), 2-metil-3-Benzoilquinoxalina-1,4-didxido
(2M3BenzoilQNX), 2-metil-3-benzilquinoxalina-1,4-didéxido (2M3BQNX), 2-amino-3-
cianoquinoxalina-1,4-diéxido  (2A3CQNX), 3-metil-2-quinoxalinacarboxamida-1,4-
dioxido (BM2QNXC), 2-hidroxifenazina—N-diéxido (2HF) e  3-metil-N-(2-
metilphenil)quinoxalinacarboxamida-1,4-dioxido (3MN(2MF)QNXC). Os modelos
procariotas selecionados para este estudo foram o Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli S3R9, Escherichia coli S3R22,
Escherichia coli TEM CTX-M9, Escherichia coli TEM-1, Escherichia coli AmpC
MOX-2, Escherichia coli CTX-M2 e Escherichia coli CTX-M9. A Candida albicans
ATCC 10231 e a Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 constituiram os modelos
eucariotas deste estudo.

Para os compostos quimicos que apresentem atividade pelo método de difuséo
em disco, serd determinada a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), bem como a
viabilidade e o crescimento (na presenca e na auséncia dos compostos quimicos).

Os resultados deste estudo mostram atividade antimicrobiana para a maioria dos
compostos estudados em todos os modelos procariotas Gram negativos, a excecdo da
E.coli CTX-M2 e CTX-M9 e nenhuma atividade nos modelos eucariotas.

O estudo da viabilidade/curvas de morte em bactérias e num modelo eucariota
(S.cerevisiae) sugerem que alguns destes compostos constituem potenciais drogas para a

guimioterapia antibacteriana.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, quinoxalinas N,N-diéxido, métodos

de suscetibilidade antimicrobiana, viabilidade/curvas de morte.



Abstract

The present work reports the study of the antimicrobial activity of quinoxaline
N,N-dioxide and some derivatives against bacterial and yeast strains. The compounds
studied were quinoxaline-1,4-dioxide (QNX), 2-methylquinoxaline -1,4-dioxide
(2MQNX), 2-methyl-3-benzoylquinoxaline-1,4-dioxide (2M3BenzoilQNX), 2-methyl-
3-benzylquinoxaline-1,4-dioxide ~ (2M3BQNX),  2-amino-3-cyanoquinoxaline-1,4-
dioxide (2A3CQNX), 3-methyl-2-quinoxalinecarboxamide-1,4-dioxide (3M2QNXC),
2-hydroxyphenazine—N-dioxide (2HF) and 3-methyl-N-(2-
methylphenyl)quinoxalinecarboxamide-1,4-dioxide (BMN(2MF)QNXC). The
prokaryotic model used were Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli S3R9, Escherichia coli S3R22, Escherichia coli TEM CTX-
M9, Escherichia coli TEM-1, Escherichia coli AmpC MOX-2, Escherichia coli CTX-
M2 e Escherichia coli CTX-M9. The Candida albicans ATCC 10231 and
Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 were used as eukaryotic model.

For the compounds that present activity for disk diffusion method, minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined, as well as verified the viability and
growth curves (present and absence of chemical compounds).

The results show antimicrobial activity for some compounds in every
prokaryotic model Gram negative, with exception of Escherichia coli CTX-M2 and
Escherichia coli CTX-M9 and no inhibition for eukaryotic models.

The study of viability/growth curves in bacterial and S.cerevisiae suggest that
some compounds are potential new drugs for antibacterial chemotherapy.

Keywords: Antimicrobial activity, quinoxaline N,N-dioxide, antimicrobial

susceptibility methods, viability/ Growth curves.
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Bioatividade da Quinoxalina 1,4-dioxido e seus derivados

1. Introducéao

Desde ha muito tempo que os investigadores se centram no estudo de diversas
patologias, nomeadamente de infecGes microbianas, com o intuito de prevenir,
diagnosticar precocemente e desenvolver novas terapéuticas mais eficazes. Neste
ambito € sobretudo urgente o desenvolvimento de estudos que se centrem na procura de
novas terapias efetivas. Cada vez mais se tem observado um aumento da ineficacia no
tratamento de infe¢Bes que conduz a uma reducdo das opc¢es terapéuticas, aumento da
morbi-mortalidade humana e animal e dos custos associados aos cuidados de salde,
como resultado do crescente desenvolvimento de resisténcias e multirresisténcias.
(Giedraitiene et al, 2011) A resisténcia aos antimicrobianos é observada sobretudo em
bactérias Gram negativas, tais como estirpes de E.coli produtoras de p-lactamases
(ESBLs), que atualmente constituem um importante problema de saude publica.
(Guenther et al, 2011; Garcia-Hernandez et al, 2011) Porém, também se verifica a
presenca de resisténcia aos antimicrobianos por parte de bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus) e leveduras (Candida albicans). (Malachowa & Deleo, 2010;
Pfaller, 2012) Existem investigacfes que mostram que 0s compostos derivados das
quinoxalinas N,N-dioxido sdo potenciais agentes antimicrobianos. (Villar et al, 2008;
Vicente et al, 2008) Dai que a atividade destes compostos continue a ser testada
sobretudo em microrganismos responsaveis por infecdes cronicas, nomeadamente a
Tuberculose, a Maléria e a SIDA. (Vicente et al, 2008; Barea et al, 2012; Kleim et al,
1993) No entanto, existem infecdes que, embora ndo sendo crénicas, também sdo de
extrema importancia. Os derivados das quinoxalinas N,N-dioxido tém sido estudados
quanto a sua atividade anti-M.tuberculosis e anti-Plasmodium e, uma vez que tém sido
obtidos resultados promissores, também seria importante conhecer a atividade destes
compostos noutras estirpes. (Villar et al, 2008; Barea et al, 2012) Assim, neste estudo
pretende-se verificar a suscetibilidade de bactérias Gram positivas, Gram negativas e
leveduras aos compostos quimicos derivados das quinoxalinas 1,4-didxido. Um
composto quimico “ideal” seria aquele que apresentasse uma atividade apenas contra a
estirpe a eliminar e ndo possuisse qualquer acdo nas células eucariéticas do hospedeiro.

Este estudo € imprescindivel na medida em que permitird conhecer a atividade
antimicrobiana de novos compostos quimicos em modelos eucariotas (C.albicans e

S.cerevisiae) e procariotas (S. aureus e de E.coli), numa tentativa de propor novas
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terapias e superar o problema da resisténcia emergente aos agentes terapéuticos por

parte dos microrganismos.
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2.Revisao Bibliografica

2.1 Antimicrobianos

O conhecimento dos antimicrobianos e a compreensdo dos seus mecanismos de
acao e de resisténcia microbiana sdo de extrema importancia, quer na sua utilidade
clinica, quer no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Contudo, neste

estudo dar-se-& mais énfase aos antibacterianos.

2.1.1 Descoberta e evolucéo dos Antibidticos

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928 conduziu a uma
nova era na medicina. Este composto natural, produzido por fungos do género
Penicillium, salvou centenas de milhares de vidas na 22 Guerra Mundial, uma vez que
era toxico para estirpes do género Staphylococcus, mas seguro para ser utilizado em
humanos. O facto de ser toxico para este género permitiu tratar uma grande variedade
de infecGes, nomeadamente escarlatina, pneumonias e gonorreia, que até entdo ndo
possuiam tratamento. A penicilina G ou benzilpenicilina foi o primeiro antibiotico a
tornar-se disponivel para uso clinico em 1942. (Oliveira et al, 2009) Seguiram-se
intensas pesquisas que conduziram a descoberta de novos compostos naturais e
sintéticos que atuassem noutros microrganismos patogénicos. Atualmente, existem mais
tecnologias disponiveis e um maior conhecimento cientifico que permitem a descoberta
e desenvolvimento de novos compostos eficazes no tratamento de infe¢des. Contudo, a
situacdo econdmica exige um corte na avaliacdo e testes clinicos aos novos agentes
antimicrobianos. Deste modo, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS)
a diminuicdo na sintese de novos compostos e 0 aumento das resisténcias conduziu a
uma enorme diminuicdo nas opcOes terapéuticas. (OMS, 2012)

Os antimicrobianos sdo substancias naturais produzidas por microrganismos ou
obtidos por modificages quimicas, que sdo frequentemente utilizados no tratamento de
infecGes humanas ou animais, causadas por bactérias, virus, fungos ou parasitas. Estes
tém capacidade para inibir a proliferacdo microbiana ou destruir o microrganismo,
eliminando a causa de diversas patologias. Estes incluem os antibioticos, antivirais,
antifangicos, antiparasitarios e alguns agentes quimioterapicos. (OMS, 2011) De acordo
com Oliveira et al (2009), dos antibidticos produzidos por microrganismos 66% séo de

actinomicetos, 22% de fungos e 12% de bactérias. Dentre os actinomicetos, 80% sédo
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obtidos a partir do género Streptomyces.

Para além da sua utilidade terapéutica, os antimicrobianos, nomeadamente o0s
antibioticos, sdo bastante utilizados como agentes profilaticos e promotores de
crescimento animal (pecuéria, aquacultura). Dai que o uso e abuso destas drogas em
meio hospitalar, na comunidade e na industria alimentar, seja uma causa importante
para a atual emergente resisténcia bacteriana aos antibioticos. (ASAE, 2010; Buffet-
Bataillon et al, 2012)

2.1.2 Classificacao dos antibidticos

Os antimicrobianos podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica,
mecanismo de acdo, toxicidade, espetro de agédo e uso terapéutico. Contudo, para este
estudo, considera-se mais importante a classificacdo de acordo com o mecanismo de
acao para alguns grupos de antibioticos e estrutura quimica. O mecanismo de acéo sera
apenas abordado em detalhe para os B-lactamicos (antibiéticos mais prescritos) e para as
quinolonas (estrutura quimica muito semelhante & dos compostos estudados). Deste
modo, esta classificacdo permitira compreender posteriormente 0s mecanismos de

resisténcia antimicrobiana conhecidos para as estirpes em estudo.

2.1.2.1 Classificagdo dos antibidticos de acordo com 0 mecanismo de acéo e

estrutura quimica

2.1.2.1.1 Agdo sobre a parede celular - $-lactamicos

A classe ou grupo de antibidticos que exerce acao sobre a parede celular sdo 0s
B-lactdmicos. Esta classe de antibidticos apresenta estruturalmente um anel B-lactamico

que se encontra representado na Figura 1.

—

—NH
s

Figura 1. Estrutura quimica do anel B-lactdmico. Fonte: Compendium of
Chemical Terminology, GOLD BOOK of International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), versdo 2.3.2, 19-09-2012.
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Esta classe de antibidticos apresenta subgrupos de acordo com as cadeias laterais
e o tipo de anel (ou nucleo) associado ao anel B-lactamico. As estruturas basicas que se
conhecem séo os penamo, penemo, cefem, carbapenemo e monobactamo. Oliveira et al,

(2009) fazem referéncia ao clavam como sendo outra estrutura béasica. (Figura 2)
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Figura 2. Estrutura quimica basica dos B-lactamicos. 1- Penamo (penicilinas), 2
- Penemo, 3 - Carbapenemo -, 4 - Cefem, 5 - Monobactamo e 6 - Clavam. (R- Cadeia
lateral) Fonte: IUPAC e http://www.chem.ox.ac.uk/oc/cjschofield/biosynthesis.htm

Os B-lactdmicos com anel penamo, do qual fazem parte as penicilinas, possuem
uma estrutura basica biciclica, denominada acido 6-aminopenicilanico (6-APA). O que
distingue as penicilinas é a cadeia lateral R. (Figura 3) (Ruben, 2012) Algumas
penicilinas podem ser inativadas por p-lactamases bacterianas (por exemplo
penicilinases), que quebram o anel B-lactdmico, inativando o antibidtico. (Bradford,
2001)

Penicilina Benzilpenicilina
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Figura 3. Estrutura quimica geral da penicilina (penamo) e alguns exemplos de
antibioticos derivados desta, nomeadamente a Benzilpenicilina (ou penicilina G),

ampicilina e amoxicilina. Fonte: Antunez et al, 2005.

Os B-lactamicos que contém um anel penemo, diferem dos anteriores na sua
estrutura base, por apresentarem uma dupla ligacdo entre o carbono 2 e 3 do anel.
(Figura 2)

Os cefems, comparativamente com 0s penamo apresentam mais um atomo de
carbono no anel que se encontra associado ao anel B-lactamico, e uma dupla ligagéo
entre o carbono 3 e 4 (Figura 2). Estes podem ser classificados em cefalosporinas,
cefamicinas, oxacefems ou oxa-1-cefens e carbacefems. (Ruben, 2012) As
cefalosporinas sdo as mais representativas do grupo cefems e, possuem um espetro de
acao maior do que as penicilinas. A cefalosporina C foi a primeira cefalosporina a ser
isolada (1948) a partir do fungo Cephaloporium acremonium. Os diversos analogos
desta cefalosporina diferem entre si na cadeia lateral 3-acetoximetil Figura 4. (Oliveira
et al, 2009)
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Figura 4. Estrutura quimica geral de um antibiético cefem a esquerda e,
estrutura da cefalosporina C a direita. As cefalosporinas analogas desta diferem apenas

no grupo que se encontra na cadeia lateral R1. Fonte: Oliveira et al, 2009.
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Atualmente sdo conhecidas 5 geragdes de cefalosporinas baseadas no seu espetro
de atividade. (Ruben, 2012) A primeira geracao € ativa contra bactérias Gram positivas,
excepto MRSA e enterococos; a acdo antibacteriana das cefalosporinas de segunda
geracdo abrange todas as estirpes contra as quais as cefalosporinas de primeira geragéo
atuam e, adicionalmente, apresentam maior espetro de acdo nas bactérias Gram
negativas (Klebsiella e Proteus); a terceira geracdo apresenta maior espetro de acdo do
que os anteriores para microrganismos Gram negativos e menor espetro de acdo para 0s
Gram positivos; a quarta geracdo de cefalosporinas apresenta um espetro de acdo
bastante mais amplo do que os antimicrobianos das geracdes anteriores, atuando contra
Pseudomonas e Enterobacteriaceae produtoras de p-lactamases. (Laudano, 2011)
Recentemente, foi descrito na literatura um novo antimicrobiano (ceftarolin) que tem
sido considerado como uma cefalosporina de quinta geracdo. (Ruben, 2012) Esta
apresenta um amplo espetro de acdo contra Gram negativos, mas a sua atividade contra
Gram positivos é bastante mais abrangente do que os antimicrobianos das geracdes
anteriores permitindo-lhe atuar em estirpes multirresistentes (S. aureus, S.pneumoniae).
(Laudano, 2011; Saravolatz et al, 2011) (Figura 5).

Gram-positive organisms Gram-negative organisms
Staphylococcus aureus Enterobacter cloacae
MRSA Citrobacter freundii
MSSA ESBL-neqgative Escherichia coli
VISA ESBL-negative Klebsiella pneumoniae
VRSA Proteus mirabilis
Coagulase-negative staphylococci  Providencia rettgeri
Enterococcus faecalis Providencia stuartii
Listeria monocytogenes Serratia marcescens
Streptococcus agalactiae Shigella spp.
Streptococcus pneumoniae Moraxella catarrhalis
levofloxacin resistant Haemophilus influenzae
penicillin resistant B-lactamase positive
penicillin intermediate B-lactamase negative
penicillin susceptible B-lactamase negative, ampicillin
Streptococcus pyogenes resistant
macrolide resistant Pasteurella multocida

macrolide susceptible
Viridans group streptococci
B-Haemolytic group A

streptococci
B-Haemolytic group B

streptococci

Figura 5. Atividade antimicrobiana da cefalosporina de quinta geracéo
(Ceftarolin). Fonte: Laudano, 2011.
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A cefamicinas diferem das cefalosporinas pela substituicdo de um hidrogénio na
posicdo 7 do anel biciclico, por um grupo metoxi, que lhe permite resistir a acdo das p-
lactamases (Figura 6). Atuam inibindo especificamente as transpeptidases. (Oliveira et
al, 2009) Os compostos oxacefems ou oxa-1-cefems diferem em um atomo de oxigénio
na posicdo 1 do anel comparativamente com os anteriores. Os carbacefens apresentam

um grupo CH, na posi¢édo 1 do anel. (Ruben, 2012)

R, = - 5 H OCH;
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Figura 6. Comparacao da estrutura quimica das cefalosporinas (a esquerda) com
as cefamicinas (a direita). Verifica-se a substituicdo de um hidrogénio na posicao 7 do
anel biciclico, por um grupo metoxi. Fonte: Oliveira et al, 20009.

Os carbapenemos (Imipenem, meropenem) quando comparados com oS
penemos, ndo apresentam um atomo de enxofre na posicdo 1 do anel ligado ao anel -
lactdmico (Figura 2). Em vez disso, possuem um atomo de carbono com extrema
importancia no espectro de acao e poténcia contra as -lactamases. A presenca do grupo
hidroxietil no carbono 6, aumenta a resisténcia do antibiético a acdo das B-lactamases.
Este subgrupo de antibacterianos possui um amplo espectro de atividade contra
microrganismos Gram positivos, Gram negativos e anaerobios. Contudo, apresentam
alguma dificuldade em travessar a parede celular bacteriana, pelo que se pensa que
atingem o espacgo periplasmatico através das porinas. (Papp-Wallace, 2011; Ruben,
2012)

Os antibioticos monobactamos sdo caracterizados por apresentarem apenas um
anel B-lactdmico na sua estrutura quimica, sendo ativos contra bactérias Gram negativas
produtoras de B-lactamases (Figura 2) O aztreonam constitui o principal exemplo de

monobactamos e sdo ativos contra Gram negativos (Pseudomonas). (Ruben, 2012)
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De acordo com Oliveira et al (2009) clavam constitui outro subgrupo
pertencente ao grupo dos B-lactamicos. O exemplo mais representativo € o acido
clavuléanico (Figura 7). A estrutura basica destes compostos é um anel B-lactamico
associado a um anel oxazolidina (clavam). Trata-se de um composto natural produzido
pelo Streptomyces clavuligerus, que atua como um excelente inibidor das serina B-
lactamases (Classe A) produzidas por bactérias resistentes a penicilinas e
cefalosporinas. Quando o acido clavulanico é utilizado em associacdo com estes
antibioticos, ocorre uma ligacdo irreversivel entre o grupo hidroxilo da serina da B-
lactamase e 0 acido, produzindo um intermediario estavel que inativa a enzima. Assim,

o0 antibiotico atua no combate a infecdo. (Oliveira et al, 2009)

Figura 7. Estrutura quimica o acido clavulanico. Fonte: Oliveira et al, 2009.

Todos os antibioticos da classe dos B-lactamicos exercem uma acgdo bactericida,
sendo classificados funcionalmente como antiparietais, uma vez que inibem enzimas
que atuam na sintese da parede celular bacteriana. (Figura 8) Esta parede é um
biopolimero (denominado peptidoglicano) constituido por unidades glicosidicas
alternadas de N-acetilglucosamina (NAG) e &cido N-acetilmuranico (NAM). (Magnet et
al,2007) Durante a sintese da parede celular, a ligacdo estabelecida entre ambos (B1-4) é
efetuada por transglicosidases. Nestas bactérias, as cadeias laterais peptidicas (com uma
porcdo terminal D-Alanina) ligam-se a extremidades livres de cada unidade de NAM e
vao estabelecer ligacbes cruzadas com o péptido de outra cadeia semelhante, através dos
residuos de glicina que se encontram ligados ao péptido. (Drawz et al, 2010) A
constituicdo desses péptidos diferem entre espécies, e no caso dos Staphylococcus sdo 5
residuos de glicina. As Penicilin Binding Protein (PBP) ou D,D-transpeptidase
catalizam esta reacéo, clivando D-Ala*-D-Ala’ do péptido dador e estabelecem a ligacdo
do grupo carbonil do D-Ala* ao grupo amina da cadeia lateral da posicdo 3 (péptido
recetor). (Magnet et al,2007) Nas bactérias Gram positivas, a camada de peptidoglicano

¢ muito mais espessa (cerca 90% de peptidoglicano). As bactérias Gram negativas

9
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apresentam cerca de 10% de peptidoglicano e uma membrana externa.

As transglicosidases e as transpeptidadses sdo o principal alvo dos antibidticos
utilizados para tratar infecGes severas por Gram positivos (B-lactamicos e
glucopéptidos). (Magnet et al, 2007) Como o0s antibidticos B-lactamicos sdo anéalogos
estruturais da D-Ala-D-Ala atuam como substrato das PBP que deixam de efetuar a
transpeptidacdo. (Draw et al, 2010) Assim, a parede celular comeca a desagregar,

aumentando a sua permeabilidade e ocorrendo a lise celular.

Antibiotics
Sites of action Mechanisms of resistance
Agents that inhibit ¢ \ Permeability barriers
DNA synthesis: o
« Fluoroquinolones il @ 8 @ .

e
Agents that inhibit I
RNA polymerase: o 2
* Rifampin

;: (;g\\‘\__'m
rna P

polymerase’ =

o 3 2 o
R e gy

Bacterium

Bacterial

cell wall
Antibiotic target
modification:

Agents that inhibit * Altered penicillin-

s i iy ; binding proteins
ie;léz.z::[a:thesrs »-..,. i mmmrmrmmmtmmr‘mmun.w\“““‘"~  Altered DNA gyrase
X g%\:;:;;msns Agents that bind to Inactivating enzymes:

« Glycopeptides and inhibit protein synthesis: * B-lactamase
(vancomycin) * Aminoglycosides * Aminoglycoside-
« Tetracyclines modifying enzymes
* Macrolides
* Clindamycin o
» Chloramphenicol @ Antibiotic
* Linezolid

Figura 8. Locais de acdo (a direita) e mecanismos de resisténcia bacteriana aos

agentes antimicrobianos. Fonte: Mulvey & Simor, 2009.

2.1.2.1.2 Agdo sobre a parede celular - Glucopéptidos

Os glucopéptidos sdo assim designados por apresentarem uma molécula proteica
associada a moléculas peptidicas. A vancomicina e a teicoplamina (bactericidas)
constituem 0s principais representantes deste grupo, mas ambos apresentam
propriedades que ndo lhes sdo favoraveis, nomeadamente a baixa lipossolubilidade.
(EARSS, 2008) Contudo, a teicoplamina é mais lipossoluvel.

Os antimicrobianos pertencentes ao grupo dos glucopéptidos atuam inibindo a

10



Bioatividade da Quinoxalina 1,4-dioxido e seus derivados

sintese da parede celular de bactérias Gram positivas através da ligacdo a porgéo
terminal D-Ala*-D-Ala’ do pentapéptido, evitando a transpeptidacéo e transglicozilacdo
(Figura 8). (James et al, 2012) Deste modo, contribuem para a instabilidade celular. De
acordo com EARSS (2008), os glucopéptidos, para exercerem a sua acao eficazmente,
tém que atravessar cerca de 20 camadas de peptidoglicano. Sendo assim, estirpes que
apresentem uma parede celular mais espessa possuem maior capacidade de resistir a
acéo destes antimicrobianos. Por outro lado, ndo atuam em estirpes bacterianas Gram
negativas porque sdo moléculas de alto peso molecular que apresentam dificuldade em
atravessar a sua membrana externa.

Tém sido amplamente utilizados como alternativa aos p-lactdmicos em
individuos alérgicos a estes antibidticos e em infecBes causadas por estafilococos
resistentes a oxacilina. Contudo, a sua utilizacdo tem que ser mais restrita uma vez que

ja existem estirpes com resisténcia.
2.1.2.1.3 Agdo na sintese proteica

Dos antibioticos conhecidos, os aminoglicosideos, as tetraciclinas, as
oxazolidinonas, o cloranfenicol, os macrolidos, as lincosamidas e as estreptograminas
sd0 0s que atuam na sintese proteica bacteriana (Figura 8).

Os antibidticos aminoglicosideos apresentam um ou mais grupos amina
associados a um grupo glicosideo, sdo produtos naturais ou semi-sintéticos com origem
em actinomicetos. A estreptomicina foi dos primeiros antibidticos naturais descobertos
pertencentes a este grupo que era in6cuo para 0 homem, mas com excelente atividade
contra M. tuberculosis, quando associada a outros antibioticos. Tém sido amplamente
utilizados no tratamento de infe¢des causadas por bactérias Gram negativas aerdbias,
como nas infecBes respiratdrias, do trato urinario, endocardites, as septicémias. Os
antibioticos pertencentes a este grupo exercem o seu efeito bactericida, inibindo a
sintese proteica, através da ligacdo a subunidade 30S do ribossoma bacteriano,
impedindo deste modo a leitura correta do mRNA. (McCallum, 2010)

Atualmente s@o conhecidos mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos que
nédo sdo induzidos pela presenca do antimicrobiano. Os mecanismos conhecidos sédo a
alteracdo dos sitios de ligacdo no ribossoma, alteragdo na permeabilidade de membrana

e modificagdo enzimética do farmaco. (Giedraitiene, 2011)
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As tetraciclinas s@o antibioticos com amplo espetro de acdo que atuam em Gram
positivos e negativos e, apresentam também atividade antiprotozoaria (P. falciparium,
E. histolytica). A sua acdo inibe a sintese proteica por ligacdo a subunidade ribossomal
30S, impedindo a ligacdo do tRNA nesse local (inibem a fase de elongacéo).

Atualmente encontram-se caracterizados 29 genes de resisténcia as tetraciclinas
(gene tet), sendo que 18 desses genes codificam para bombas de efluxo e os restantes
para proteinas que protegem os ribossomas da acdo das tetraciclinas. (Chopra &
Roberts, 2001; Roberts, 2003) As oxazolidinonas atuam do mesmo modo que as
tetraciclinas. (McCallum, 2010)

O cloranfenicol é também um antibidtico de largo espetro de atividade que se
liga a subunidade 50S ribossomal inibindo a transpeptidacdo. Atualmente também se

conhecem mecanismos de resisténcia bacteriana para este antibiotico.

Os macrdlidos, as lincosamidas e as estreptograminas sdo frequentemente
referidos em simultdneo uma vez que, apesar de apresentarem diferencas estruturais,
atuam no mesmo alvo bacteriano (subunidade ribossomal 50S). O primeiro macrélido
descoberto foi a eritromicina e, a claritromicina e a azitromicina constituem outros
exemplos de macrdlidos. (Roberts, 2011) A lincomicina e a clindamicina sdo exemplos
de lincosamidas. Como exemplo de estreptograminas tém-se a quinupristina e a

dalfopristina.

2.1.2.1.4 Interferéncia na sintese e/ou acdo do folato

Os antibioticos pertencentes a este grupo possuem uma agdo bacteriostatica,
atuando através da inibicdo da sintese do folato que é um precursor essencial na sintese
do RNA e DNA bacteriano. A sulfonamida e o trimetropim constituem os exemplos
deste grupo. A sulfonamida € um analogo estrutural do acido p-aminobenzéico (PABA)
essencial para a sintese do &cido fdlico bacteriano. Este antibacteriano inibe
competitivamente a enzima envolvida na sintese do folato. O trimetropim é um analogo
estrutural do folato que inibe competitivamente a enzima bacteriana diidrofolato
redutase que converte o diidrofolato a tetraidrofolato. Se esta conversdo ndo ocorrer,

ndo ha multiplicagéo bacteriana. (Skold, 2001)
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2.1.2.1.5 Agdo na replicacgao - Quinolonas e fluoroquinolonas

Os antibidticos pertencentes a este grupo (sintéticos) derivam do éacido
nalidixico e foram, primeiramente, utilizados da década de 60. A primeira geracdo de
quinolonas (&cido nalidixico e o acido oxolinico) apresentava uma fraca atividade
antibacteriana. O &cido oxolinico chegou a ser utilizado na medicina veterinaria. Duas
décadas depois, surgiram as fluoroquinolonas (quinolonas de segunda geracdo) que
diferem das quinolonas por apresentarem um atomo de fluor na posi¢cdo 6 do anel
quinolonico. A ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina e pefloxacina constituem
exemplos das primeiras fluoroquinolonas que surgiram. (Poirel et al, 2012) Estas
apresentam uma potente atividade contra Gram positivos e uma agdo severa sobre 0s
Gram negativos. As fluoroguinolonas mais recentes apresentam uma maior espetro de
acdo contra bactérias Gram positivas (sparfloxacina, levofloxacina e moxifloxacina) e
bactérias anaerobias (trovafloxacin, gatifloxacin, or gemifloxacin) (Poirel et al, 2012)
Contudo, sdo muito utilizadas para combater infe¢bes urinarias causadas por
Enterobacteriaceae. (Michon et al, 2011) Collin et al (2011) refere esta classe de
antibidticos pode apresentar uma acdo bacteriostatica ou bactericida. Essa acdo €
exercida sobre a subunidade A da DNA girase (ou topoisomerase 1) nas bactérias Gram
negativas, e a topoisomerase IV pode ser o alvo em alguns microrganismos Gram
positivos (S. aureus). (Collin et al, 2011; McCallum, 2010) A topoisomerase Il tem
como funcdo tornar a molécula de DNA mais condensada (superenrolamento) e
biologicamente ativa. Quando a sua acéo € inibida pelo antibidtico, a molécula de DNA
passa a ocupar muito espaco no interior da bactéria e as extremidades livres determinam
uma sintese descontrolada de mRNA e proteinas (acdo bacteriostatica). A acgdo
bactericida parece ser é dependente da sintese de uma proteina. Portanto, esta classe de
antibidticos interfere com a replicacdo do DNA (Figura 8).

Os mecanismos de resisténcia conhecidos para esta classe de antimicrobianos
incluem alteracfes no alvo (mutagfes no gene topoisomerase) ou presenca de bombas
de efluxo. (McCallum, 2010; Giedraitiene, 2011)

2.1.2.2 Classificagdo dos antibidticos segundo a importéncia na medicina
humana (OMS)

Um grupo de trabalho da OMS desenvolveu critérios que permitem classificar os

antimicrobianos, nomeadamente o0s agentes antibacterianos, de acordo com a sua
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importancia na medicina humana. Essa classificacdo define os antibioticos em 3
categorias: ‘“‘criticamente importantes”, “altamente importantes” e “importantes”. Os
antibacterianos “‘criticamente importantes” constituem a unica OU uma das poucas
alternativas para tratar infe¢coes humanas severas (Critério 1), e podem ser transmitidos
por fontes ndo-humanas ou por doencas causadas por organismos que adquiriram
determinantes de resisténcia dessas mesmas fontes (Critério 2). Os antibacterianos
“altamente importantes” incluem-se no Critério 1 ou 2 e os restantes ndo se inserem em
nenhum dos critérios. (WHO, 2007) Estes critérios permitem também contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de monitorizacdo do risco para melhorar a utilizacdo dos
agentes antimicrobianos na agricultura e medicina veterinaria. Os animais destinados ao
consumo humano sdo fontes de bactérias que causam infecdes humanas. Essas bactérias
podem carregar determinantes de resisténcia que sdo transmitidos aos humanos através

da alimentacédo ou pelo contato direto com os animais. (Collignon, 2009)

2.2 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana (ou resisténcia as drogas) é um fenémeno biologico
natural, em que 0s microrganismos adquirem (ou ja possuem) resisténcia as drogas cuja
finalidade € destrui-los ou inibir o seu crescimento. Todavia, essa resisténcia conduz a
ineficacia do agente antimicrobiano, permitindo que a infecdo de dissemine, e haja um
aumento da morbi-mortalidade. (OMS, 2011) A OMS refere que 0 aumento emergente
da resisténcia aos antimicrobianos por parte dos patogénios humanos constitui,
atualmente, um grande problema de saude publica. O principal fator que contribui para
essa resisténcia na comunidade é a sua incorreta utilizagdo. (Onwubiko & Sadig, 2011)
Por outro lado, a Unidade de Cuidados Intensivos (UCI) € considerada o epicentro das
multirresisténcias (Brusselaers et al, 2011) devido ao grande nimero de pacientes
imunodeprimidos, uso de dispositivos médicos (sondas) e a ampla utilizacdo de
antimicrobianos. (Cercenado, 2011) Os antibidticos e os genes de resisténcia também
tém sido considerados poluentes ambientais, uma vez que conduzem a alteraces nos
ecossistemas e tém impacto na saude humana. (Martinez, 2009) Ainda em termos
ambientais, sdo preocupantes os efluentes hospitalares e os residuos das quintas onde

ocorre a criacdo de animais. (Martinez, 2009)
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2.2.1 Origem da resisténcia

Quanto a origem da resisténcia microbiana, a OMS refere que, ha bilides de
anos, o facto de alguns microrganismos produzirem naturalmente substancias quimicas
para se protegerem de outros microrganismos fez com que estes desenvolvessem
mecanismos que lhes permitem sobreviver a agdo dessas substancias. Desde entéo essa
resisténcia tem sido transmitida através de linhagens microbianas, permitindo que
estirpes sensiveis se tornem resistentes a acdo dessas substancias. (OMS, 2012)

De acordo com a OMS, para grande parte dos microrganismos sensiveis, ndo é
facil o aparecimento subito de novas resisténcias através de mutagdes ou aquisicdo de
genes, e este fendmeno € raro. Assim, a resisténcia que se observa atualmente na pratica
clinica foi desenvolvida hd muito tempo noutro individuo, animal ou num reservatério
ambiental em qualquer parte do mundo. (OMS, 2012) De acordo com Martinez (2009),
a utilizagéo excessiva de antimicrobianos na produgdo animal e na agricultura, antes da
introducdo dos antimicrobianos na prética clinica, conduziu a uma contaminacdo de
ecossistemas naturais, cuja clara consequéncia é a selecdo de bactérias resistentes.
Consequentemente, existe um grande impacto em termos de saude publica (Martinez,
2009)

2.2.2 Pressao seletiva

De acordo com Mulvey & Simor (2009) a pressdao seletiva é definida pela
presenca de determinadas condi¢fes ambientais a que esta sujeito um organismo com
determinadas caracteristicas que Ihe permite sobreviver e proliferar. Numa situacédo de
infecdo, as estirpes comensais e as estirpes responsaveis por determinada infecdo sdo
expostas ao agente antimicrobiano que pode inibir ou destruir a maioria da populagéo
bacteriana sensivel, enquanto as estirpes resistentes sobrevivem. (OMS, 2012) Estas
estirpes podem ser intrinsecamente resistentes ao antimicrobiano ou terem adquirido
essa resisténcia e, portanto, o uso do antimicrobiano seleciona as estirpes resistentes que
podem proliferar e causar novas infecdes (Figura 9). Existem estudos que mostram que
0 uso de antimicrobianos esta associado ao aumento da resisténcia aos mesmos. Um
estudo retrospetivo, que tinha como objetivo avaliar a relagdo entre o uso
fluoroquinolonas e a diminuicdo da suscetibilidade de algumas estirpes as
fluoroguinolonas em hospitais universitarios durante nove anos, concluiu que ocorre

uma diminuicdo na suscetibilidade de algumas estirpes estudadas as fluoroquinolonas.
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Nestas estirpes incluem-se a E. coli, P. aeruginosa e P. mirabilis. (Zervos et al, 2003)

Os antimicrobianos também sdo considerados importantes poluentes ambientais.
A maioria dos antibidticos naturais é biodegradavel, servindo de alimento a muitos
microrganismos. Contudo, os antimicrobianos sintéticos, em geral, apresentam uma taxa
de degradacdo lenta que aumenta o tempo de exposi¢cdo dos microrganismos aos
antimicrobianos. (Martinez, 2009) De acordo com este autor, a emergéncia da
resisténcia aos antimicrobianos pode resultar da pressao seletiva dos antimicrobianos.
Contudo, a emergéncia desses fenotipos de resisténcia depende de varios fatores, como
o0 grau de resisténcia e o local de colonizacao. (Giedraitiené et al,2011; Brusselaers et al,
2011)

Antibiotic-resistant Antibiotic
organism o

/ \ J ' ig‘:‘cz‘:‘t‘.ﬁ' éj z/f )
. b us

«Kx

Figura 9. Efeito da pressao seletiva nas bactérias. Populacdo bacteriana sensivel
na presenca de bactérias com resisténcia a determinado antibidtico (a esquerda); Na
presenca do antibiotico, as bactérias sensiveis sdo destruidas e as resistentes sobrevivem
(ao centro); As bactérias resistentes proliferam podendo causar nova infecdo. Fonte:
(Mulvey & Simor, 2009)

2.2.3 Propagacao da resisténcia bacteriana

A transmissdo/disseminacdo dos microrganismos resistentes pode correr atraves
do contato direto entre profissionais de saude e utentes, equipamento médico e cirurgico
contaminado, do ambiente, da agua e da alimentacdo. (Mulvey & Simor, 2009; OMG,
2006; Giedraitiene, 2011) De acordo com a OMS, a incorreta utilizacdo dos
antimicrobianos na pratica clinica e na inddstria (pecuéria, aquacultura), constitui a
principal causa de transmissdo de resisténcia. Os agentes antimicrobianos também sdo
utilizados como agentes profilaticos e promotores de crescimento animal destinado a
alimentacdo humana (pecuaria, aquacultura). (OMG, 2006; Giedraitiene, 2011) A

resisténcia da E.coli a ciprofloxacina esta associada ao uso de fluoroquinolonas na
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avicultura. (Giedraitiene, 2011) Desta forma, o uso dos antimicrobianos pode estar
associado a disseminacdo de microrganismos patogénicos presentes nos animais para
consumo humano, através dos alimentos. (Martinez, 2009)

O aumento massivo do comércio (importacGes e exportacOes alimentares, por
exemplo) e da mobilizagdo humana como consequéncia da globalizagdo, tém permitido
a propagacao dos agentes infeciosos.

Em suma, a emergéncia e disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos

contribui para o aumento da pressdo seletiva, dai a importancia de minimiza-Ia.

2.2.4 Genética da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos pode ocorrer naturalmente (intrinseca) ou ser
adquirida (extrinseca). A primeira ocorre devido a presenca natural de genes
cromossomicos ou determinantes das caracteristicas do organismo que conferem
resisténcia a determinados antimicrobianos. (Mulvey & Simor, 2009) Por exemplo, o
facto de o Mycoplasma ndo apresentar parede celular torna-o resistente aos f-
lactdmicos; a E.coli é naturalmente resistente a vancomicina (Tenover, 2006 - tese
Ruaben; Giedraitiene, 2011). A impermeabilidade celular ao antimicrobiano, a auséncia
de alvos, a presenca de bombas de efluxo e enzimas inativadoras do antimicrobiano,
constituem exemplos de mecanismos naturais de resisténcia. (Tenover, 2006 - tese
Rudben) Por outro lado, os mecanismos de resisténcia extrinseca envolvem mudancas na
composicdo genética do organismo e incluem mutagGes cromossémicas e/ou

transferéncia vertical ou horizontal de material genético (Figura 8).
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Figura 10. Transferéncia genética horizontal e vertical. Fonte: Malachova &
DeLeo, 2010.

As mutacBes cromossémicas podem ocorrer espontaneamente devido a erros de
replicacdo ou incorreta reparagdo do DNA, mas em condi¢fes normais a sua taxa é
muito baixa. Contudo, numa situacdo de infecdo, a taxa replicacdo é mais elevada do
gue na auséncia de infecdo, aumentando a probabilidade de ocorréncia desse tipo de
mutacdo. A resisténcia da E. coli as quinolonas pode ocorrer devido a muta¢des no gene
que codifica a sintese da subunidade A da DNA girase (gyrA).

A transferéncia vertical ocorre quando um microrganismo recebe material
genético da célula progenitora, que pode conter determinantes de resisténcia. A
transferéncia horizontal de material genético pode ocorrer entre microrganismos
procariotas ou eucariotas, ou entre eucariotas e procariotas. Este tipo de transferéncia
também é conhecido como transferéncia de elementos genéticos mdveis (EGM).
(Malachowa & DelLeo, 2010) Os plasmideos, os transposdes, os bacteriofagos, as
sequéncias de insercdo (SI), cassetes cromossomicas e ilhas de patogenicidade
constituem alguns exemplos de EGM que podem conter determinantes de resisténcia
aos antimicrobianos. A transferéncia desses genes pode ocorrer por conjugacao
(plasmideos, transposdes), transdugdo (bacteriofagos, integrdes) e transformagdo (DNA
cromossomico livre). A incorporacdo desse material genético na nova célula bacteriana

provoca diversas alteragfes na sequéncia de DNA. A conjugacdo envolve troca de
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material genético cromossomico ou extracromossomico entre bactérias; a transducao
envolve transferéncia de material genético entre bactérias através de bacteriofagos; e a

transformacéo consiste na captacdo de DNA livre no ambiente extrabacteriano.

2.2.5 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

O uso de varios antimicrobianos, ao longo dos anos, tem conduzido ao
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte dos microrganismos a um ou
mais antimicrobianos. Quando um microrganismo apresenta resisténcia a mais do que
um antimicrobiano fala-se em microrganismo multirresistente ou que apresenta
Multidrug Resistence (MDR). Atualmente existem diversas estirpes MDR,
nomeadamente E. coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa produtoras
de B-lactamases, S. aureus meticilina resistentes (MRSA), Vancomicin resistance S.
aureus (VRSA), Micobacterium tuberculosis, entre outras. (Giedraitiene et al, 2011) Os
mecanismos de resisténcia inatos ou adquiridos permitem aos micro-organimos escapar
a acdo dos antimicrobianos.

Conhecem-se 4 mecanismos de resisténcia basicos: a alteracdo do alvo
antimicrobiano (parede celular, sintese proteica), a alteracdo da permeabilidade de
membrana, mecanismos enzimaticos e desenvolvimento de vias metabdlicas
alternativas. (McCallum, 2010; Ruben, 2012)

2.2.5.1 Alteracdo do alvo bacteriano

A interacdo entre o antimicrobiano e a molécula alvo é muito especifica, pelo
que alteracdes no alvo influenciam a ligacao entre ambos. Por exemplo, os p-lactamicos
atuam nas Penicilin Binding Protein (PBP), mas algumas estirpes tém capacidade para
produzir uma PBP alternativa (PBP2a), que reduz a afinidade desse grupo de
antimicrobianos. (Giedraitiene, 2011) Este mecanismo serd abordado em detalhe no
topico “S. aureus — Mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos”. Outro exemplo
corresponde a mutacdo no gene que codifica para a subunidade A da DNA girase. Esta

alteracdo conduz a auséncia de afinidade da fluoroquinolona para o seu alvo.

2.2.5.2 Alteracgédo na permeabilidade membranar

Um exemplo de alteracdo na permeabilidade ocorre, por exemplo, devido a
mutacdes nas porinas ou a presenca de bombas de efluxo. As porinas séo canais atraves

dos quais os antimicrobianos podem passar para o interior da celula. Se ocorrerem
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mutacgdes nos genes que codificam essas porinas (exemplo: resisténcia as tetraciclinas) a
permeabilidade passa a ser limitada. (Ruben, 2012) As bombas de efluxo, por outro
lado, expulsam o antimicrobiano para 0 meio extracelular, reduzindo o uptake da droga
no interior da célula. Algumas destas bombas de efluxo sdo especificas para
determinados antimicrobianos enquanto outras sdo denominadas de transportadores
multidrogas  (fluoroquinolonas, tetraciclinas e macrdlidos) e  contribuem
significativamente para a MDR. (Giedraitiene, 2011) H4, portanto, neste mecanismo,

uma diminuigdo na quantidade de antimicrobiano que entra na célula bacteriana.

2.2.5.3 Mecanismos enzimaticos

Quanto aos mecanismos enzimaticos que inativam antimicrobianos incluem-se a
producdo de B-lactamases e transferases. As primeiras sdo as mais prevalentes e as
clinicamente importantes sdo produzidas por bactérias Gram negativas. Sdo abordadas
em detalhe no topico “E.coli — Mecanismos de resisténcia aos p-lactamicos”. As
transferases sdo enzimas que adicionam determinados grupos quimicos na periferia dos
antibidticos, inativando-os. Por exemplo, a adicdo de fosforiltransferases,
nucleotidiltransferases, adenililtransferases ou acetiltransferases aos aminoglicosideos
neutraliza a sua atividade através da reducdo da afinidade ao seu alvo. Estas enzimas ja
foram identificadas em estirpes de S. aureus e S. pneumoniae e € 0 mecanismo de
resisténcia mais comum aos aminoglicosideos. (Giedraitiene, 2011) Geralmente 0s
genes que codificam a sintese destas transferases estdo localizados em transpos@es, o
que explica a sua ampla disseminacdo em bactérias Gram positivas e Gram negativas.
(McCallum, 2010)

2.2.5.4 Vias metabodlicas alternativas

O dltimo mecanismo de resisténcia referido pode ser observado em estirpes
resistentes as sulfonamidas e trimetropim. A enzima alvo de ambos os antibi6ticos
(diidropteroato sintetase e diidrofolato redutase) torna-se insensivel a estes, devido a

sintese de enzimas com baixa afinidade para as sulfonamidas e trimetropim.

2.3 Combate a resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema multifatorial e que requer uma
abordagem multidisciplinar. N&o se trata de um problema recente, mas que se tem

tornado cada vez mais perigoso, sendo necessario tomar medidas urgentes para
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minimizar as suas consequéncias. A implementacao dessas medidas deve ser efetuada a
nivel hospitalar e dos profissionais de satde, na comunidade e na indudstria de producao
animal, agricultura e veterinaria (Collignon, 2009) A OMS desenvolveu estratégias
mundiais, com o intuito de reduzir a taxa de resisténcias, prevenir infecdes e reduzir a
propagacdo de microrganismos resistentes. As estratégias foram elaboradas
separadamente, tendo em conta a populacdo alvo e instituicbes. Por isso, existem
recomendacdes para os utentes e comunidade em geral, profissionais de salde,
hospitais, quem administra antimicrobianos aos animais destinados ao consumo humano
e para 0S governos nacionais. O documento encontra-se disponivel no
http://www.who.int/drugresistance/SpGlobal2.pdf (2001).

2.4 Consumo/Resisténcia aos antimicrobianos em Portugal

A Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude em Portugal
(INFARMED), participa num programa internacional, o European Surveillance of
Antimicrobial Consumption (ESAC) coordenado European Centre for Diseases
Prevention and Control (ECDC) A finalidade deste projeto é fornecer dados acerca da
quantidade e tipo de antimicrobianos que sdo utilizados nos diversos paises que
participam no projeto. Um programa paralelo a este, o European Antimicrobial
Resistence Surveillance System (EARSS), financiado pelo ECDC da Comisséo
Europeia, retne informagbes acerca da resisténcia aos antimicrobianos relativos a
bactérias isoladas de infecBes invasivas. Em Portugal, é o Instituto Nacional de Saude
Dr. Ricardo Jorge (INSA) que coordena o projeto, sendo, por isso, definido como o
Laboratério Nacional de Referéncia para Resisténcia aos Antimicrobianos (LNR-RA).

O INFARMED ¢é o responsavel pela recolha dos dados relativos ao consumo de
antimicrobianos que sdo enviados para 0 ECDC, que possui uma base de dados continua
e comparavel com diversos paises (29 no total). Em 2008, Portugal registou um
aumento de 3,7% no consumo de antimicrobianos em ambulatério quando comparado
com o ano anterior. (ESAC, 2008) Os antibi6ticos mais prescritos pertencem ao grupo
das penicilinas e representam 51% do consumo total de antibiéticos (Figura 11). De
acordo com ESAC, em 2010, Portugal esta entre os paises que mais consomem

antimicrobianos na comunidade e o que menos consome a nivel hospitalar.
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J01 classes Ambulatory care
Beta-lactam antibacterials, penicillins (JO1C) 11.60
Other beta-lactam antibacterials (JO1D) 1.98 4
]

Tetracyclines (JO1A) 0.82 '
Macrolides, lincosamides and streptogramins (JO1F) 3.87 /
Quinalone antibacterials (JO1M) 305
Sulfonamides and trimethoprim (JO1E) 043 -

() Beta-lactam antibacterials, penicillins (JO1C)
Other JO1 substances 0.85

@ Other beta-lactam antibacterials (J01D) @@ Tetracyclines (JO1A)
Total JO1 classes 22.61

(O Macrolides, lincosamides and streptogramins (JO1F)
() Quinolone antibacterials (JO1M)

(O Sulfonamides and trimethoprim (J01E) @@ Other |01 substances

Figura 11. Uso dos antimicrobianos em Portugal no ano 2008 em ambulatorio,
expressos em DDD (Defined Daily Dose)/1000 habitantes por dia. Fonte: European
Surveillance of antimicrobial Consumption (ESAC) em
http://www.esac.ua.ac.be/main.aspx?c=*ESAC2&n=50280 (2008).

Quanto a resisténcia aos antimicrobianos, a base de dados do ECDC apresenta 0s
valores anuais para os diversos paises que participam no programa EARSS, apenas para
as estirpes/antibioticos com relevancia clinica (E.faecalis, Enterococus faecium, E.coli,
K.pneumoniae, P.aeruginosa, S. aureus e S. pneumoniae). Neste topico apenas serdo
abordadas as estirpes/antimicrobianos relevantes para este estudo.

De acordo com o0 EARSS, entre 1999 e 2008, apenas 2 paises apresentam mais
de 50% de estirpes MRSA: Portugal (53%; n=1556) e Malta (56%; n=108) (Figura 12)
Entre 2008 e 2011, comparativamente com 0s restantes paises que participaram no
estudo, Portugal apresentou a percentagem de estirpes MRSA mais elevada (54,6%).
Assim, em contraste com a melhoria em muitos paises europeus (sobretudo em Franca e
Malta), em Portugal as estirpes MRSA continuam a ser um grave problema de Salde
Publica. A Tabela 1 mostra dados mais recentes (2010/ 2011) relativos ao nimero de
estirpes de MRSA e E.coli Sensiveis, Intermédias ou Resistentes a acdo de

determinados grupos antimicrobianos.

Tabela 1. Namero de isolados de E.coli e S. aureus Sensiveis (S), Intermédias
() e Resitentes (R) a alguns grupos antimicrobianos em Portugal em 2010 e 2011.

Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) em
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http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-

Net/database/Pages/graph_reports.aspx (Ultimo acesso a 22-01-2013).

NUmero total NUmero NUmero NUmero
Estirpe de isolados Grupo de estirpes S estirpes | estirpes R
bacteriana  (2010/2011) antibidtico (2010/2011)  (2010/2011)  (2010/2011)
1921/1917 Fluoroquinolonas 1396/1386 1/9 524/ 522
E.coli 1976/1963 Aminopenicilinas 872/ 849 1/ 4 1103/ 1110
1979/1962 Aminoglicosideos 1729/ 1640 12/ 7 238/ 315
S.aureus 1633/ 1307 Meticilina 761/ 594 0/0 872/ 713

Legend

[ No data*
O <1%

M 1-5%
[15-10%
= 10-25%
B 25 - 50%
M > 50%

5¢

Figura 12. Proporcdo de estirpes MRSA em 2008. Para 0s paises que nao
reportaram dados ou reportaram menos de 10 isolados ndo sdo apresentados dados.
Fonte: European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS), 2008.

Por outro lado, entre 1999-2008, Portugal ndo faz parte da pior estatistica para
isolados de E.coli com resisténcia aos aminoglicosideos e cefalosporinas de 3? geracao.
Contudo, Portugal apresenta entre 25-50% de isolados de E.coli com resisténcia a

fluoroquinolonas (Figura 13). Contudo, em 2010 e 2011, tal ndo se verifica (Tabela 1).
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Legend

[ No data®
0d<1%
1-5%
5-10%
0 10-25%
M 25-50%
> 50%

Figura 13. Proporcdo de isolados de E.coli resistentes a fluoroquinolonas em
2008. Para os paises que ndo reportaram dados ou reportaram menos de 10 isolados néo
sdo apresentados dados. Fonte: European Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARSS), 2008.

Analisando os dados mais recentes, também se observou uma ligeira diminuicdo
no numero de isolados resistentes as fluoroquinolonas (Tabela 1). A participacao nesta
rede internacional de sistemas de vigilancia nacional € de extrema importancia, uma vez
que proporcionam informacdo atualizada as Autoridades Regionais de Salde acerca do
consumo e resisténcia antimicrobianos. A partir desta monitorizacdo, é possivel
conhecer a necessidade de implementacdo de novas medidas nacionais que visem

contrariar a tendéncia do aumento das resisténcias.

2.5 Compostos derivados das quinoxalinas N,N-dioxido

As quinoxalinas (CgHgN,) sdo uma importante classe de compostos aromaticos
heterociclicos também conhecidas como Benzoparadiazinas, 1,4-Benzodiazina,
Benzopirazinas, 1,4-Diazanaftaleno, Fenopiazinas, Fenpiazinsa, Quinazinas ou
Benzo(a)pirazinas. Estas moléculas apresentam um anel complexo constituido por um
anel de benzeno associado a um anel de pirazina e séo utilizadas como corante e como
antibidtico (Figura 14). (Database ChEBI)
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Figura 14. Estrutura quimica geral 2D e 3D da quinoxalina. Fonte:
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=7045

Nas Ultimas décadas tém sido documentados diversos estudos que fazem
referéncia a atividade biologica de novos compostos derivados das quinoxalinas mono
ou di N-oxido. Um exemplo destes compostos sdo os derivados das quinoxalinas 1,4-
dioxido, que apresentam atomos de oxigénio (O) ligados aos atomos de azoto (N) no
anel aromatico. (Diab-Assef et al, 2002) (figura 15) Esta oxidagdo dos atomos de azoto
confere aos compostos uma grande diversidade de propriedades biologicas. Essa
diversidade deve-se ao facto dos compostos aromaticos poderem apresentar estruturas
de ressonancia denominados hibridos de ressonancia onde ocorre deslocacdo dos
eletrdes sem ocorrer alteracdo na posi¢do dos &tomos que constituem a molécula. Deste
modo, qualquer grupo ou atomo capaz de aceitar ou doar eletrGes por efeito de
ressonancia vai afetar a distribuicdo de carga no anel aromatico.

Os compostos derivados da quinoxalina 1,4-diéxido, diferem desta, por
apresentarem substituintes (grupo amina, metil, benzil, benzoil, carboxamida,
carbonitrilo) em uma ou mais posi¢des da molécula. (Barea et al, 2012) Relativamente
aos derivados da quinoxalina 1,4-di6xido, tém sido descritos como potenciais agentes
antibacterianos, antivirais, antifungicos, antitumorais, antihelminticos e inseticidas.
Estudos efetuados neste ambito revelaram resultados bastante promissores. (Carta et al,
2002) Alguns demonstram que alguns compostos derivados das quinoxalinas 1,4-
diéxido apresentam atividade in vitro e in vivo anti-M.tuberculosis constituindo, assim,
possiveis agentes no tratamento da tuberculose multirresistente. (Villar et al, 2008;
Vicente et al, 2008) Outro estudo envolvia a avaliagdo in vitro da atividade
antibacteriana e antifungica de outros compostos derivados das quinoxalinas em S.
aureus, E. coli e C. albicans. Alguns também apresentaram boa atividade contra as
estirpes estudadas. (El-Hawash et al, 2006) Outros compostos derivados das
quinoxalinas 1,4-dioxido foram também testados quanto a sua capacidade para inibir a
replicacdo do VIH-1, atuando sobre a transcriptase reversa. (Kleim et al, 1993) Estevez

et al, (2011) efetuaram um estudo onde testaram a atividade do composto 2,6-dimethyl-
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3-f-quinoxaline 1,4-dioxide contra a Leishmania e verificaram que havia inibigdo no seu
crescimento em 50%.

Estes compostos, tém sido considerados igualmente como potenciais drogas
bioredutoras, uma vez que sdo convertidos em substancias toxicas através de reacdes de
reducdo favorecidas em condi¢des de hipoxia. Deste modo formam-se espécies reativas
de oxigénio que podem causar danos oxidativos no DNA celular. (Azqueta et al, 2005)
Por conseguinte, estes compostos tornam-se citotoxicos no microambiente tumoral e, na
presenca de oxigénio, a droga ativa volta ao seu estado ndo-toxico. (Azquetta et al,
2005, 2007)

Pelos vérios estudos efetuados, principalmente em microrganimos, tem-se
observado resultados bastante promissores para compostos derivados das quinoxalinas.
Assim, como as células bacterianas diferem das células humanas em muitos aspetos
fundamentais, hd mais oportunidades para desenvolvimento de novos farmacos. Em
contraste, fungos, parasitas e virus compartilham estruturas com células humanas e, por
1SS0, 0s pesquisadores tém que lidar com menos locais de agdo e maiores riscos de

toxicidade nos individuos.

0
.f
R3 13\2 R
3
R = Cl, S-Ph, SO.Ph; 4 I R
R, = H, Br; R If CHR,
Ra/Rs = H, Cl, F, CF;, CH, O-Et; 0

Figura 15. Estrutura quimica geral das quinoxalinas 1,4-diéxido. R — Cadeias

laterais. Fonte: Carta et al, 2002.
2.6 Patogénios

2.6.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus apresenta diversas espécies, mas apenas um pequeno
ndmero esta associado a infegdes humanas. Tratam-se de cocos Gram positivos com
cerca de 1um de diametro, aerébios ou anaerdébios facultativos, catalase positivos

(permite diferencia-los dos Streptococcus) e bastante tolerantes a elevadas
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concentracdes de cloreto de sodio (NaCl). (Plata et al, 2009) Dentro deste género, a
espeécie S. aureus é considerada a mais invasiva. Os S. aureus podem fazer parte da flora
comensal normal da pele e das mucosas do Homem. (Plata et al, 2009; Malachowa &
DelLeo, 2010) Cerca de 20 a 30% dos individuos estdo colonizados por esta bactéria.
(Plata et al, 2009) Nastaly et al (2010) e Otto (2010) referem que cerca de 1% destes
individuos estdo colonizados com estirpes MRSA. Cercenado (2011) refere que,
atualmente, o principal problema sdo as estirpes MRSA e, de acordo com Overton et al
(2011), constituem a maior causa de morbi-mortalidade. A taxa de mortalidade anual
devido a infe¢cGes por MRSA nos Estados Unidos é maior do que a taxa de mortalidade
resultante de infecbes por outros agentes, nomeadamente o VIH. (Otto, 2010) Estirpes
de S. aureus podem tornar-se patogénios oportunistas através da sintese de toxinas ou
da invasdo e destruicdo de tecidos, permanecendo assim uma causa significante de
morbi-mortalidade. (Onwubiko & Sadig, 2011; Garnacho-Montero et al, 2011) Esta
espécie € o agente etiologico de uma série de patologias, nhomeadamente septicémia,
endocardite, pneumonia e infecdes na pele. Diversos autores consideram-na uma das
principais causas de Infe¢cbes Adquiridas em Cuidados de Saude (IACS) e adquiridas na
comunidade. (Plata et al, 2009; Malachowa & Deleo, 2010; McAdow et al, 2011)
Durante muitos anos, as estirpes MRSA constituiram a principal causa de IACS. No
entanto, as infecbes causadas por MRSA estdo a aumentar em todo o mundo em
individuos que ndo tiveram contacto prolongado com o0s servicos de saude. Deste modo,
os autores fazem diferenciacdo entre estirpes MRSA-Associados a Comunidade
(MRSA-AC) e MRSA-Associados ao meio Hospitalar (MRSA-AH). (Nastaly &

Grinholc, 2010) A Figura 16 mostra as diferencgas existentes entre ambos.
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Characteristic

CA-MRSA

HA-MRSA

Clinical manifestation

Risk groups

Risk factors

Transmission

Resistance to antimicrobial agents
SCCmec type

PVL toxin

Skin and soft tissue infections, “spider bites™,
necrotizing pneumonia, sepsis (Robinson et al.
2008; Chavez and Decker 2008)

Young, drug users, prisoners, athletes, soldiers,
men who had sex with men, selected ethnic
populations (Robinson et al. 2008; Chavez and
Decker 2008)

Close physical contact, abrasion injuries, poor
communal hygiene, hard skin contacts, school
children (Robinson et al. 2008; Chavez and
Decker 2008)

Person-to-person spread: shared facilities
(towels, pools ete.}

Environment-to-person spread (shared spors
equipment etc.) (Robinson et al. 2008; Chavez
and Decker 2008)

Susceptible to multiple antibiotics, fi-lactam
resistant (Fey et al. 2003; Huang et al. 2006)

IV. V, VII (Fey et al. 2003; Huang et al. 2006;
Deurenberg and Stobberingh 2008)

Usually present (Fey et al. 2003 Huang et al.
2006: Deurenberg and Stobberingh 2008)

Pneumonia, urinary tract, bloodstream, surgical
site (Robinson et al. 2008; Chavez and Decker
2008)

Elderly people, healthcare workers, preterm
neonale, long-term hospitalized patients
(Robinson et al. 2008; Chavez and Decker
2008)

Indwelling devices, catheters, lines,
hemodialysis, prolonged hospitalization, long-
term antibiotic use, close proximity to a patient
in the hospital colonized with MRSA
{Robinson et al. 2008; Chavez and Decker
2008)

Person-to-person spread: healthcare staff (nurses,
doctors, surgeons etc.)

Environmen(-to-patient spread (hospital
equipment etc.) (Robinson et al. 2008; Chavez
and Decker 2008)

Resistant to multiple antibiotics (Fey et al. 2003;
Huang et al. 2006)

I. 1L, IIT (Fey et al. 2003; Huang et al. 2006;
Deurenberg and Stobberingh 2008)

Absent (Fey et al. 2003 Huang et al. 2006;
Deurenberg and Stobberingh 2008)

Figura 16. Comparacdo das caracteristicas das estirpes MRSA-AC e MRSA-
AH. Fonte: Nastaly & Grinholc, 2010.

2.6.1.1 Organizacdo do Genoma

O genoma do S. aureus é constituido por um cromossoma circular haploide, o
que indica que alteracdes no seu gendtipo influenciam diretamente a expressdo
fenotipica (exemplo: resisténcia antimicrobiana). (Fry & Baric, 2011) 75% do genoma
corresponde a genes essenciais e, portanto, encontram-se em cerca de 95% dos S.
aureus (exemplo: coagulase), enquanto os restantes 25% sao constituidos por genes
acessorios que variam entre estas estirpes bacterianas. (Plata et al, 2009; Fry & Baric,
2011) Os componentes acessorios consistem em EGM, nomeadamente os plasmideos,
0s transposdes, as sequéncias de inser¢do, os bacteriofagos, cassetes e ilhas de
patogenicidade (Malachowa & Deleo, 2010; Fry & Baric, 2011) Os determinantes de
resisténcia que se encontram em plasmideos sdo dispersos mais rapidamente dentro de
determinado género e, posteriormente, outros géneros, do que aqueles que se encontram
em genes nos cromossomas. (Giedraitiene et al, 2011) Os EGM podem codificar
substancias que conduzem a resisténcia antimicrobiana e/ou fatores de viruléncia.
(Malachowa & Del eo, 2010) Estes elementos podem ser transferidos entre especies de
S. aureus, mas também podem ser adquiridos de outras espécies bacterianas

(Enterococcus) resultando em padrGes de viruléncia e resisténcia que se alteram
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continuamente. (Fry & Baric, 2011) A plasticidade do genoma do S. aureus confere-lhe
capacidade para se adaptar a todas as condicdes ambientais, adquirir genes de
resisténcia e mecanismos de regulacdo para se adaptar a concentragdes crescentes de
antibioticos. (Dumitrescu et al, 2010) Isto conduz a grandes dificuldades no
desenvolvimento de farmacos direcionados para determinados alvos bacterianos. (Otto,
2010)

2.6.1.2 Mecanismos de Resisténcia aos p-lactamicos

De acordo com EARSS, as estirpes MRSA sdo a principal causa de resisténcia
aos antibidticos em infe¢bes associados aos cuidados de saude em todo o0 mundo. O que
torna este patogénio tdo perigoso é a associacao da resisténcia aos antimicrobianos com

os seus fatores de viruléncia. (Otto, 2010)

A penicilina foi o primeiro antibiético a ser utilizado com sucesso para
tratamento de diversas infecdes bacterianas, incluindo infe¢Ges causadas por S. aureus.
(Nastaly et al, 2010) Trata-se de um B-lactamico e, portanto, a sua acao interfere com a
sintese da parede celular bacteriana. (McCallum et al, 2010) Na década de 40 surgiram
estirpes de S. aureus resistentes a penicilina devido a aquisicdo de penicilinase
plasmidea. Inicialmente, esta resisténcia era restrita ao meio hospitalar, mas
rapidamente se difundiu na comunidade (correspondem a 90% das estirpes de S.
aureus). (Dumitrescu et al, 2010) Em 1959, foi introduzida na pratica clinica um
derivado semi-sintético da penicilina (meticilina) para tratar infecdes causadas por S.
aureus resistentes a penicilina (Garnacho-Montero et al, 2011) Um ano mais tarde, foi
reportado num hospital em Inglaterra, o aparecimento de MRSA. (Dumitrescu et al,
2010) Assim sendo, os S. aureus podem tornar-se resistentes aos B-lactdmicos através
de dois mecanismos. Um dos mecanismos corresponde a sintese de penicilinase,
codificada pelo gene blaz, que hidrolisa o anel B-lactdmico da penicilina inativando o
antimicrobiano. (Malachowa & DelLeo, 2010) O segundo mecanismo esta associado a
presenca de EGM e confere resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos da classe das
penicilinas e ndo s6 (McCallum et al, 2010) Estirpes de S. aureus podem apresentar
EGM variaveis denominados Staphylococal Cassette Chromossome mec (SCCmec) que
carregam 0s determinantes centrais para a resisténcia a meticilina e outros
antimicrobianos P-lactamicos. (Rice, 2012) Esta cassette € adquirida e inserida no

cromossoma de uma estirpe sensivel aos B-lactamicos e num gene denominado orfX
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(open reading frame). (Malachova &Deleo, 2010; Nastaly et al, 2010) Alguns autores
apontam como hipétese para a aquisi¢do desta cassette a transferéncia horizontal entre
S. aureus e Staphylococcus coagulase negativas (S.epidermidis). (Otto, 2010;
Dumitrescu et al, 2010) Esta teoria surgiu porque esta cassette tem sido encontrada
apenas no g@énero Staphylococcus. Contudo, a sequenciacdo do Macrococcus
caseolyticus resistente a meticilina revelou a presenca de um complexo mec que parece
ser precursor do complexo mec do S. aureus. (Dumitrescu et al, 2010) Atualmente,
conhecem-se oito tipos distintos da cassette SCCmec (I ao VIII). As suas diferencas
residem na presenga de genes de resisténcia a antimicrobianos que nao siao [3-
lactdmicos, presenca de transposfes, plasmideos integrados e sequéncias de insercao
(IS). (Malachova & DelLeo, 2010) O Tipo I, V, VI e VII (baixo peso molecular)
determinam a resisténcia apenas aos antibioticos f-lactamicos; (Fry & Barie, 2011) o
tipo IV tem sido associado aos MRSA-AC mantendo a susceptibilidade aos antibidticos
nédo-P lactamicos; Os Tipos II e III (elevado peso molecular) conferem resisténcia aos f3-
lactdmicos e a grande parte dos antibioticos ndo [-lactimicos, nomeadamente
macroélidos, lincosamidas e aminoglicosideos. (Fry & Barie, 2011, Malachova &Del eo,
2010) De acordo com Dumitrescu et al (2010) SCCmec tipo I, 1l e Il estdo presentes
em estirpes MRSA-AH enquanto os restantes tipos (mais recentes) estdo presentes nas
estirpes MRSA-AC. Isto vai de encontro ao defendido por alguns autores, de que
estirpes MRSA-AC tiveram origem nas estirpes MRSA-AH.

O SCCmec consiste em trés regides principais: o complexo mec, o complexo
cassete chromossome recombinases (ccr) e regiGes J (joining region). Recentemente,
foram identificados SCCmec com dois complexos ccr. (International Working Group
on the Classification Staphylococcal Cassette Chromossome-IWG-SCC, 2009) O
complexo mec apresenta 0 gene mecA, genes reguladores do gene mecA e Sequéncias
de Insercdo associadas. (IWG-SCC, 2009; Nastaly et al, 2010; Dumitrescu et al, 2010)
Contudo, o International Working Group on the Classification of Staphylococcal
Cassette Crhomosome (IGW-SCC) refere que existem SCCmec que ndo possuem o
gene mecA. Atualmente, conhecem-se cinco classes de complexo mec (A a E).
(Dumitrescu et al, 2010) Todas as classes possuem mecA associada a 1S431. De acordo
com o International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette
Crhomosome, o complexo mec da Classe A contém o gene mecA, genes reguladores

mecR1 e mecl, regido hipervariavel (HVR) e 1S431 a downstream do gene mecA,; se
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pertencer a Classe B contém o gene mecA, o gene regulador mecR1 truncado devido a
insercdo de 1S1272 upstream do mecA, HVR e a sequéncia 1S431 a downstream do
gene mecA,; o complexo mec da Classe C contém o gene mecA, mecR1 truncado pela
1S431 upstream de mecA, HVR e 1S431 downstream de mecA; a Classe D é constituida
por mecA, AmecR1, 1S431 downstream de mecA, mas ndo a upstream. Plata et al
(2009) fazem referéncia a Classe E, constituida por mecA, mecR1 truncado, HVR e
IS431. Dentro destas classes tém sido descritas diversas variantes (C1, C2, Al, A2).

(Plata et al 2009) A Figura 17 mostra a estrutura das classes e das suas variantes.

A ———— | mecI | mecRI || mecaA | (15431 |
A 8381 — mecl | mecRI || mecA | [15431]
B A181273| AmecRl | mecA | (15431 |

¢ BiSE5iamecRT | meca | [15431]
——+AmecRI

2 BTSASE| | mecA |——{1s431]

D {AmecRI— mecA | (15431}
ARiecRI

E [T meca | [15431]

A3 ——[181182Amec] mecRI | mecA | (15431 |

A4 — AmeclI51182Amec] mecRI || mecA | (15431}

Figura 17. Classes estruturais do complexo mec. As setas indicam a direcdo da

transcricdo e a esquerda € apresentada a designacdo da Classe. Fonte: Plata et al, 2009.

O gene mecA codifica uma Protein Binding Penicilin alternativa (PBP2a),
pertencente ao grupo proteico das transpeptidases, que estd envolvida na sintese da
parede celular bacteriana. (Malachova & Deleo, 2010) A PBP2a possui baixa afinidade
para a meticilina (devido a uma alteragdo no seu sitio ativo) e para antibidticos f-
lactamicos. A biossintese da parede celular continua mesmo na presenca do
antimicrobiano. Assim, a expressdo desta proteina confere resisténcia a estes
antimicrobianos. (Malachova & Deleo, 2010; EARSS,2008) A sua expressdo €
regulada pelos genes reguladores mecl e mecR1 que se encontram upstream do mecA.
(IWG-SCC, 2009; Plata et al, 2009; Malachova & DelLeo, 2010) O gene mecl codifica

um repressor da transcricdo (Mecl), enquanto o mecR1 codifica a proteina MecR1 que
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deteta a presenca de B-lactamicos através do seu dominio extracelular. (Dumitrescu et
al, 2010) Este dominio, uma vez ligado ao antimicrobiano, ativa o dominio intracelular
conduzindo a ativagdo de uma protease que degrada o repressor Mecl, permitindo a
expressdo de mecA. Por outro lado, 0s genes ccr sdo responsaveis pela integracéo e
excisdo do SCCmec num sitio especifico do cromossoma, SCCmec attachment site
(attBscc) na extremidade 3’ da sequéncia de leitura, denominada orfX. (Malachova &
DelLeo, 2010; Dumitrescu et al, 2010) O complexo dos genes ccr é constituido por trés
genes distintos, ccrA, ccrB e ccrC. (Dumitrescu et al, 2010) Estes genes tém sido
encontrados em sequéncias de DNA de S. aureus com similaridades até 50% (IWG-
SCC, 2009) Os genes ccrA e ccrB sao classificados em quatro alotipos (ccrAB1-4),
enquanto o ccrC é o Unico alotipo conhecido. (IWG-SCC, 2009; Dumitrescu et al,

2010) A Figura 18 mostra a classificacdo dos genes ccr e a percentagem de similaridade

entre eles.
allotypes allotypes

Pairwise | CCTAL cerBl Pafeorias
identities . S
el Ll A2 < or = 50% identity ccrB2 identities
allotypes | ccrA3 | CCT. A ccrB \cerB3[ between

e allotypes
=60-78% |ccrA4 ccrB4)  _70809

= or = 50 % identity = or = 50% identity
cerC

All variants assigned to single allotype, ccrCI
Pairwise identities >87 %
Figura 18. Classificacdo dos genes ccr. Fonte: International Working Group on

the Classification of Staphylococcal Cassette Crhomosome.

Por ultimo, 0 SCCmec € constituido por 3 regides J que contém varios genes ou
pseudogenes cuja funcdo ndo parece ser essencial para a bactéria. (Malachova & DeLeo,
2010) O mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos do grupo B-lactdmicos € o que

esta melhor descrito.

2.6.1.3 Mecanismo de Resisténcia aos glucopéptidos

Atualmente os glucopéptidos constituem o tratamento de eleicdo para as
infecdes causadas por estirpes Gram positivas, nomeadamente MRSA. (Cafiso et al,

2012) Contudo, a sua ampla utilizagdo em todo o mundo tem conduzido a uma
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emergente diminuicdo da sensibilidade de estirpes MRSA para os antimicrobianos deste
grupo (Otto, 2010; Cafiso et al, 2012) A vancomicina foi introduzida na clinica em
1958 e, veio a tornar-se 0 antimicrobiano de escolha no tratamento de infe¢des causadas
por estirpes MRSA. Em 1996 foi reportado pela primeira vez a existéncia de uma
infecdo causada por S. aureus resistente a acdo da vancomicina. (Dumitrescu et al,
2010) Durante trés deécadas de utilizacdo clinica em que ndo foram reportadas
resisténcias a este antimicrobiano, chegou a ser especulado que seria impossivel o
desenvolvimento de resisténcia. (Cafiso et al, 2012). As estirpes com sensibilidade
diminuida a vancomicina caracterizam-se fenotipicamente por apresentarem uma
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) entre 4 a 16 pg/mL. (Fry & Barie, 2010;
Dumitrescu et al, 2010) Tem-se como exemplo as estirpes de S. aureus com
sensibilidade intermédia a vancomicina, denominadas VISA (Vancomicin Intermediate
S. aureus) ou GISA (Glycopeptide-intermediate S. aureus). (Dumitrescu et al, 2010) De
acordo com Mendes (2010) foi reportado apenas um caso de VISA em Portugal. As
estirpes de S. aureus sensiveis & vancomicina (VSSA) distinguem-se das VISA por
apresentarem uma CMI inferior a 2 pg/mL. A Tabela 4 contém os valores da CMI da
vancomicina que nos permite classificar a estirpe e verifica-se comparativamente com
os valores mais antigos, que a CMI tem aumentado (MIC creep). Esses valores foram
alterados pelo Clinical Laboratory Standard Instituite (CLSI) com o intuito de diminuir
a falha no tratamento de infeces. (Fry & Barie, 2010)

Tabela 2. CMI de vancomicina (ug/mL) para definir estirpes de S.aureus como
sensiveis, intermédias ou resistentes ao antimicrobiano. Comparacdo entre valores

antigos e os atuais. Adaptado: Fry & Barie, 2010.

Antigos Breakpoints (ug/mL) Novos Breakpoints (ug/mL)
Suscetiveis < 4 Suscetiveis < 2
Intermédio 8-16 Intermédio 4-8
Resistente >32 Resistente >16

Recentemente, alguns autores tém feito referéncia a estirpes precursoras das
estirpes VISA denominadas hétero-VISA (hVISA), que apresentam uma CMI<4pg/mL.
(Richter et al, 2011; Mendes, 2010) Contudo, existem estirpes de hVISA que podem
crescer em concentragOes superiores a 4 pg/mL. (Mendes, 2010) Essas estirpes, na

presenca da vancomicina, tém capacidade para alterar o seu fenotipo para intermédio ou
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resistente e, na auséncia deste, podem reverter para o fendtipo original. Assim, 0s
hVISA nédo apresentam uma resposta uniforme ao antimicrobiano. (Fry & Barie, 2010)

O mecanismo de resisténcia das estirpes VISA ainda ndo esta bem definido, ao
contrério das estirpes S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA). (Malachova &
DeLeo, 2010; Dumitrescu et al, 2010) O fendtipo VISA parece resultar de um
espessamento adaptativo da parede celular quando exposto a pressdes ambientais,
nomeadamente a utilizagdo da vancomicina. Esse espessamento impede 0 acesso da
vancomicina ao seu alvo bacteriano. (Fry & Barie, 2010; Mendes, 2010) Cafiso et al
(2012) referem que estas estirpes tém origem em hVISA. Por outro lado, os fenotipos de
resisténcia a vancomicina foram inicialmente reportados em estirpes de Enterococcus.
(James et al, 2012) Numa situagdo de co-infecdo por Enterococcus e MRSA, este
ultimo pode adquirir resisténcia a vancomicina por transferéncia genética horizontal a
partir de Vancomicin resistance Enterococcus spp. (VRE). Portanto, a resisténcia é
adquirida por EGM (plasmideo do VRE), nomeadamente o transposao Tn1546, que é o
responsavel pela resisténcia a vancomicina (Malachova & DelLeo, 2010) Diversos
operdes de resisténcia aos glucopéptidos tém sido descritos (VanA, B, C, D, E, F, G, L,
M), mas o VanA e VanB permanecem os clinicamente relevantes. Ambos tém sido
identificados em transpos@es. (Rice, 2012) O transposdo Tnl1546 contém o operdo
VanA, que é constituido pelo gene vanA, vanH, vanX, vanS, vanR, vanY e vanZ. (Fry
& Barie, 2010) Quando a estirpe bacteriana adquire os genes de resisténcia a
vancomicina, nomeadamente vanA e vanH, ocorre uma altera¢do do ligando D-Ala-D-
Ala para D-Ala-D-Lact (D-Alanina-D-lactato) que possui uma afinidade 1000 vezes
menor para os glucopéptidos. (Fry & Barie, 2010; McCallum et al, 2010; James et al,
2012). Os genes vanX e vanY codificam a sintese de dipeptidases que estdo envolvidas
na hidrélise de D-Ala-D-Ala wild type (McCallum et al, 2010) vanY e vanZ codificam
para proteinas acessorias que parecem estar envolvidas na resisténcia a teicoplamina.
Dai que, as estirpes VRSA também sdo resistentes a teicoplamina. (Mendes, 2010) Em
2010 foi documentado que as estirpes VISA também sdo resistentes a teicoplamina.
(Dumitrescu et al, 2010)

Apenas na presenga da vancomicina € que 0s genes de resisténcia sdo expressos.
A regulacéo dos determinantes de resisténcia € efetuada por vanS e vanR que codificam
proteinas transmembranares envolvidas na transducdo de sinal na presenca de

vancomicina ou teicoplamina extracelular (Figura 19). (McCallum et al, 2010;
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Malachova & Del eo, 2010) VanS é uma proteina bifuncional, uma vez que na presenca
de um indutor autofosforila-se e ativa a resposta de vanR por fosforilacdo (atua como
Kinase) e, na auséncia desse atua como fosfatase, desfosforilando vanR e inibindo a
transcricdo. Quando vanR é ativado, liga-se a promotores upstream de vanRS e dos
genes vanHAX ativando a transcricdo. (McCallum et al, 2010) A resposta serd a
inducdo do operdo vanA, resultando na resisténcia aos glucopéptidos. (McCallum et al,
2010; Malachova & Deleo, 2010) De acordo Mendes (2010), em Portugal ainda néo foi

reportado nenhum caso VRSA.
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Figura 19. Regulacdo da resisténcia aos glucopéptidos. Fonte: McCallum et al,
2010.

O tratamento prolongado com glucopéptidos € a causa para emergéncia destas
estirpes que por sua vez constituem a causa para a falha no tratamento de infecGes por
MRSA. (Yamakawa et al, 2012) Deste modo, as estirpes VISA e VRSA também
constituem sérios problemas de satde publica.

A teicoplamina, um antimicrobiano pertencente ao mesmo grupo, constitui outra
opcéo terapéutica. Desde entdo, estas estirpes tém-se disseminado por todo o Mundo.
Com o aumento das resisténcias a meticilina e vancomicina, tém surgido novos
antimicrobianos. Por exemplo o linezolide (pertencente a classe das oxazolidinonas)
tem sido avaliado em alguns pacientes. (Gao et al, 2010) Contudo, recentemente tem
ocorrido uma resisténcia emergente dos S. aureus a este antimicrobiano devido a

tratamentos prolongados. (Otto, 2010) Essa resisténcia foi atribuida a uma mutacdo no
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gene 23S rRNA. (McCallum, et al, 2010) Por outo lado, ja foi descrita e aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA) uma cefalosporina de quinta geracdo com
atividade anti-MRSA e VRSA. (Saravolatz, 2011)

2.6.1.4 Mecanismo de Resisténcia as fluoroquinolonas

Como referido anteriormente as fluoroquinolonas exercem a sua agado sobre a
subunidade A do ADN girase nas bactérias Gram negativas e a topoisomerase IV pode
ser 0 alvo em alguns microrganismos Gram positivos. (Collin et al, 2011) Geralmente, a
resisténcia a esta classe de antimicrobianos esta associada a mutacdes cromossémicas,
mas resisténcia associada a plasmideos também j& foi documentada. (Rice, 2012) O
principal mecanismo de resisténcia de estirpes Gram positivas as fluoroquinolonas
corresponde a modificacdo do alvo enzimatico, nomeadamente topoisomerase IV (gene
parC e parE). Mutacdes na gyrA e parC conduzem a falhas na replicacdo e,
consequentemente, o antimicrobiano ndo se consegue ligar ao seu alvo. (Giedraitiene et
al, 2011).

2.6.2 Escherichia coli

Esta espécie bacteriana aerdbia ou anaerdbia facultativa € um patogénio humano
ubiquo, comummente responsavel por Infecdes do Trato Urinario (ITU) e bacteriémias
em todas as faixas etarias. (EARSS, 2008) Para além disso, também € responsavel por
infecdes em diversos orgaos (Sistema Nervoso Central, sistema biliar) e cuja gravidade
€ muito variavel, podendo ir desde uma cistite que se resolve espontaneamente ou

conduzir a uma septicémia que pde em risco a vida do doente. (Rogers et al, 2011)

2.6.2.1 Mecanismos de resisténcia aos p-lactamicos

Nas Ultimas décadas, tem-se verificado um aumento gradual da resisténcia
bacteriana as principais escolhas terapéuticas que visam combater as estirpes
patogénicas pertencentes a familia das Enterobacteriaceae. (Coque et al, 2008;
Guenther et al, 2011) Um dos principais mecanismos de resisténcia que dificultam o
tratamento antimicrobiano nas infecOes causadas por bactérias Gram negativas € a
producdo de B-lactamases, nomeadamente ESBLs, que atuam hidrolisando o anel (-
lactdmico dos antibioticos pertencentes a este grupo e cujo alvo sdo as PBP. (Harada et
al, 2008; Garcia-Hernandez et al, 2011) Estirpes produtoras de ESBL, principalmente

E.coli, estdo a tornar-se cada vez mais frequentes em isolados clinicos de todo o0 mundo.
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O termo “Espectro Extendido” indica que as estirpes produtoras de ESBLS sdo capazes
de hidrolisar um amplo espetro de antimicrobianos pertencentes ao grupo dos [3-
lactamicos, nomeadamente  penicilinas, oximino-cefalosporinas  (ceftazidima,
cefotaxima, cefepima e ceftriaxona) e monobactamos (aztreonam). (Harada et al, 2008;
Guenther et al, 2011) Contudo, até ha pouco tempo pensava-se que as ESBLs ndo eram
ativas contra cefamicinas (cefoxitin) e carbapenemos (imipenem, meropenem).
(Guenther et al, 2011) Mais recentemente, alguns autores tém feito referéncia a um
grupo de B-lactamases que hidrolisam carbapenemos (Carbapenemases), nomeadamente
NDM-1 (New Delly Metalo-p-lactamase), KPC (Klebsiella pneumoniae

carbapenemase, classe A) e OXA (Oxacilinase, classe D). (Guenther et al, 2011)

2.6.2.1.1 B-lactamases

Atualmente, conhecem-se mais de 400 B-lactamases cujo mecanismo de acédo é
0 mesmo, mas diferem no substrato sob o qual atuam e na suscetibilidade a substancias
inibitdrias. (Guenther et al, 2011; Garcia-Hernandez et al, 2011) Estas enzimas podem
ser classificadas em serina -lactamases ¢ zinco -lactamases (ou metalo-p-lactamases),
de acordo com a substancia que se encontra no sitio ativo. Por outro lado, também tém
sido classificadas em termos funcionais (fenotipico) e moleculares. Em 1989, Bush
publicou um esquema de classificacdo com base nas caracteristicas funcionais das
enzimas, que foi modificado em 1995 por Bush-Jacoby-Medeiros (Figura 20). De
acordo com modelo de classificagdo mais recente (1995) as enzimas séo divididas em
grupos de acordo com o perfil do substrato e inibidor. (Bush et al, 1995) O Grupo 1
corresponde as cefalosporinases que ndo sdo inibidas pelo &cido clavulanico (classe
molecular C), nomeadamente a AmpC. Algumas destas estirpes produzem p-lactamases
que conferem resisténcia a cefamicinas (MOX-2); o Grupo 2 engloba enzimas de largo
espetro que, na sua grande maioria, sdo inibidas pelo &cido clavulanico (penicilinases
elou cefalosporinases) pertencentes a classe molecular A e D. Neste grupo existem
subgrupos (2a - 2f), devido ao aparecimento de ESBLs mutantes; o Grupo 3 inclui
enzimas que apresentam zinco no sitio ativo (metalo-p-lactamases) e que hidrolisam
penicilinas, cefalosporinas e Carbapenemos (Figura 20) (Dhillon & Clarck, 2012); No
Grupo 4 incluem-se as penicilinases que ndo séo inibidas pelo &cido clavulénico e néo
tém correspondéncia com nenhuma classe molecular. (Ruben, 2012) No entanto, o
esquema de classificacdo mais utilizado baseia-se na homologia das enzimas,

denominada classificacdo de Ambler (1980). Nesta classificacdo as f-lactamases séo
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divididas em 4 classes (A a D), sendo que as classes A, C e D sdo denominadas serina-

B-lactamases enquanto as B-lactamases pertencentes a classe B sd@o metalo-f3-lactamases

(Harada et al, 2008; Dhillon & Clarck, 2012)

Grupo Grupo Classe Enzimas
Bush- Bush em Molecular Substratos preferidos representativas
Jacoby- 1989
Medeiros
1 1 C Cefalosporinas AmpC proveniente de
Gram negativos
2a 2a A Penicilinas Penicilinases
provenientes de Gram
negativos
2b 2b A Penicilinas, TEM-1,TEM-2,SHV-1
cefalosporinas
2be 2b’ A Penicilinas, TEM-3 até TEM-26,
cefalosporinas de largo SHV-2 até SHV-6
espectro, monobactamos
2br Néao A Penicilinas TEM-30 até TEM-36
incluido
2C 2C A Penicilinas PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d 2d D Penicilinas, cloxacilina OXA-1 até OXA-11
2e 2e A Cefalosporinas Cefalosporinas
provenientes do Proteus
mirabilis
2f Nao A Penicilinas, NMC-A proveniente do
incluido cefalosporinas e Enterobacter clocae
carbapenemos
3 3 B Maioria dos B- CccrA proveniente de
lactdmicos, incluindo Bacteroides fragilis
carbapenemos
4 4 Né&o Penicilinas Penicilinases

determinado

proveniente da P.

cepacia
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Figura 20. Esquemas de classificagdao de B-lactamases, onde se incluem a

classificacdo funcional e molecular. Adaptado: (Bush et al, 1995).

As ESBLs tém sido encontradas sobretudo em bactérias Gram negativas, mas a
vasta maioria pertence a familia das Enterobacteriaceae (Klebsiella spp, E.coli,
Citrobacter). Nesta, os tipos de ESBLs mais comuns sé&o a TEM (Temoneira), SHV
(Sulfhydryl Variable), OXA e a CTX (Cefotaximase)-M. A trés primeiras sao
consideradas ESBLs classicas (Guenther et al, 2011) A maioria das ESBLs tem
evoluido a partir de mutagdes no centro ativo das B-lactamases plasmideas classicas
(TEM-1, TEM-2 e SHV-1). Variantes da TEM e SHV s&o sobretudo encontradas em
estirpes de E.coli. (Garcia-Hernandez et al, 2011) Essas variantes classicas foram as
primeiras a ser identificadas nos anos 80, altura em que a sua prevaléncia era elevada.
(Dhillon & Clarck, 2012) Outros grupos de ESBLs menos frequentes incluem PER
(P.aeruginosa e Acinetobacter) VEB e GES (P.aeruginosa e Enterobacteriaceae).
Grupos raros incluem SFO, TLA, BEL, IBC, entre outros. (Cantdn et al, 2008) Na
atualidade, a CTX-M (classe A) é a enzima que apresenta maior incidéncia, que se
encontra mais amplamente distribuida e é considerada clinicamente a mais importante.
(Naseer and Sundsfjord, 2011; Garcia-Hernandez et al, 2011) Para além disso, também
é responsavel pela resisténcia as penicilinas, cefalosporinas (exceto cefamicina) e
monobactms. (Rogers et al, 2011) Tendo em conta apenas a homologia das
sequéncias aminoacidicas, a CTX-M é dividida em 5 grupos: CTX-M1 (subgrupo A e
B), 2, 8, 9 e 25. (Naseer and Sundsfjord, 2011) Rogers et al (2011) refere a existéncia
de outros subgrupos, nomeadamente CTX-M3, CTX-M14, CTX-M27, CTX-M32 e
CTX-M61. Esta enzima € assim designada devido a sua capacidade de hidrolisar o
cefotaxime e, 0 M deve-se ao fato de ter sido descoberta em Munich. (Guenther et al,
2011; Rogers et al, 2011) A CTX-M15 é a mais prevalente na E.coli ST131, e confere-
Ihe resisténcia sobretudo as fluoroquinolonas. (Rogers et al 2011) De acordo com
Rogers et al (2011), existe um clone pandémico de E.coli ST131, produtora de ESBL e
responsavel, principalmente, pela resisténcia adquirida aos antimicrobianos na
comunidade. A epidemiologia desta estirpe ndo esta bem caracterizada na Europa.
Contudo, dados do Norte da Ameérica sugerem que esta estirpe é a principal causa de
resisténcia aos antimicrobianos nos Estados Unidos. (Rogers et al 2011) Conhecem-se
aproximadamente 100 tipos de sequéncias desta ESBL.

Os genes que codificam a producéo de B-lactamases podem estar localizados em
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cromossomas ou plasmideos bacterianos, sendo as enzimas consequentemente
designadas cromossomicas ou plasmideas. Um exemplo de p-lactamases
cromossémicas sdo as AmpC e como exemplo codificado em plasmideos tem-se a
MOX-1.

Em termos epidemioldgicos, a prevaléncia e a distribuicdo das ESBLs nao é
estatica, uma vez gque se tem observado uma expansao territorial de diferentes estirpes e
0 aparecimento emergente de estirpes que co-expressam varios tipos de ESBLSs. (Cantdn
et al, 2008; Garcia-Herndndez et al, 2011) A presenca de bactérias produtoras de
ESBLs ja foi reportada em todo o Mundo (Norte da América, Sul da América, Africa,
Europa, Asia). (Dhillon & Clarck, 2012) De acordo com a base de dados do Tigecycline
Evaluation and Survillance Trial (TEST) a prevaléncia de estirpes produtoras de ESBLS
é maior na América Latina (44%), sequida da Asia (22,4%), da Europa (13.3%) e Norte
da América (7.5%). (Dhillon & Clarck, 2012) A maioria destas enzimas foi descrita pela
primeira vez em paises Europeus. De acordo com Garcia-Hernandez (2011), em paises
como lItalia, Portugal e Irlanda ha tendéncia para um aumento da frequéncia das estirpes
produtoras de ESBL (entre 10-25%), contrariamente aos Estados Unidos. Um artigo
mais recente vai de encontro ao referido por este autor: a disseminacdo de estirpes
produtoras de ESBLs na Europa tem aumentado a uma velocidade alarmante. (Dhillon
& Clarck, 2012) Atualmente, investigadores centram-se sobretudo no conhecimento das
enzimas mais frequentes e na sua distribuicdo geografica. (Garcia-Hernandez et al,
2011) A CTX-M é o exemplo de ESBL que apresenta uma maior disseminacdo mundial
e mais rapida. (Naseer and Sundsfjord, 2011) A rapida disseminacdo de estirpes
multirresistentes e a limitacdo nas opg¢des de tratamento das infecOes causadas por este
tipo de microrganismos conduz a uma urgéncia de desenvolvimento de novas
terapéuticas farmacoldgicas. Este, por sua vez, condiciona a uma rapida atuacdo no

combate a infecdes graves diminuindo a morbi-mortalidade dos doentes.

2.6.2.2 Mecanismos de resisténcia as quinolonas/fluoroquinolonas

Os mecanismos de resisténcia bacteriana a este grupo de antibidticos tém
emergido nos ultimos anos devido a sua ma utilizacdo. As mutagdes cromossomicas em
genes que codificam os alvos destes antibioticos sdo os mecanismos cléassicos de
resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas. A acumulacdo de mutacdes nestes genes
conduz a aumentos nos valores de CMI.

Os determinantes de resisténcia encontrados em plasmideos incluem proteinas
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Qnr (pertencem a familia PRP-Pentapeptide Repeat Family) que protegem a DNA
girase da agdo do antibidtico, o0 AAC (67)-Ib-cr acetilase (modifica as quinolonas) e
bombas de efluxo ativas QepA. (EARSS, 2008; Michon et al, 2011) Apesar destes
mecanismos conferirem um baixo nivel de resisténcia permitem a evolucédo clinica da
resisténcia. (EARSS, 2008) Os genes gnr sdo principalmente encontrados em
plasmideos MDR mas também ja foram descritos genes qnr cromossémicos em
espécies bacterianas ambientais (Michon et al, 2011)

De acordo com a European Antimicrobial Susceptibility Surveillance in Animals
(EASSA) existem elevados niveis de resisténcia a ciprofloxacina em estirpes de E. coli
encontradas em galinhas. As bactérias que possuem genes de resisténcia aos antibioticos
que se encontram, por exemplo, nos intestinos desses animais, podem contaminar as
carcacas durante o corte e originar patologias humanas nos consumidores.
Posteriormente dificultam o tratamento antibiotico. Dai a importancia da implementacao

de medidas ndo s6 a nivel da salide humana mas também animal.

2.7 Resisténcia combinada

Cada vez mais se tem observado estirpes com resisténcia a mais do que um
antimicrobiano (resisténcia combinada). De acordo com os dados do EARSS (2008)
apenas 2 paises que participaram no estudo acerca da resisténcia combinada (total de 33
paises) apresentaram estirpes de E.coli com resisténcia combinada acima dos 20%
(Turquia e Bulgéria). Os restantes paises mostraram um aumento significativo. A Figura

21 mostra os fendtipos de resisténcia mais comuns encontrados neste estudo.
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Resistance pattern Number % of total
fully susceptible 22396 471
Single resistance (to indicated drug classes)

aminopenicillins only 14,572 306
fluoroquinolones only 1,335 28
aminoglycosides only 117 02
Resistance to two classes of antimicrobial drugs

aminopenicillins+finoroguinolones 3,845 gl
aminopenicillins+3™ penenaration cephalosporins 462 10
aminopenicillins+aminoglycosides 557 12
fluoroquinolones+aminoglycosides 150 0.3
Resistance to three classes of antimicrobial drugs

aminopenicillins+finoroquinolone s+aminoglycosides 1422 30
aminopenicillins+finoroquinolones+3™ genenaration cephalospoerins 1,092 23
aminopenicillins+3™ genenaration cephalosporins+aminoglycosides 155 03
Resistance to four classes of antimicrobial drugs

aminopenicillins+3™ penenaration cephalosporins+finoroquinolones+aminoglycosides 1474 31

Figura 21. FenoOtipos de resisténcia mais comuns encontrados em estirpes de
E.coli no estudo do EARSS (2008) que envolveu 33 paises. Fonte: European
Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS), 2008.

2.8 Leveduras

O aumento dréastico da frequéncia de infe¢bes fangicas nas ultimas 3 décadas
parece estar associado ao aumento no nimero de pacientes imunocomprometidos, como
resultado de procedimentos cirdrgicos, cancro, SIDA, idade avancada e transplantes.
(LaFayette et al, 2010; Vandeputte et al, 2011; Hamoud et al, 2011) Por outro lado,
alguns individuos podem apresentar alteracdes genéticas que lhes conferem uma maior
suscetibilidade para infecdes fungicas. (Vinh, 2011) Também a resisténcia antifingica
adquirida e inata continua a aumentar apesar da introducdo de novos agentes
antifungicos. (Vandeputte et al, 2011; Pfaller, 2012) A resisténcia antifingica é definida

do mesmo modo que a resisténcia bacteriana.

2.8.1 Candida spp

A multirresisténcia tem conduzido a mudancas na etiologia das infecdes
bacterianas e fungicas, tal como aconteceu com as candidiases. A Candida spp é capaz
de crescer como levedura, pseudohifa ou hifa e pode fazer parte da flora comensal
mucocutanea. Contudo, em determinadas situacdes, pode tornar-se patogénica, sendo
responsavel por candidiases superficiais (pele, mucosa oral, mucosa genital) e invasivas

(6rgados e fluidos estéreis). (Vinh, 2011) Inicialmente, as candidiases eram sobretudo
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causadas por estirpes C.albicans e, atualmente, estirpes Candida nédo-albicans também
sdo responsaveis por essas infecbes. (Brusselaers et al, 2011) Atualmente, na pratica
clinica, sdo utilizados apenas 4 classes moleculares de antifungicos para tratar infegdes
fangicas sistémicas (andlogos do fluoropirimidina, polienos, azdéis, e equinocandina).
(Vandeputte et al, 2011) Dos grupos de antifingicos referidos, os azol sdo 0s mais
utilizados em infecdes causadas por Candida, e atuam ligando e inibindo a enzima
lanosterol 14-a-esterol dimetilase) envolvida na sintese do ergosterol da membrana
celular fangica (LaFayette et al, 2010; Pfaller, 2012). Deste modo, 0 bloqueio da
biossintese do ergosterol (principal esterol de membrana) por parte do farmaco, conduz
a uma alteracao estrutural e funcional na membrana celular inibindo o crescimento
fangico. (LaFayette et al, 2010; Pfaller, 2012) Durante um tratamento antifingico, pode
ocorrer um aumento da resisténcia a droga utilizada devido a aquisicdo de mecanismos
de resisténcia por parte do fungo. (Vandeputte et al, 2011) Espécies de Candida podem
desenvolver varios mecanismos de resisténcia aos antiflngicos para neutralizar efeitos
fungicidas ou fungistaticos. (Vandeputte et al, 2011; Pfaller, 2012) Os mecanismos
mais comuns s@o a inducdo de bombas de efluxo (transportadores ABC) e mutagdes
pontuais no gene que codifica a enzima alvo dos compostos “azol” (ERG11). Os
transportadores ABC mais frequentemente associados a resisténcia antifngica na
C.albicans sdo o CDR1 e o CDR2 (Candida Drug Resistence 1 e 2) codificados pelo
gene CDR1 e CDR2, respectivamente. Estes transportadores parecem atuar contra todos
os farmacos ‘“azol”. (Vandeputte et al, 2011) Por outro lado, as bombas de efluxo
também podem ser codificadas gene MDR (Multidrug Resistance), dando origem ao
transportador MDR, que geralmente é seletivo para o fluconazol (Pfaller, 2012). O
transportador MDR é considerado o Unico transportador de membrana Major
Facilitator Superfamaly (MFS) envolvido na resisténcia as drogas “azol”. (Schubert et
al, 2011) Estas bombas de efluxo atuam diminuindo a acumulacdo da droga no interior
da célula fungica. (Vandeputte et al, 2011)

O segundo mecanismo de resisténcia estd associado a presenca de mutacGes
pontuais no gene ERG11 que codifica a enzima lanosterol 14-a-esterol dimetilase,
envolvida na sintese da membrana celular fangica. Essas mutacfes conduzem a
alteracdes no alvo enzimatico, que permitem obter uma diminuicao da afinidade entre o
antimicrobiano e o respetivo alvo ou inibicdo da ligacdo entre ambos. (Pfaller, 2012;

Vandeputte et al, 2011) Este mecanismo de resisténcia também atua em drogas “azdis”
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(Lewis et al, 2012) A Figura 22 mostra 0os mecanismos de resisténcia adquirida em

estirpes de Candida.

. . Drugs
Resistance mechanism
affected

. . . . Triazoles
Alterations in the ergosteral biosynthetic amphotericin
pathway (i.e., loss of function in ERG3) .EI g
Alterations in drug target binding (i.e., ERG11 .

. d1arg gile Triazroles
mutation)
Mitochondrial dysfunction Triazoles
Crug efflux (i.e., CORY, CORZ), MDR1 Triazoles

Figura 22. Mecanismos de resisténcia adquirida em espécies de Candida.
Fonte: Lewis et al, 2012.

2.8.2 Saccaromyces cerevisiae

A S.cerevisiae é uma levedura de crescimento aer6bio ou anaerdbio facultativo que tal
como 0s restantes microrganismos necessita de nutrientes para 0 Seu crescimento,
nomeadamente fontes de carbono, azoto e fosforo. (Conway et al, 2012) Esta levedura € muito
utilizada na industria alimentar (panificacdo, cervejaria) como fermento bioldgico.
(Hamoud et al 2011) E também considerada um excelente modelo experimental para
estudo da biologia celular eucaridtica, uma vez que permite fazer inferéncias sobre
evolucdo de espécies (sobretudo através da sequéncia genética) e possui um curto tempo
de duplicacdo. (Botstein & Fink, 2011) Quanto a sua patogenicidade, esta levedura
muito raramente é responsavel por infecdes nos humanos. Contudo, alguns autores tém
divulgado casos de fungémia recorrente em pacientes imunodeprimidos hospitalizados
por longos periodos de tempo, sobretudo nas UCI. De acordo com Hamoud et al (2011),
estes pacientes sdo expostos a levedura, particularmente quando ingerem suplementos
dietéticos com o objetivo de tratar a diarreia. Os mecanismos pelo qual causa infecdo
podem ser variados, desde contaminacdo de algalias, migracdo através de mucosas
danificadas, entre outras. Mais recentemente, um autor faz referéncia a uma doenca

inflamatdria multisistémica, com etiologia ainda desconhecida e que, em geral, é
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defendido um modelo infecioso. (Galeone et al, 2012) Trata-se da doenca de Beche’t.
Nesta doenca existe uma série de microorganismos que constituem potenciais agentes,
de entre as quais se encontra a S.cerevisiae. (Galeone et al, 2012) Esta conclusdo surge
do facto de terem sido encontrados anticorpos anti-S.cerevisiae em pacientes com
patologia de Beche’t intestinal e em familiares destes. (Oshitani et al, 2001) Os

mecanismos de resisténcia que podem ocorrer nesta estirpe sdo 0s mesmos que foram

referidos para a Candida spp.
Sendo assim...

De acordo com Brusselaers et al (2011), nas Gltimas décadas, o aumento da
multirresisténcia por parte das bactérias Gram negativas relativamente as bactérias
Gram positivas deve-se a escassez de novos antimicrobianos ativos contra bactérias
Gram negativas. Quanto as infecdes causadas pelo género Candida, maioritariamente a
espécie C.albicans, ttm aumentado dramaticamente nas ultimas décadas. (Rodloff et al,
2011) Para as bactérias abordadas anteriormente, S. aureus e E. coli, ndo existem
artigos recentes publicados que envolvam o estudo da atividade de compostos derivados
das quinoxalinas N,N-diéxido nestas estirpes. Contudo, um estudo efetuado em 1978
revelou que compostos derivados das quinoxalinas 1,4-dioxido induzem degradacao de
DNA na E. coli em proliferacdo e na auséncia de proliferacdo. (Suter et al, 1978)

Azqueta et al (2007) refere que existem estudos que demonstram que 0S
compostos derivados das quinoxalinas N,N-diéxido sdo mutagénicos em bactérias e
leveduras, e carcinogénicos em ratos.

As estirpes selecionadas para este estudo como modelos procariotas foram o
S.aureus ATCC 6538, S.aureus ATCC 6538P, S.aureus ATCC 29213, E. coli ATCC
25922, E. coli sensivel a ciprofloxacina (S3R9), E. coli resistente a ciprofloxacina
(S3R22), E. coli TEM-1, E. coli TEM CTX-M9, E. coli AmpC MOX-2, E. coli CTX-
M2 e E. coli CTX-M9. A C. albicans ATCC 10231 e S. cerevisiae PYCC 4072 foram
selecionados como modelos eucariotas. Os motivos desta escolha séo apresentados ao

longo da fundamentacdo teorica.
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Objetivos

Objetivo Geral:

Avaliar a atividade antimicrobiana da quinoxalinas e seus derivados N,N-didxido
em modelos procariotas (bactérias Gram positivas e Gram negativas) e eucariotas

(leveduras);

Objetivos especificos:

- Verificar se a quinoxalina 1,4-dioxido (QNX) e seus derivados, em diferentes
concentragcdes apresentam atividade contra bactérias Gram positivas, nomeadamente S.
aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 6538P e S. aureus ATCC 29213; Gram negativas,
tais como a E. coli ATCC 25922, E. coli sensivel a ciprofloxacina (S3R9), E. coli
resistente a ciprofloxacina (S3R22), E. coli TEM-1, E. coli TEM CTX-M9, E. coli
AmpC MOX-2; E. coli CTX-M2 e E. coli CTX-M9; e leveduras, C. albicans ATCC
10231 e S.cerevisiae PYCC 4072, aplicando o método de difusdo em disco;

- Determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) dos compostos que
apresentem halos de inibicdo do crescimento pelo método de difusdo em disco,

aplicando o método de Microdiluicéo;

- Efetuar o estudo do crescimento microbiano ao longo do tempo na auséncia e

na presenca dos compostos na CMI e, em simultaneo, verificar a viabilidade celular;

-Avaliar a evolucdo no crescimento de um modelo eucariota (S.cerevisiae PYCC
4072) na auséncia e presenca dos compostos que apresentarem atividade

antimicrobiana, de forma a inferir alteracfes provocadas em células eucariotas humanas.
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2.Material e Métodos
2.1 Material

2.1.1 Quinoxalina N,N - didxido e seus derivados

Os compostos quimicos cuja atividade antimicrobiana foi testada neste estudo
foram fornecidos pela Profé Doutora Maria das Dores Ribeiro da Silva do Departamento
de Quimica do Centro de Investigacdo em Quimica da Faculdade de Ciéncias da
Universidade do Porto (CIQ-FCUP). O nome e a respetiva estrutura quimica dos
compostos encontra-se na Tabela 3.

Prepararam-se 50 mL de solugdes stock para cada um dos oito compostos
quimicos com uma concentracdo final de 500ug/L. Como 0s compostos quimicos sao
termicamente estaveis, de acordo com os estudos efetuados pelo CIQ-FCUP (Ribeiro
daSilva et al, 2004), foram autoclavados no AJC Uniclave 88 a 120°C durante 20
minutos. A partir de cada solucdo prepararam-se solugfes padrdo com as seguintes
concentragdes: 500ug/L, 100ug/L, 50ug/L, 20ug/L, 5ug/L, perfazendo um volume final
de 10mL. De acordo com os resultados obtidos para estas concentracbes no método de
difusdo em disco, verifica-se se € ou ndo necessario realizar ensaios adicionais para

novas concentracdes.

Tabela 3. Estrutura quimica da quinoxalina 1,4-diéxido e seus derivados.

) ) o 2-methyl-3-
) ) o 2-methylquinoxaline-1,4-dioxide ) ) o
Quinoxaline-1,4-dioxide (QNX) benzoylquinoxaline-1,4-dioxide
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2-amino-3- 3-methyl-2-
2-methyl-3-benzylquinoxaline-1,4- cyanoquinoxaline-1,4-dioxide quinoxalinecarboxamide-1,4-dioxide
dioxide (2M3BQNX) (2A3CQNX) (3M2QNXC)
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| 72 . | N
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methylphenyl)quinoxalinecarboxamid
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e-1,4-dioxide (3MN(2MF)QNXC)

=
> ey

2.1.2 Estirpes microbianas

Os modelos procariotas (Gram positivos e Gram negativos) e eucariotas
selecionados para este estudo foram armazenados a -80°C utilizando um sistema de
crioconservacdo de estirpes microbianas (VIBAKSTORE, Barcelona). As estirpes
procariotas utilizadas para avaliar a sua suscetibilidade aos compostos referidos,
incluem S. aureus ATCC 6538 (SELECTROL, UK), S. aureus ATCC 6538P resistente
a penicilina (SELECTROL, UK), S. aureus ATCC 29213 (SELECTROL, UK), E. coli
ATCC 25922 (Ref: 84204, LiofilChem, Italy), E. coli S3R9 (sensivel & ciprofloxacina);
isolada de amostras de agua na Universidade Catolica Portuguesa), E. coli S3R22
(multirresistente, incluindo ciprofloxacina e penicilina; isolada de amostras de agua na
Universidade Catolica Portuguesa), E. coli TEM CTX-M9, E. coli TEM-1, E. coli
AmpC MOX-2, E. coli CTX-M2, E. coli CTX-M9. Os modelos eucariotas testados para
verificar a suscetibilidade aos compostos foram a C. albicans ATCC 10231
(SELECTROL, UK) e a S. cerevisiae PYCC 4072 (UNL, Portugal). As estirpes
estudadas “ndo ATCC” foram disponibilizadas pelo Centro de Investigacdo em Saude e
Ambiente (CISA) da Escola Superior de Tecnologias da Saude do Porto (ESTSP) do
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Instituto Politecnico do Porto (IPP). A Tabela 4 apresenta as estirpes selecionadas para

avaliar a sua suscetibilidade aos compostos quimicos.

Tabela 4. Modelos procariontes e eucariontes selecionados para avaliar a

atividade antimicrobiana dos compostos.

Modelos procariontes Modelos eucariontes

S.aureus ATCC 6538
S.aureus ATCC 6538P
S.aureus ATCC 29213 C.albicans ATCC 10231
E.coli ATCC 25922 S.cerevisiae PYCC 4072
E.coli TEM CTX-M9
E.coli TEM-1
E.coli AmpC MOX-2
E.coli CTX-M2
E.coli CTX-M9
E.coli S3R9
E.coli S3R22

2.1.3 Meios de cultura

Os meios de cultura sdo substancias sélidas ou liquidas que permitem a nutricgéo,
crescimento, multiplicacdo e selecdo de microrganismos. Os meios de cultura sélidos
utilizados para o crescimento e isolamento das estirpes (obtencdo de culturas puras), e
para a realizacdo dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram reconstituidos
e autoclavados (121°C durante 15 minutos) de acordo com as indicagdes do fabricante.
Os meios de cultura sélidos foram distribuidos em placas de Petri e armazenados a 4°C
apos solidificacdo. Quanto ao meio de cultura liquido, ap6s reconstituicdo, foi
distribuido em tubos de ensaio e, posteriormente, foi autoclavado de acordo com as

indicagdes do fabricante.

Trypticase Soy Agar (TSA) — O meio de cultura TSA (CULTIMED, Espanha)
é¢ um meio de cultura solido, bastante utilizado para o crescimento e isolamento de
diversos tipos de microrganismos. O seu conteudo em peptona de soja e peptona de

caseina constitui uma importante fonte de azoto, o que permite crescimento 6timo de
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um grande namero de microrganismos exigentes e ndo exigentes. Neste estudo, foi

utilizado para crescimento e isolamento das bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Tryptone Soy Broth (TSB) — O meio de cultura TSB (CULTIMED, Espanha) €
um meio de enriquecimento (liquido) que também permite o desenvolvimento de um
grande nimero de microrganismos, devido a sua constituicdo (Peptona de soja e de
caseina). Para além disso, também é utilizado em ensaios de suscetibilidade aos

antimicrobianos, nomeadamente no método de microdiluicdo.

Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) — Este meio de cultura é utilizado para
crescimento e isolamento de fungos, nomeadamente leveduras, quando ndo sé&o
necessarias condi¢des especiais. Neste estudo, o meio foi preparado com extrato de
levedura (SIGMA, Alemanha), peptona de soja (CULTIMED, Espanha), glucose
(MERK, Alemanha) e agar (LIOFILCHEM, Italia), que fornecem os nutrientes

necessarios para um 6timo crescimento celular (aminoécidos, azoto, vitaminas).

Mueller-Hinton agar - O meio de cultura Mueller-Hinton (CULTIMED,
Espafia), € um meio de cultura sélido, recomendado para ensaios de suscetibilidade aos
antimicrobianos (método de difusdo em disco), uma vez que, neste meio, crescem bem a
maioria das bactérias patogénicas e praticamente nao contém substancias inibidoras de

sulfamidas e trimetropim (timidina e timina).

2.1.4 Outros reagentes e equipamentos

Neste estudo também foi utilizada agua destilada autoclavada, solucdo salina a
0,9% de NaCl (Carlo Erba Reactifs, France), placas de Petri, frascos de SHOTT,
micropipetas Orange Scientific (10, 100 e 1000uL), discos em branco (Liofilchem,
Italia), discos de ciprofloxacina com 5 pg (Oxoid, UK) e cefoxitin com 30 ug (Oxoid,
UK), pincas, ansas estéreis de 10uL (Gosselin), eppendorfs estéreis e microplacas
(frilabo, Portugal).

Quanto aos equipamentos foram utilizados, o autoclave AJC Uniclave 88, o
vortex Heidolph REAX 2000, o espetrofotometro Thermo Scientific Genesys 20, a
incubadora VWR Incubating Orbital Shaker e a balanca eletronica KERN ABJ 120 4M.
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2.2 Métodos

2.2.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

2.2.1.1 Método Difusdo em disco

O principio deste método baseia-se na difuséo radial do
antimicrobiano a partir de um disco de papel aplicado na
superficie do meio de cultura inoculado (agar Mueller-Hinton).
Os resultados sdo avaliados tendo em conta a presenga ou

auséncia de halos de inibicdo de crescimento. Na presenca

desses halos é feita a medicdo, em milimetros, e o valor é

comparado com valores predefinidos, permitindo classificar a estirpe em questdo em
Sensivel, Intermédia ou Resistente ao composto quimico presente no disco. De acordo
com o Documento M2-A8 do CLSI, uma estirpe € considerada Sensivel quando o
agente antimicrobiano na concentracdo testada pode ser usado para tratar uma infegéo
causada pelo microrganismo em questdo. Por outro lado, uma estirpe é Resistente a
determinado antimicrobiano quando o seu crescimento ndo € inibido pela concentragédo
de composto testada. Quando a infecdo por uma determinada estirpe pode ser tratada
adequadamente em determinados locais do corpo, onde as drogas se concentram
fisiologicamente, a estirpe é classificada como Intermédia. Contudo, a atividade
antimicrobiana dos compostos estudados ndo é conhecida pelo que essa classificacdo
ndo serd utilizada.

Com o intuito de avaliar a potencial atividade antimicrobiana dos compostos,
realizou-se o método por difusdo em disco, tendo-se por base as guidelines do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) para os antibidticos disponiveis
comercialmente. (M2-A8: Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility
Tests; Approved Standard—Eighth Edition)

Apos obtencdo de culturas puras em TSA, as colonias isoladas foram utilizadas
para preparar suspensdes microbianas em solucdo salina (0,9% de NaCl) com uma
densidade que variava entre 0,09 e 0,1 (equivalente a solucéo padrdo McFarland de 0,5 -
1 a 2x10® UFC/mL). A densidade bacteriana foi medida no espetrofotémetro a 625nm
apos definicdo do branco (solugdo salina). Procedeu-se a inoculacdo das placas de
Mueller-Hinton com uma zaragatoa, semeando por estrias em 3 dire¢Oes diferentes para

obtengdo de uma inoculagcdo uniforme. Posteriormente, efetuou-se a aplicagdo dos
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discos em branco na placa inoculada, previamente mergulhados na solucdo dos
compostos em estudo com o auxilio de uma pinca estéril.

Para as leveduras, mais concretamente para o género Candida, o CLSI preconiza
a utilizagcdo de agar Mueller-Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5ug/mL de
azul de metileno (Documento M44-A2: Method for Antifungal Disk Diffusion
Susceptibility Testing of Yeasts). Deste modo, sendo a S.cerevisiae também uma
levedura, o teste de difusdo em disco foi efetuado com base nesse documento. Para
finalizar este método, as placas foram colocadas a incubar a 37°C durante 18-24h para
as bactérias e leveduras. Apds o periodo de incubacdo, observa-se a presenca ou
auséncia de halos de inibicdo a volta do disco. A presenca dos halos indica auséncia de
crescimento em redor do disco. O didmetro dos halos de inibicdo foi medido em
milimetros (didmetro do disco sdo 6mm + didmetro do halo). O didmetro obtido esta
relacionado com a atividade antimicrobiana e é inversamente proporcional a CMI. Este
procedimento foi efetuado em duplicado para cada composto e o0s resultados
apresentados correspondem a média desses valores.

Através do método de difusdo em disco também foram testados alguns
antibacterianos de referéncia nestas estirpes, nomeadamente uma fluoroquinolona
(ciprofloxacina) e um p-lactamico (cefoxitin) O valor dos halos obtidos foram
comparados com os valores definidos pelo CLSI (Documento M100-S17: Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing).

2.2.1.2 Método de Microdiluicao

Para determinar a CMI de todos 0s grupos estirpes/composto para as quais se
obtiveram halos de inibicdo no método de difusdo em disco foi utilizado o método de
microdiluicdo. O procedimento foi efetuado segundo os critérios do CLSI para os
antimicrobianos disponiveis comercialmente (M7- A7—Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved
Standard—Seventh Edition). Inicialmente, prepararam-se as suspensdes microbianas
como referido para o método anterior. A microplaca utilizada era constituida por 96
pogos aos quais se adicionaram 100 puL do meio de cultura TSB. Em cada coluna da
microplaca, fez-se corresponder um grupo. Um dos pogos serviu de controlo negativo
(TSB), e outro de controlo positivo (TSB e estirpe microbiana). Nos restantes pogos

foram feitas diluicGes de 2x dos compostos (diluicGes de 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32), para
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um volume final de 200 pL. No caso dos grupos estirpe/composto E. coli/ 2HF, E. coli
TEM-1/ 2MQNX, E. coli TEM-1/ QNX e E. coli S3R9/ 2A3CQNX efetuaram-se
diluicbes de 1,25x para que, em microplaca, se obtivesse, pelo menos, uma
concentracdo superior e outra inferior ao valor de concentracdo mais baixa para a qual
se observou halo de inibi¢do pelo método de difusdo em disco. Este ensaio foi efetuado
em duplicado para cada grupo estirpe/composto. A microplaca foi colocada a incubar a
37°C durante 16-20h. Apos este periodo, efetuou-se a leitura dos resultados, observando
a presenca ou auséncia de turvacdo, que indica a presenca ou auséncia de crescimento,
respetivamente. A menor concentracdo de composto com o qual se observou auséncia

de turvacdo corresponde & CMI.

2.2.2 Curvas de morte e viabilidade microbiana

Inicialmente, prepararam-se suspensdes microbianas com densidade de 0,5
McFarland a partir de culturas puras obtidas em TSA, para 0s grupos estirpe/compostos
que apresentaram atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco.
Transferiram-se 100 pL de cada suspensdo para eppendorfs estéreis contendo 1350uL
de solucéo salina estéril (0,9% de NaCl) obtendo-se uma diluicdo de 1:10 (10™). De
cada tubo com diluicdo 10, homogeneizou-se e transferiu-se 100pL para outro
eppendorf contendo 900pL de solugo salina, obtendo-se uma diluicdo de 1:100 (107?).
Repetiu-se este procedimento até a diluicdo 1:1000000 (10°®). Posteriormente, para
determinar a diluicdo 6tima, dividiu-se uma placa de meio de cultura em 7 regiGes (TSA
para bactérias e YEPD para levedura) e aplicou-se 20uL de cada diluicdo (em
triplicado) na superficie do meio de -cultura. Incubou-se a 37°C, durante
aproximadamente 24h, e selecionou-se a diluicdo 6tima para cada estirpe. A diluicdo
6tima correspondia a diluicdo em que se observavam crescimento de col6nias separadas
e em nimero em que era possivel efetuar a contagem das mesmas.

Posteriormente, prepararam-se novamente as suspensGes microbianas em
duplicado para cada estirpe (presenca e auséncia do composto). Uma das suspensoes foi
utilizada como branco (auséncia de composto). A partir da outra suspensdo microbiana,
preparou-se uma solucdo com volume total 1,5 mL, contento determinada quantidade do
respetivo composto de forma a obter uma concentracdo final que corresponde a CMI
determinada anteriormente. De 30 em 30 minutos, durante 180 minutos, e as 24h para as

bactérias (tempo de geracdo aproximadamente 20 minutos) e de 30 em 30 minutos para
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a levedura durante 210 minutos (tempo de geracdo é de aproximadamente 90 minutos)
preparou-se a diluicdo 6tima determinada para cada estirpe, e pipetou-se 20 pL (em
triplicado) de cada eppendorf (com e sem composto) para uma placa de meio de cultura
solido. As suspensfes microbianas foram mantidas a 37°C. As divisdes da placa do
meio de cultura sélido correspondem ao tempo em minutos em que se efetuou
determinada medicéo (0, 30, 60, 120, 150, 180 minutos e 24h). Incubaram-se as placas a
37°C durante aproximadamente 24h. Apds incubacdo verificou-se se as células se
encontravam vidveis (presenca de coldnicas) e efetuou-se a contagem do ndmero de
colonias em cada medicao (0, 30, 60, 120, 150, 180 minutos e 24h) Com o ndmero de
colonias foi possivel determinar as unidades formadoras de colénias por mL (UFC/mL).

Para tal utilizou-se a seguinte formula:

UFC/mL = 1,5 mL X Numero de col6nias X Fator de dilui¢éo
0,020 mL

Para finalizar, construiram-se as curvas de morte que relacionam o tempo
(minutos) com o logaritmo de base 10 (Logip) das UFC/mL de cada suspensdo
microbiana. A escala logaritmica permite representar escalas cujos valores dos dados
sdo muito grandes facilitando a leitura do grafico. Cada grafico mostra a evolugdo do
crescimento microbiano para uma estirpe na presenca e na auséncia dos compostos

quimicos. Este ensaio foi realizado em duplicado para validacdo dos resultados.

2.2.3 Curvas de crescimento num modelo eucariota ndo humano

Apb6s conhecimento dos compostos que apresentam atividade antibacteriana
procedeu-se a construcdo das curvas de crescimento para um modelo eucariota (S.
cerevisiae PYCC 4072) na presenga e auséncia de cada um desses compostos (QNX,
2MQNX, 2A3CQONX, 3M2QNXC e 2HF). Apesar de ndo se ter detetado atividade
antimicrobiana nos modelos eucariotas selecionados, pretendeu-se avaliar os efeitos que
esses compostos apresentam no numero de UFC/mL. Deste modo, sera possivel
selecionar os compostos que devem ser testados em linhagens celulares.

Inicialmente determinou-se a dilui¢cdo 6tima para a S.cerevisiae do mesmo modo
referido anteriormente para as bactérias. Posteriormente, prepararam-se suspensoes
microbianas com densidade entre 0,09 e 0,1 na escala de McFarland. Uma das

suspensdes foi utilizada como branco (auséncia de composto). A partir das restantes
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suspensdes foram preparadas solucbes com um volume total de 1,5mL e, cuja
concentracdo final de cada composto seria de 500 pg/L. De 30 em 30 minutos, ao longo
de 210 minutos, e as 24h, inocularam-se placas de YEPD com 20 uL de cada suspensédo
(presenca e auséncia do composto), em triplicado, e incubaram-se a 37°C durante 24h.
Para cada grupo S.cerevisiae/composto utilizaram-se trés placas de YEPD, em que, uma
mostra os resultados dos 0 aos 90 minutos, outra placa dos 120 aos 210 minutos e por
ultimo, as 24h. Como as células se encontravam viaveis em todos 0s periodos de tempo,
efetuou-se a contagem das coldnias, calcularam-se as UFC/mL para cada periodo de
tempo e construiram-se os graficos UFC/mL versus tempo. Este ensaio também foi

realizado em duplicado.
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3. Bioatividade de compostos derivados da QNX 1,4-
didxido

Este estudo teve como principal objetivo determinar a presenca ou auséncia de
atividade antimicrobiana de oito compostos quimicos (quinoxalinas 1,4-didxido e seus
derivados) em modelos procariotas Gram positivos e Gram negativos e modelos
eucariotas. Como modelos procariotas Gram positivos utilizaram-se as estirpes de S.
aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 6538P (resistente a penicilina) e S. aureus ATCC
29213. A E. coli ATCC 25922, E. coli TEM CTX-M9, E. coli AmpC MOX-2, E. coli
TEM-1, E. coli CTX-M2, E. coli CTX-M9, E. coli S3R9 (sensivel a ciprofloxacina) e E.
coli S3R22 (resistente a ciprofloxacina) constituiram os modelos procariotas Gram
negativos. Os modelos eucariotas utilizados foram a C. albicans ATCC 10231 e
S.cerevisiae PYCC 4072.

3.1 Atividade antimicrobiana do composto QNX

O primeiro método aplicado neste estudo foi o método de difusdo em disco,
considerado o método standard para avaliar a suscetibilidade de estirpes aos
antimicrobianos. Este método permitiu avaliar qualitativamente a atividade
antimicrobiana da QNX (e dos restantes compostos) nas estirpes selecionadas para este
estudo. Uma vez que se verificou atividade contra uma das estirpes procedeu-se a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) pelo método de microdiluicéo.
Apos conhecer o valor da CMI foi avaliada a viabilidade através da presenca/auséncia
de crescimento em meio s6lido, e construida a curva de morte (Logio UFC/mL versus
tempo) para cada grupo estirpe/composto, na presenca e auséncia do composto. Este

procedimento foi, também, aplicado aos restantes compostos estudados.

3.1.1 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana da QNX foi testada em todos os modelos eucariotas
e procariotas ja referidos. As concentracdes inicialmente utilizadas nos ensaios de
difusdo em disco foram 500, 100, 50, 20, 5 e 0 pg/L. O zero corresponde ao controlo
negativo, ou seja, trata-se de um disco em branco sem qualquer composto quimico.
Nestas concentracOes apenas se observou a presenca de halo de inibi¢do de crescimento

para E.coli TEM-1, na concentracdo de 500 pg/L de QNX (halo de 30 mm de diametro).
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Em meio sdlido, a volta do disco em branco, ndo se observou halo de inibicéo, pelo que
os resultados puderam ser validados.

Posteriormente, foi necessario testar as concentracdes entre 500 e 100 pg/L,
verificando-se que nas concentra¢des 400, 300 e 200 pg/L também ocorreu formacéo de
halos de inibicdo com didmetros de 26, 22 e 16 mm, respetivamente (Grafico 1). Na
concentracdo de 100ug/L, a QNX ndo apresentou atividade contra esta estirpe, pelo que
ndo é representada no grafico. O gréafico 1 permite verificar que existe uma relacdo de
quase linearidade entre as concentragdes testadas e o valor dos halos de inibi¢cdo, uma
vez que o valor do Coeficiente de Determinacéo (R?) se encontra bastante préximo de 1
(0,9888). Assim, para o grupo E.coli TEM-1/QNX, 98% dos valores dos halos de
inibicdo obtidos sdo explicados pela variagdo da concentracdo de QNX. Através deste
grafico é possivel inferir o valor dos halos de inibicdo para concentracdes entre 200 e
500ug/L. Apesar do grafico mostrar atividade antibacteriana entre as concentracdes de
200 e 500ug/L de QNX ndo se pode afirmar que o composto ndo apresenta atividade em
concentracdes mais baixas, isto porque se trata de um método influenciado por diversos
fatores, nomeadamente pela velocidade de difusdo do composto e outras limitacdes
experimentais (disco, meio de cultura). Por exemplo, para uma dada concentragdo, o
composto pode nédo se ter difundido no meio de cultura, devido as caracteristicas deste
na zona onde foi aplicado o disco ou até ao proprio disco. Portanto, a finalidade do teste
de suscetibilidade, ndo € dar uma precisdo matematica aos valores dos halos de inibigédo
de crescimento. Contudo, o grafico permite orientar na escolha das concentracBes a
serem testadas no método de microdiluicdo (quantitativo) para determinar a CMI para o
grupo E. coli TEM-1/ QNX.

Graéfico 1. O gréafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicdo mostra

a relacdo entre as varidveis para o grupo E.coli TEM-1/ QNX.
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Testaram-se discos de cefoxitin (30ug) e ciprofloxacina (5ug) numa placa de
Mueller-Hinton inoculada a partir de uma suspensao de E.coli TEM-1, para verificar se
esta estirpe era classificada como sensivel, intermédia ou resistente a um B-lactamico e
a uma fluoroquinolona. Estes antibidticos serviram de controlo para esta estirpe e, em
simultaneo, permitiram verificar se esta estirpe é resistente, sensivel ou intermédia a
acdo de um antibidtico com estrutura semelhante & do composto estudado. Para a E.coli
TEM-1 obtiveram-se halos de inibicdo de 36 mm e 20 mm de diametro para a
ciprofloxacina e cefoxitin, respetivamente (Tabela 5). Deste modo, e tendo em conta 0s
valores documentados pelo CLSI, esta estirpe é considerada sensivel aos antibidticos
testados (Tabela 6).

Tabela 5. Didmetro do halo de inibi¢cdo do crescimento da E.coli TEM-1 apds

aplicacdo dos discos de CIP e FOX.

Antibidtico Diametro do halo de
inibicdo (mm)
Ciprofloxacina 5 pg (CIP) 36
Cefoxitin 30 pg (FOX) 20

Tabela 6. Classificacdo das estirpes em resistente, intermédia ou sensivel, de
acordo com os valores dos diametros dos halos documentados pelo CLSI para

enterobactérias.

Classificagdo de acordo com didmetro do halo de inibi¢cdo (mm)

Resistente Intermédia Sensivel
Ciprofloxacina (5ug) <15 16-20 >21
Cefoxitin (30ug) <14 15-17 >18

Tendo em conta que o método de difusdo em disco é um método qualitativo,
pode-se concluir que o composto QNX apenas apresentou atividade antimicrobiana na
E.coli TEM-1. Por outro lado, ndo apresenta atividade antimicrobiana nas concentracées
testadas nos modelos eucariotas e procariotas Gram positivos. Com base nestes
resultados, pode-se sugerir que o fato deste composto quimico ter atuado

especificamente numa estirpe, torna-o num composto de baixo espetro de atividade e, se
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futuramente se comprovar que podera ser utilizado para combater infecdes causadas por
E.coli TEM-1, provavelmente ndo interferirda de forma significativa com a flora

comensal.

3.1.2 Método de Microdiluicdo

O método de microdiluicdo é um método quantitativo que também é bastante
utilizado na avaliagdo da suscetibidade aos antimicrobianos. Este método apenas foi
efetuado para 0s grupos estirpe/composto com 0s quais se observou atividade
antimicrobiana no método de difuséo em disco. Neste método, foi utilizado um controlo
negativo, que correspondia ao poco da microplaca que continha apenas TSB, e um
controlo positivo, que correspondia ao TSB juntamente com 10 uL da suspenséo de E.
coli TEM-1. Nos restantes cinco po¢os da microplaca foram efetuadas as diluicdes de
1:1,25, a partir da concentragdo inicial de 500 pg/L de QNX, de forma que fosse testada
uma ou mais concentragdes inferiores e superiores a 200 ug/L. Este valor corresponde a
concentracdo mais baixa com a qual se observou formacéo de halo de inibi¢cdo no ensaio
de difusdo em disco. Deste modo, foram obtidas as seguintes concentragcdes nesses
pocos da microplaca: 400, 320, 256, 204,8 e 163,8 ug/L. Apds incubagdo por 16-20h,
foi observada a presenca ou auséncia de turvacdo. A presenca de turvacdo indica que
houve crescimento microbiano. Como no controlo positivo havia turva¢do no meio de
cultura e no controlo negativo ndo ocorreu turvacdo do meio, os resultados observados
para 0s pocos contendo as diluicdes puderam ser validados. Para as diluicGes observou-
se presenca de turvacdo apenas nos pocos da microplaca que apresentavam
concentracdes de 204,8 e 163,8 pg/L de QNX. Nas restantes concentragcdes ndo se
observou crescimento microbiano visivel. A menor concentragdo em que ndo se
observou turvacdo do meio (auséncia de crescimento microbiano visivel) foi na
concentracdo de 256 pg/L. Assim, este valor corresponde a CMI de QNX capaz de
inibir o crescimento da E.coli TEM-1. Este ensaio foi realizado em duplicado para

validag&o dos resultados.

3.2 Curvas de morte versus viabilidade microbiana

Para construir o grafico que relaciona o tempo com as Logi;o UFC/mL, na
presenca e na auséncia do composto quimico, inicialmente procedeu-se a determinagéo

da diluicdo 6tima para a E.coli TEM-1, como descrito anteriormente. Foram efetuadas
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diluicdes de 10" a 10° a partir da suspensdo microbiana com 0,5 McFarland e
inoculadas em meio TSA. Apo6s o periodo de incubacdo observou-se o numero de
coldnias presentes em meio TSA e correspondente a cada diluicdo. A diluigdo na qual
ocorreu crescimento de coldnias de E.coli TEM-1 (células vidveis) em ndmero em que
era possivel efetuar a sua contagem (colonias crescem isoladamente) corresponde a
diluicdo 6tima. Deste modo, a diluicdo 6tima determinada para a E.coli TEM-1 foi 10°.
(Tabela 7)

Tabela 7. Nimero de coldnias de E.coli TEM-1 presentes em meio de cultura
TSA para cada diluico.

Diluicio 10" 10° 10° 10" 10° 10°
Numero de

colonias  de - - - - 25 4
E.coli TEM-1

(-) Nao foi possivel efetuar contagem do nimero de col6nias

Posteriormente, foram preparadas duas suspensdes de E.coli TEM-1 em solucdo
salina (NaCl a 0,9%). Uma das suspensdes foi utilizada como branco, ndo sendo
adicionado qualquer composto. A outra suspensdo foi utilizada para preparar uma
solucdo com volume total de 1,5 mL (suspensdo microbiana e composto). De 30 em 30
minutos, durante 180 minutos e as 24h, prepararam-se as dilui¢es 6timas. A partir de
cada diluigéo, pipetaram-se 20 pL (em triplicado) em meio de cultura TSA. A diluicéo
Otima é importante pois facilita a contagem das col6nias em meio sélido. O periodo de
tempo selecionado deveu-se ao facto das bactérias, em geral, apresentarem um tempo de
geracdo de aproximadamente 20 a 30 minutos. Ap6s as 24h de incubacdo a 37°C,
procedeu-se a contagem das col6nias viaveis (quando presentes) e determinaram-se as

UFC/mL ao longo do tempo.

No Gréafico 2 é possivel observar que, na auséncia do composto quimico, ocorre
crescimento bacteriano até aproximadamente aos 180 minutos, uma vez que ocorreu um
aumento nas UFC/mL. Contudo, as 24h observa-se uma diminui¢do nas UFC/mL para
valores inferiores aos observados inicialmente (curva vermelha). O ligeiro aumento
inicial nas UFC/mL deve-se ao crescimento bacteriano ao longo desse periodo de

tempo. As bactérias tém capacidade para armazenar nutrientes que Ihes permite crescer
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em determinadas condicdes e periodos de tempo, nomeadamente onde ndo existem
nutrientes disponiveis no meio extracelular. Portanto, entre os 180 minutos e as 24h nao
se sabe que variagdes ocorreram. Contudo, 0 objetivo consiste em conhecer se ao fim de
24h o valor de UFC/mL diminui ou aumenta comparativamente com o valor inicial e na
presenca ou auséncia do composto. Esta explicacdo aplica-se aos graficos dos proximos
capitulos onde ¢é feita referéncia a E.coli TEM-1. A curva azul no Gréafico 2 mostra a
evolugéo no crescimento da E.coli TEM-1 na presenca da QNX na CMI determinada
(256pg/L). Na presenca da QNX, comparativamente com auséncia deste composto,
observou-se uma diminui¢cdo nas UFC/mL ao longo do tempo, uma vez que 0 ndmero
de UFC/mL diminuiu. As 24h ndo se observaram colonias viaveis no meio de cultura
TSA, pelo que, no grafico, 0 corresponde ao ponto (1440,0).

Gréfico 2. Evolucdo do crescimento da E.coli-TEM-1 ao longo do tempo (0, 30,
60, 120, 150 e 180 minutos), até as 24h (1440 minutos), na auséncia da QNX (curva

vermelho) e na presenca da QNX na concentracdo de 256ug/L (curva azul).
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Em suma, a presenca da QNX na concentracdo 256 ug/L, inibe o crescimento da

E.coli TEM-1, podendo constituir, no futuro, um novo agente antibacteriano.
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4. Bioatividade do composto 2MQNX

4.1 Atividade antimicrobiana do composto 2MQNX

4.1.1 Método de difusao em disco

A atividade antimicrobiana deste composto foi testada nas concentragdes de 500,
100, 50, 20, 5 e 0 ug/L para as estirpes referidas anteriormente. O zero corresponde ao
controlo negativo (auséncia de qualquer composto) e, neste ensaio, ndo ocorreu
formacgdo de halo de inibicdo de crescimento, pelo que os resultados puderam ser
validados. Para as concentracdes inicialmente testadas, apenas se observou halo de
inibicdo para E.coli TEM-1 na concentragdo de 500 pg/L (16mm). Deste modo,
testaram-se as concentracBes entre 500 e 100 upg/L, verificando-se que, nas
concentracdes 400 e 300 ug/L, ocorreu formacdo de halos de inibicdo com diametro de
10 e 8 mm respetivamente. Nas restantes concentracdes ndo se observaram halos de
inibicdo do crescimento, pelo que ndo sdo representados no grafico 3. Um valor de R?
igual a 0,92 para o grupo E. coli TEM-1/ 2MQNX, indica que 92 % dos valores dos
halos de inibicdo de crescimento obtidos sdo explicados pela variacdo da concentracao
de composto. Quanto maior a concentracdo de 2MQNX testada, maior é o didmetro do
halo (para concentragfes entre 300 e 500ug/L). Como referido no capitulo anterior, esta
estirpe é sensivel a ciprofloxacina e também se mostrou sensivel a acdo deste composto
derivado da QNX em determinadas concentracdes, pelo que, se sugere que 0 método de

acao possa ser semelhante. Este ensaio foi realizado em duplicado.

Gréfico 3. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo mostra a relagdo
entre as variaveis para o grupo E.coli TEM-1/ 2MQNX.
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No método de difusdo em disco, este composto apresentou atividade
antimicrobiana apenas nas concentragdes entre 300 e 500 pg/L para a E.coli TEM-1.
Logo, tal como observado para o composto anterior, nas concentracdes testadas, a
2MQNX ndo apresentou atividade contra o modelo eucariota e procariotas Gram
positivos. Com base nestes resultados, pode-se sugerir que, o facto deste composto ter
atuado apenas nesta estirpe torna-o num composto com baixo espectro de atividade, tal
como a QNX. Se, futuramente, se comprovar que o 2MQNX pode ser utilizado no
tratamento de infecdes, provavelmente ndo interferira significativamente com a flora

comensal.

4.1.2 Microdiluicao

Como ocorreu a formagéo de halo de inibi¢do de crescimento para o grupo E.
coli TEM-1/ 2MQNX utilizando o método de difusdo em disco, efetuou-se o método de
microdiluicdo. O procedimento adotado foi 0 mesmo descrito anteriormente. As
concentracdes finais nos pocos contendo as diluicdes foram de 400, 320, 256, 204,8 e
163,8ug/L de 2MQNX. Como no controlo positivo havia turvagdo no meio de cultura e
no controlo negativo ndo ocorreu turvacdo, os resultados observados para 0s pogos
contendo as dilui¢bes puderam ser validados.

Para as dilui¢Oes, observou-se a presenca de turvacdo nos pogos da microplaca
que apresentavam concentracdes de 320, 256, 204,8 e 163,8 ug/L de 2MQNX. A menor
concentracdo em que nao se observou turvacdo do meio (auséncia de crescimento
microbiano) foi na concentracdo de 400ug/L. Assim, este valor corresponde a CMI de
2MQNX capaz de inibir o crescimento da E.coli TEM-1.

4.2 Curvas de morte versus viabilidade microbiana

A atividade antimicrobiana para o composto 2MQNX foi observada apenas para
a E. coli TEM-1, tal como se verificou para a QNX. A diluicdo 6tima para esta estirpe
corresponde a 10. (Tabela 7)

Inicialmente, prepararam-se duas suspensdes de E.coli TEM-1 em solug&o salina
(NaCl a 0,9%). Uma das suspensfes foi utilizada como branco, ndo sendo adicionado
qualquer composto. A outra suspensdo foi utilizada para preparar uma solucdo com
volume final de 1,5 mL (suspensdo microbiana e composto). De 30 em 30 minutos,
durante 180 minutos, e as 24h, prepararam-se as diluicbes Otimas. A partir de cada

diluicdo, pipetaram-se 20uL (em triplicado) em meio de cultura TSA. A viabilidade
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celular, para a estirpe em estudo, foi indicada pela presenca de crescimento em meio de
cultura de TSA, em cada periodo de tempo estudado. Apos a contagem do numero de
colonias viaveis, determinaram-se as UFC/mL ao longo do tempo que permitiu

construir as curvas de morte na auséncia e presenca do composto.

Relativamente a curva vermelha presente no gréfico 4 (auséncia do composto), a
sua interpretacdo foi efetuada no capitulo anterior (mesma estirpe). Quanto a curva
verde do mesmo gréafico, esta mostra a evolucdo no crescimento da E.coli TEM-1 na
presenca da 2MQNX na CMI (400 pg/L). Na presenca deste composto (curva verde),
comparativamente com auséncia da 2MQNX (curva vermelha), observou-se um
aumento no numero de UFC/mL nos minutos iniciais (at¢é 60 minutos) e,
posteriormente, observa-se uma diminuicdo acentuada. Aos 180 minutos, ja ndo foi
possivel observar células vidveis em meio de cultura sélido. Inicialmente, 0 aumento
das UFC/mL indica que ocorreu crescimento bacteriano (presenca de células viaveis),
mesmo na presenca do composto 2MQNX na CMI (400ug/L), uma vez que cada
composto possui um determinado tempo para atuar. A diminui¢do das UFC/mL a partir
dos 180 minutos, indica que o composto 2MQNX exerce uma acdo no crescimento

bacteriano mais precoce do que 0 composto anterior.

Gréfico 4. Evolucéo do crescimento da E.coli-TEM-1 ao longo do tempo, até as
24h (1440 minutos), na auséncia da 2MQNX (curva a vermelho) e na presenca da

2MQNX na concentracdo de 400ug/L (curva verde).
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Este composto é um derivado da quinoxalina 1,4-dioxido, diferindo

estruturalmente deste pela presenca do grupo metil (CHs) na posicéo 2. A adigcdo deste
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grupo a quinoxalina ndo parece afetar a sua atividade, uma vez que, os resultados
obtidos para a QNX e 2MQNX sugerem uma acdo antibacteriana apenas contra a E.coli
TEM-1 na CMI determinada para ambos. Contudo, o composto 2MQNX parece atuar

mais rapidamente, uma vez que aos 180 minutos ja ndo existiam células viaveis.
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5. Bioatividade do composto 2M3Benzoil QN X

5.1 Atividade antimicrobiana do composto 2M3BenzoilQNX

A atividade antimicrobiana do composto quimico 2M3BenzoilQNX foi testada
em todos os modelos procariotas (Gram positivos e negativos) e eucariotas utilizando
método de difusdo em disco. As concentracdes testadas foram 500, 100, 50, 20, 5 e
Oug/L. Contudo, ndo se observou a formacdo de halos de inibicdo em nenhuma destas
concentracOes, pelo que ndo se prosseguiu para a determinagdo da CMI pelo método de
microdiluicdo, nem para a determinacdo das curvas de morte e verificagdo da
viabilidade. Este ensaio também foi realizado em duplicado. Portanto, as estirpes
estudadas sdo resistentes a acdo deste composto nas concentracBes testadas.
Futuramente, seria importante testar concentragdes mais elevadas deste composto e, a
manter-se a auséncia de halos de inibi¢do de crescimento, investigar 0s mecanismos que
tornam estas estirpes resistentes a acdo deste composto. Nessa resisténcia podem estar
envolvidas carateristicas fisicas e quimicas da célula que impecam a acdo deste
composto ou pode dever-se a propria estrutura quimica.

O composto 2M3BenzoilQNX € um derivado da quinoxalina 1,4-diéxido,
diferindo desta por apresentar um grupo metil (CH3) no carbono 2 do anel azotado e um
grupo benzoil (C¢HsCO) no carbono 3 do mesmo anel. Como no composto 2MQNX se
observou atividade antimicrobiana e, este composto difere da quinoxalina 1,4-dioxido
por apresentar apenas um CHgz no carbono 2 do anel azotado, a adi¢cdo do grupo benzoil
(2M3BenzoilQNX) parece inibir a atividade antimicrobiana. Este pode ser o motivo
pelo qual ndo ocorreu atividade antimicrobiana com nenhuma das estirpes, quer nos
modelos procariotas, quer nos eucariotas. Um estudo recente, cujo objetivo consistia em
testar treze compostos derivados da 2-ciano-3-(4-fenilpiperazina-1-carboxamida)
quinoxalina 1,4-dioxido em estirpes de Plasmodium falciparium e Leishmania infantum,
mostrou que a presenca de grupos halogenados em determinadas posi¢des da molécula
melhoram a atividade antiparasitaria desses compostos. (Barea et al, 2012) Portanto, a
posicdo de um ou mais grupos funcionais e a natureza dos mesmos influenciam a
atividade do composto. Deste modo, seria importante testar um composto derivado da
quinoxalinas 1,4-didxido que apresentasse apenas um grupo benzoil no carbono 3 do
anel azotado para verificar se a auséncia de atividade se mantém. Se permanecer sem

atividade nas mesmas estirpes, podera dever-se a presenca apenas do grupo benzoil. Se,
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por outro lado, apresentar atividade antimicrobiana pode significar que a presenca, em
simultaneo, do grupo metil no carbono 2 do anel azotado e do grupo benzoil no carbono

3 inibem a atividade do composto e nas concentracdes testadas.
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6. Bioatividade de composto 2M3BQNX

6.1 Atividade antimicrobiana do composto 2ZM3BQNX

A atividade do composto 2M3BQNX também foi testada em todas as estirpes ja
referidas nas concentragdes 500, 100, 50, 20, 5 e Oug/L. O primeiro método aplicado foi
0 de difuséo em disco onde ndo se observou a formacdo de halos de inibi¢do. Deste
modo, ndo foram testadas novas concentracfes (entre 500 e 100ug/L ou inferiores a
100), tal como aconteceu para outros compostos quimicos. Para além disso, também nao
se procedeu a realizacdo do método de microdiluicdo, nem da construcdo das curvas de
mortes versus viabilidade celular. Deste modo, os modelos procariotas e eucariotas
utilizados neste estudo também sao resistentes a acdo deste composto nas condicdes
experimentais. Tal como foi referido para o composto anterior (2M3BenzoilQNX), a
auséncia de atividade antimicrobiana em todas as estirpes pode dever-se a sua estrutura
quimica. Este composto também apresenta um grupo metil no carbono 2 do anel
azotado e um grupo benzil (CsHsCH,) do carbono 3 do mesmo anel (em vez do grupo
benzoil presente no composto 2M3BenzoilQNX). Portanto, a adicdo do grupo benzil ou
a sua presenca em simultdneo com o grupo metil podem inibir a acdo antimicrobiana
deste composto nestas concentracGes. Para obter esta resposta seria fundamental testar a
atividade, nestas estirpes, de um derivado da quinoxalina 1,4-di6xido que apresentasse
apenas um grupo benzil no carbono 3 do anel azotado.

Futuramente, também se poderia testar a atividade do composto 2M3BQNX
nestas mesmas estirpes mas em concentracdes elevadas, uma vez que podera apresentar

atividade em concentragdes superiores as testadas.
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7. Bioatividade do composto 2A3CQNX

7.1 Atividade antimicrobiana do composto 2A3CQNX

7.1.1 Método de difusdo em disco

No método de difusdo em disco foram testadas as concentragdes de 500, 100, 50,
20, 5 e 0 pg/L de 2A3CQNX para todos 0s modelos procariotas e eucariotas referidos
anteriormente. O zero corresponde ao controlo negativo (disco em branco). Apos o
periodo de incubacdo das placas inoculadas contendo os discos nas diferentes
concentracdes, observou-se a formacdo de halos de inibicdo do crescimento para as
estirpes E. coli ATCC 25922, E. coli TEM-1, E. coli S3R9, E. coli S3R22. No disco em
branco (0 ug/L), que ndo apresentava qualquer composto, ndo se observou halo de
inibicdo, pelo que os resultados puderam ser validados.

Para a E. coli ATCC 25922, apenas se observou halo de inibicdo na
concentracdo de 500 pg/L (com 11 mm de diametro). Testaram-se as concentracdes
inferiores a 500 e superiores a 100ug/L (400, 300 e 200 pg/L). Para as novas
concentracdes testadas ndo se observou inibicdo do crescimento bacteriano. Como
apenas se verificou inibi¢cdo do crescimento para a concentracdo mais elevada, esta néo
foi representada graficamente. O valor da concentragdo com a qual se observou a
presenca de halo de inibicdo serve de orientacdo para determinar a CMI.

Quanto a ciprofloxacina e ao cefoxitin, esta estirpe mostrou-se sensivel a ambos,
tal como se esperava, uma vez que se obtiveram halos de inibicdo com 29 e 21 mm de
diametro, respetivamente (Tabela 8). Para classificacdo desta estirpe como sensivel,
teve-se em conta os valores definidos pelo CLSI, e referidos na tabela 6 (Capitulo 6). O
mecanismo de acdo para 0 composto testado podera ser semelhante ao da

ciprofloxacina, visto apresentarem semelhancas estruturais.

Tabela 8. Diametro do halo de inibi¢do do crescimento da E.coli ATCC 25922
apos aplicacdo dos discos de CIP e FOX.

Antibidtico Diametro do halo de inibi¢do (mm)
Ciprofloxacina 5 ug (CIP) 29
Cefoxitin 30 pg (FOX) 21
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O crescimento da E.coli TEM-1 foi inibido na concentracdo de 500 ug/L (halo
com 30 mm) e 100 pg/L (halo com 18 mm) de 2A3CQNX. Deste modo, testaram-se
novas concentracGes, nomeadamente as concentra¢bes 400, 300, 200, 80, 60, 40 e
20upg/L. De todas as concentracOes testadas apenas ocorreu a inibigdo do crescimento
desta estirpe nas concentragdes 500, 400, 300, 200 e 100ug/L com halos de inibicdo de
30mm, 28mm, 24mm, 20mm e 18mm de didmetro. No Gréfico 5, assim como nos
gréaficos apresentados anteriormente, verifica-se que, quando aumenta a concentracao de
composto, o diametro do halo também aumenta. Para além disso, o valor de R? também
se encontra bastante préximo de 1 (0,98), mostrando que 98% dos valores do diametro
do halo séo explicados pelas variagdes na concentracdo de composto. O 2A3CQNX
inibe o crescimento desta estirpe em concentragdes no intervalo de 500 a 100ug/L
(utilizando o método em disco), que serve de orientacdo para selecdo das concentracoes
a testar para determinar a CMI.

A E.coli TEM-1 também é sensivel aos antibidticos testados (ciprofloxacina e
cefoxitin), como referido no capitulo inicial. Isto sugere que 0 mecanismo de acdo do
2A3CQNX também podera ser semelhante ao das quinolonas, devido a semelhanca de

estruturas.

Gréfico 5. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicdo, mostra
a relacdo entre as variaveis para o grupo E.coli TEM-1/ 2A3CQNX.
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Para a E.coli S3R9 (sensivel a ciprofloxacina), 0 composto quimico 2A3CQNX
apresentou atividade antimicrobiana na concentracdo de 500ug/L uma vez que se
observou a formacdo de halo de inibicio num didmetro de 16 mm. Testaram-se

concentracdes entre 500 e 100 pg/L e ocorreu inibicdo do crescimento bacteriano na
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concentracdo de 400 e 300 pg/L num diametro de 10 e 8 mm, respetivamente. O valor
de R? encontrado para este grupo foi de 0,92 (Grafico 6).

Esta estirpe também era sensivel a ciprofloxacina (como era esperado) e ao
cefoxitin, uma vez que o didmetro dos halos foi de 26 e 22mm, respetivamente (Tabela
9). Para classificacdo desta estirpe como sensivel, teve-se em conta os valores definidos
pelo CLSI apresentados no capitulo anterior (Tabela 6).

Gréfico 6. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicdo, mostra
a relacdo entre as variaveis para o grupo E.coli S3R9/ 2A3CQNX.
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Tabela 9. Diametro do halo de inibicdo do crescimento da E. coli S3R9 apds
aplicacdo dos discos de CIP e FOX.

Antibidtico Diametro do halo de
inibicao (mm)
Ciprofloxacina 5 ug (CIP) 26
Cefoxitin 30 pg (FOX) 22

Quanto a estirpe resistente a ciprofloxacina, (E.coli S3R22) os resultados foram
iguais aos apresentados para a estirpe E.coli S3R9 (sensivel a ciprofloxacina), como é
possivel observar no grafico 7. Embora as estirpes de E.coli S3R9 e E.coli S3R22
apresentem padrdes de resisténcia e sensibilidade diferentes para diversos
antimicrobianos conhecidos, o composto 2A3CQNX parece apresentar a mesma
atividade em ambas. A atividade antimicrobiana para estas estirpes manifesta-se entre as

concentracdes 300 e 500ug/L. O valor de R? é igual ao anterior. A E.coli S3R22 ¢
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sensivel ao cefoxitin (halo de 12 mm) e resistente a ciprofloxacina (6mm de didametro

corresponde ao diametro do disco)(Tabela 10).

Gréfico 7. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicdo, mostra a

relacdo entre as variaveis para o grupo E.coli S3R22/ 2A3CQNX.
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Tabela 10. Diametro do halo de inibicdo do crescimento da E. coli S3R22 apds

aplicacdo dos discos de CIP e FOX.

Antibidtico Diametro do halo de

inibicao (mm)

Ciprofloxacina 5 ug (CIP) 6
Cefoxitin 30 pg (FOX) 12

Apbés a aplicacdo do método qualitativo, verificou-se que o composto
2A3CQNX apenas apresentou atividade antimicrobiana em estirpes Gram negativas (E.
coli ATCC 25922, E. coli TEM-1, E. coli S3R9 e E. coli S3R22).

7.1.2 Método de Microdiluicdo

Como ocorreu a formagédo de halo de inibi¢do de crescimento para os grupos E.
coli ATCC 25922/ 2A3CQNX, E.coli TEM-1/ 2A3CQNX, E. coli S3R9/ 2A3CQNX e
E. coli S3R22/ 2A3CQNX utilizando o método de difusdo em disco, efetuou-se o
método de microdiluicdo, tendo em conta os resultados obtidos no método anterior.
Cada coluna da microplaca apresentava um controlo positivo, um negativo e cinco
diluicbes para cada um dos quatro grupos estirpe/composto, como descrito

anteriormente. O pogo da microplaca que correspondia ao controlo negativo (continha
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apenas TSB) ndo apresentou turvacao apos o periodo de incubacéo, ou seja, ndo ocorreu
crescimento microbiano. Neste ensaio foram efetuados quatro controlos positivos, um
por estirpe: E. coli ATCC 25922, E.coli TEM-1, E. coli S3R9 e para a E. coli S3R22.
Apos o periodo de incubacdo da microplaca, todos 0s pocos apresentaram crescimento
bacteriano uma vez que se observou turvacdo do meio de cultura. Como no controlo
positivo havia turvacdo do TSB e no controlo negativo ndo ocorreu turvacdo, 0s
resultados observados para os pogos contendo as diluicdes puderam ser validados.

No método anterior verificou-se que, para o grupo E. coli ATCC 25922/
2A3CQNX, apenas ocorreu formacdo de halo de inibicdo para a concentracdo de 500
ug/L. Sendo assim, para que a concentracdo final de composto no primeiro poco das
diluicbes fosse 500 pg/L (ou superior), foi necessario preparar uma solugdo com
concentragéo superior a esta (1g/L). A partir desta solucdo foram efetuadas as dilui¢des
sucessivas de 2x nos pogos da microplaca obtendo-se as seguintes concentracdes finais
em cada um dos pocos da microplaca: 500, 250, 125, 62,5 e 31,3 ug/L. E importante
referir que também foram testadas concentracdes entre 500 e 250 ug/L, por se tratar de
valores bastante afastados, e observou-se crescimento microbiano. A presenca de
turvacdo do meio de cultura foi observada em todos 0s pogos com excecdo daquele que
apresentava a concentragdo mais elevada (500ug/L). Portanto, 500ug/L de 2A3CQNX
corresponde a CMI de composto capaz de inibir o crescimento visivel desta estirpe.
(Tabela 11)

Para o grupo E.coli TEM-1/2A3CQNX, a concentra¢cdo mais baixa com a qual
se observou halo de inibigdo no método anterior foi de 100 pg/L. Por isso, para que num
dos pocos fosse testada essa concentracdo, foram efetuadas dilui¢bes sucessivas de 2x a
partir concentracdo inicial de 200 pg/L, obtendo-se as concentracGes finais de 100, 50,
25, 12,5 e 6,3ug/L em cada um dos cincos pocos da microplaca. Apds incubacéo,
observou-se turvacdo em todos 0s pogos a excecdo do poco com a concentragdo de
100pg/L. Deste modo, a auséncia de crescimento visivel permite definir este valor como
a CMI para este grupo. (Tabela 11)

Para o grupo E.coli S3R9/ 2A3CQNX e E. coli S3R22/ 2A3CQNX foram
efetuadas diluigbes sucessivas de 1:1,25 de forma a obter concentragdes inferiores e
superiores a 300ug/L (valor minimo com o qual se observou halo de inibicdo no método
de difuséo em disco para ambas as estirpes). A concentracgdo inicial utilizada foi de 500

ug/L de forma a obter concentragdes finais em cada um dos pocos de 400, 320, 256,
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204,8 e 163,8ug/L. A presenca de turvacdo do meio de cultura liquido, que indica
crescimento microbiano, foi observada nos pogos contendo a concentracdo de 256,
204,8 e 163,8ug/L de 2A3CQNX. Nas restantes concentracdes (400 e 320ug/L) nédo
ocorreu crescimento bacteriano visivel. Assim, como 320 ug/L corresponde a
concentracdo mais baixa de 2A3CQNX onde ndo se observou turvacdo do meio de

cultura, este valor corresponde a CMI. (Tabela 11)

Tabela 11. Valor das CMI (ug/L) de 2A3CQNX para as estirpes E.coli ATCC
25922, E.coli TEM-1, E.coli S3R9 e E.coli S3R22.

Estirpes microbianas  E.coli ATCC E.coli TEM-1 E.coli S3R9  E.coli S3R22
25922

CMI (ug/L) 500 100 320 320

7.2 Curva de morte versus viabilidade celular

Para construcdo das curvas de morte para as estirpes E.coli ATCC 25922, E.coli
TEM-1, E.coli S3R9 e E.coli S3R22 na presenca e na auséncia do composto
2A3CQNX, foi necessario determinar a diluicdo 6tima para cada estirpe. A sua
determinacdo é fundamental para que se consiga efetuar a contagem de col6nias ao
longo dos periodos de tempo testados e posteriormente determinar as UFC/mL na
suspensdo. A tabela 12 mostra que a diluicdo étima para todas as estirpes com as quais
se observou atividade antimicrobiana com o composto 2A3CQNX foi de 10~

Tabela 12. Namero de coldnias das estirpes presentes em meio de cultura TSA

para cada diluicao.

Diluicées 10" 10 10° 10" 10°  10°

Ecoli ATCC - - - : 16 4
s 25922
o G -
5 £ Ecoli TEM-1 - - . i 25 2
E —_
S 8 E.coli S3R9 - - i i 14 5
E.coli S3R22 - - - - 15 1

(-) Né&o foi possivel efetuar contagem do nimero de coldnias
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Inicialmente, prepararam-se duas suspensdes bacterianas em solugdo salina
(NaCl a 0,9%) para cada estirpe (E.coli ATCC 25922, E.coli TEM-1, E.coli S3R9 e
E.coli S3R22) e diluidas para 10” (diluicdo 6tima). Uma das suspensdes foi utilizada
como branco (auséncia do composto), em cada tempo de contagem. Na outra suspenséo
(para cada estirpe), adicionou-se o0 composto 2A3CQNX de forma a obter uma
concentracdo final que corresponde a CMI determinada anteriormente. A viabilidade
celular das estirpes em estudo, na presenca e auséncia do composto, foi observada pela
presenca de crescimento em meio de cultura de TSA em cada periodo de tempo
estudado para ambas as suspensdes. ApOs a contagem do numero de colonias
determinaram-se as UFC/mL ao longo do tempo que permitiu construir as curvas de

morte na auséncia e presenca do composto.

No gréafico 8 (E.coli ATCC 25922/ 2A3CQNX) € possivel observar que, na
auséncia do composto quimico (curva vermelha), ocorre crescimento bacteriano até
aproximadamente aos 180 minutos, uma vez que ocorreu um aumento nas UFC/mL.
Contudo, as 24h observa-se uma diminui¢cdo nas UFC/mL para valores inferiores aos
observados inicialmente. O ligeiro aumento inicial nas UFC/mL deve-se ao crescimento
microbiano utilizando as reservas de nutrientes que possuem. A posterior diminui¢cdo no
crescimento, a partir dos 180 minutos, é observada devido a auséncia de reservas e de
nutrientes no meio extracelular. Entre os 180 minutos e as 24h ndo se sabe que
variagdes ocorreram. Contudo, o objetivo consiste em conhecer se ao fim de 24h o valor
de UFC/mL diminui ou aumenta comparativamente com o valor inicial e na presenga ou
auséncia do composto. Por outro lado, na presenca do composto 2A3CQNX na
concentracdo de 500 ug/L (curva amarela), ocorreu um declinio na curva da E.coli
ATCC 25922 indicando uma diminuicdo brusca nas UFC/mL as 24h. Portanto, este
composto na concentracao testada, exerce efeitos no crescimento inicial da E.coli
ATCC 25922, uma vez que se observou uma diminuicdo no crescimento até aos 180
minutos. As 24h ndo foram observadas células viaveis na presenca do 2A3CQNX,
contrariamente ao observado na auséncia do composto, pelo que, se sugere uma agéo
antibacteriana. Como se ira perceber mais a frente todos os compostos com atividade
antimicrobiana nesta estirpe, apresentaram atividade antimicrobiana nas restantes
estirpes Gram negativas (exceto E.coli CTX-M2 e E.coli CTX-M9). As estirpes Gram
negativas que se mostraram suscetiveis a outros compostos para além deste sdo estirpes

com resisténcia antimicrobiana.
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Gréfico 8. Evolucdo do crescimento da E.coli ATCC 25922 ao longo do tempo,
até as 24h (1440 minutos), na auséncia da 2A3CQNX (curva a vermelho) e na presenca

da 2A3CQNX na concentracdo de 500ug/L (curva amarela).
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No grafico 9 (E.coli TEM-1/ 2A3CQNX), a curva a vermelho representa o
logaritmo do numero de UFC/mL de E.coli TEM-1 ao longo do tempo. Tal como se
observou para a E.coli ATCC 25922, houve uma fase de crescimento inicial (aumento
no numero de UFC/mL), até cerca dos 180 minutos, e uma diminuicéo as 24h, uma vez
que o nimero de UFC/mL era mais baixo comparativamente com o valor inicial.
Analisando o mesmo grafico, e tendo em conta a curva a amarelo (presenca do
2A3CQNX), verifica-se que ocorreu um ligeiro aumento no crescimento bacteriano até
aproximadamente aos 60 minutos, uma vez que as UFC/mL aumentaram.
Posteriormente, houve uma diminuicdo no crescimento bacteriano (diminuigdo no
namero de células viaveis) ao longo do tempo e, as 24h ndo se observaram células
viaveis. Deste modo, o composto 2A3CQNX na concentracdo de 100 pg/L influencia o

crescimento da E.coli TEM-1 e, estes resultados sugerem uma acao antibacteriana.

Gréfico 9. Evolucédo do crescimento da E.coli TEM-1 ao longo do tempo, até as
24h (1440 minutos), na auséncia da 2A3CQNX (curva a vermelho) e na presenca da

2A3CQNX na concentracdo de 500ug/L (curva amarela).

94



Bioatividade da Quinoxalina 1,4-dioxido e seus derivados

E.coli TEM-1/ 2A3CQNX (100pg/L)
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No gréafico 10 e 11, a curva a vermelho mostra que as estirpes E.coli S3R9 e
E.coli S3R22 na auséncia do 2A3CQNX crescem nos minutos iniciais (aumento no
nimero de UFC/mL), e as 24h ocorre uma diminuicdo, comparativamente com 0s
valores iniciais. A justificacdo para as alteracGes no crescimento ja foram apresentadas
anteriormente. Na presenca do composto 2A3CQNX, na concentracdo de 320 ug/L
(grafico 10, curva amarela), a E.coli S3R9 apresenta oscila¢gBes no crescimento apos
exposicdo ao composto. Contudo, a partir dos 100 minutos, o crescimento diminui e, as
24h, ja ndo se observaram células viaveis. Assim, os resultados obtidos para E.coli
S3R9, sugerem que o0 composto na CMI apresenta uma agdo antibacteriana. Por outro
lado, a E.coli S3R22, ap6s exposi¢do ao composto diminui o crescimento (diminuicao
das UFC/mL), e as 24h também ndo se observaram células viaveis em meio de cultura.
Deste modo, a presenca do composto diminui a viabilidade celular ao longo do tempo

(Gréfico 11, curva amarela).

Gréfico 10. Evolucdo do crescimento da E.coli S3R9 ao longo do tempo, até as
24h (1440 minutos), na auséncia da 2A3CQNX (curva a vermelho) e na presenca da

2A3CQNX na concentracdo de 320ug/L (curva amarela).
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estirpes referidas anteriormente. A presenca, em simultaneo, do grupo amina (NH,) no
carbono 2 e ciano (CN) no carbono 3, comparativamente com a QNX parece aumentar a

atividade antimicrobiana, uma vez que é ativo contra quatro das estirpes estudadas.
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8. Bioatividade do composto 3AM2QNXC

8.1 Atividade antimicrobiana do composto 3M2QNXC

8.1.1 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana do composto 3M2QNXC foi avaliada em todos 0s
modelos procariotas e eucariotas utilizando o método de difusdo em disco. As
concentracdes testadas inicialmente foram 500, 100, 50, 20, 5 e 0 pg/L. O zero
corresponde ao controlo negativo (disco em branco). Ap6s o periodo de incubacdo das
placas inoculadas contendo os discos nas diferentes concentragOes, observou-se a
formacéo de halos de inibicdo para as estirpes E.coli ATCC 25922, E.coli TEM CTX-
M9, E.coli AmpC MOX-2, E.coli TEM-1, E.coli S3R9 e E.coli S3R22. No disco em
branco, que ndo apresentava qualquer composto, ndo se observou halo de inibigéo, pelo
que os resultados puderam ser validados.

Contrariamente ao que acontece com 0s antimicrobianos disponiveis
comercialmente, ndo se conhece a suscetibilidade da E.coli ATCC 25922 aos compostos
estudados. Apds testar a atividade do composto nesta estirpe, apenas se observou halo
de inibicdo de crescimento na concentragdo de 500 pg/L (com 16 mm de didmetro)
quando testadas as concentragdes iniciais (500, 100, 50, 20, 5 e 0 pg/L). Deste modo,
testaram-se as concentracdes entre 500 e 100 ug/L de forma a verificar se ocorreria a
formagéo de halos de inibicdo em alguma dessas concentragcfes (400, 300 e 200 pg/L).
A E.coli ATCC 25922 também era suscetivel a acdo deste composto nas concentragdes
400 e 300 pg/L com halos de inibicdo no valor de 14 e 13 mm de diametro,
respetivamente. Portanto, este método mostra que o crescimento desta estirpe € inibido
nas concentracdes entre 300 e 500 pg/L. Quanto maior a concentracdo, maior é o halo
de inibic4o observado. O valor de R? (0,96) mostra que existe uma forte relacdo entre as
variaveis (Gréfico 12) Apesar do grafico mostrar que existe atividade antibacteriana
entre as concentracdes referidas, ndo se pode afirmar que ndo existe atividade em
concentragfes mais baixas, uma vez que, se trata de um método que pode ser
influenciado por diversos fatores referidos anteriormente. O resultado obtido por este
método para este grupo permite orientar a escolha das concentragdes finais das dilui¢cOes

efetuadas na microdiluigéo.
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Gréafico 12. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicéo,

mostra a relacao entre as variaveis para o grupo E.coli ATCC 25922/ 3M2QNXC.
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Para a E.coli TEM CTX-M9 também se observou a presenca de halo de inibicéo
de crescimento apenas na concentracdo de 500 ug/L (halo com 24 mm de didmetro),
apos terem sido testadas as concentragdes de 500, 100, 50, 20, 5 e O ug/L de
3M2QNXC. Nas concentracdes 400, 300, e 200 ug/L observou-se a formagéo de halos
com 22, 20 e 16 mm de diametro. Este método mostra inibicdo do crescimento da E.coli
TEM CTX-M9 entre 200 e 500 pg/L de 3M2QNXC nos diametros apresentados. O
valor de R® também foi proximo de 1 (0,96) tal como se observou para a estirpe
anterior. (Grafico 13)

Relativamente aos antibioticos ciprofloxacina e cefoxitin, esta estirpe mostrou-se
resistente a ciprofloxacina (halo de 6mm) e sensivel ao cefoxitin (halo de 20 mm). Estes
antibidticos serviram de controlo para esta estirpe e, em simultdneo permitiram verificar
se esta estirpe é sensivel, intermédia ou resistente a um antibiotico com estrutura base
semelhante ao composto estudado. O facto de esta estirpe ser resistente a ciprofloxacina
e sensivel ao composto estudado, sugere um mecanismo de acdo diferente das

quinolonas.

Gréafico 13. O grafico Concentragdo versus Diametro do halo de inibicdo,

mostra a relagéo entre as variaveis para o grupo E.coli TEM CTX-M9/ 3M2QNXC.
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E.coli TEM CTX-M9/ 3M2QNXC
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Tabela 13. Diametro do halo de inibi¢do do crescimento da E. coli TEM CTX-
M9 ap6s aplicacdo dos discos de CIP e FOX.

Antibiotico Diédmetro do halo de
inibicdo (mm)
Ciprofloxacina 5 ug (CIP) 6
Cefoxitin 30 pg (FOX) 20

Como para a E.coli AmpC MOX-2 observou-se a formacéo de halos de inibigao
de crescimento na concentracdo de 500 e 100 pg/L de 3M2QNXC (24 e 12 mm de
didametro, respetivamente). Testaram-se também as concentracdes entre esses valores
(400, 300 e 200 pg/L) e inferiores a 100 pg/L (80, 60, e 40 ug/L). Para as concentragdes
400, 300, 200, 80, 60 e 40 ug/L obtiveram-se halos de inibicdo com 24, 20, 16, 10,8 e 6
mm de didmetro. Um didmetro com 6 mm corresponde a auséncia de halo de inibicdo
uma vez que corresponde ao didmetro do disco. Esta estirpe apresentou halos de
inibicdo para um grande intervalo de concentragdes de 3M2QNXC (entre 60 e
500ug/L). Tal como se tem observado em capitulos anteriores, a dimensdo do halo
aumenta com a concentracdo do composto quimico. O valor de R? obtido para este
grupo estirpe/composto foi préximo de 1 (0,97). Portanto, existe uma forte relagéo entre
as variaveis, e pode-se afirmar que 97% dos valores dos halos de inibigdo obtidos, séo
explicados pela variagdo da concentracdo de 3M2QNXC. (Gréafico 14) Quanto ao
fendtipo desta estirpe verificou-se que é sensivel a ciprofloxacina (halo com 28 mm) e
resistente ao cefoxitin (halo com 6 mm). (Tabela 14) A resisténcia ao cefoxitin era

esperada uma vez que de acordo com Meyer et al (2011) as enzimas predominantes em
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estirpes AmpC resistentes ao cefoxitin sdo cefaminases que degradam cefamicinas,
nomeadamente o cefoxitin. A E. coli AmpC MOX-2 estudada é sensivel a
ciprofloxacina, e como ocorreu formagdo de halo de inibicdo de crescimento com

diversas concentragdes de 3AM2QNXC, sugere um mecanismo de acdo semelhante.

Gréfico 14. O gréafico Concentracdo versus Didmetro do halo de inibicdo,

mostra a relacao entre as variaveis para o grupo E.coli AmpC MOX-2/ 3M2QNXC.
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Tabela 14. Diametro do halo de inibicdo do crescimento da E. coli AmpC
MOX-2 ap06s aplicacdo dos discos de CIP e FOX.

Antibidtico Diametro do halo de

inibicdo (mm)

Ciprofloxacina 5 ug (CIP) 28
Cefoxitin 30 pg (FOX) 6

O composto 3M2QNXC também apresentou atividade contra a E.coli TEM-1
nas concentracdes 500, 100, 50 e 20 ug/L (halos com 34, 22, 18 e 10 mm de diametro).
Posteriormente testaram-se as concentrag¢des 400, 300, 200, 80, 60 e 40ug/L obtendo-se
halos de inibicdo com 32, 28, 26, 20, 22, 16 mm de diametro. Esta estirpe, foi a que
apresentou halos de inibicdo para um maior intervalo de concentragdes de 3M2QNXC
(entre 20 e 500ug/L). (Gréfico 15) O valor de R? encontrado foi de 0,97, podendo-se
afirmar que 97% dos valores dos halos de inibi¢ao obtidos, sdo explicados pela variacdo
da concentracdo de 3M2QNXC. Como referido em capitulos anteriores, esta estirpe é
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sensivel a ciprofloxacina e ao cefoxitin. Os resultados obtidos neste método auxiliam a

determinacdo da CMI.

Gréfico 15. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicéo,

mostra a relagdo entre as variaveis para o grupo E.coli TEM-1/ 3M2QNXC.
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Para o grupo E.coli S3R9/ 3M2QNXC observou-se formagéo de halo de inibicéo
apenas na concentracdo de 500 ug/L (22 mm de diametro) quando se testaram as
concentragdes iniciais 500, 100, 50, 20, 5 e 0 ug/L. Nas concentracdes 400, 300 e 200
ug/L de 3M2QNXC observaram-se halos de 16, 14 e 14mm de diametro,
respetivamente. Portanto ocorreu formagéo de halos entre as concentragdes 200 e 500
ng/L. (Grafico 16) O valor de R? obtido para este grupo estirpe/composto foi de 0,78.
Comparativamente com todos os valores de R? apresentados anteriormente, este foi 0
mais baixo.

Esta estirpe é considerada sensivel a ciprofloxacina (5ug) e ao cefoxitin (30ug),
tal como apresentado no capitulo anterior. Deste modo, o mecanismo de acdo do
composto 3M2QNXC nesta estirpe podera ser semelhante ao da ciprofloxacina, uma

vez que a estrutura quimica de ambos é semelhante.

Gréafico 16. O grafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibigé&o,

mostra a relagéo entre as variaveis para o grupo E.coli S3R9/ 3M2QNXC.
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E. coli S3R9/ 3M2QNXC
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A estirpe E. coli S3R22 mostrou-se suscetivel ao composto 3M2QNXC nas
concentragdes 500 e 100 pg/L, com halos de inibicdo de 24 e 10 mm de didmetro
respetivamente. Posteriormente testaram-se as concentrac@es 400, 300, 200, 80, 60, e 40
ug/L obtendo-se halos de 20, 18, 14, 6, 6 e 6 mm, respetivamente. Como 6 mm de
didmetro corresponde ao valor do diametro do disco (valor minimo do halo), entdo ndo
ocorreu formacdo de halo de inibicdo de crescimento. Deste modo, o grupo E. coli
S3R22/3M2QNXC apresenta halos de inibi¢do entre as concentraces 100 e 500 pg/L.
(Grafico 17) O valor de R? para este grupo foi bastante préximo de 1 (0,98) podendo-se
afirmar que 98% dos valores dos halos de inibicdo obtidos, sdo explicados pela variacédo
da concentracdo de 3SM2QNXC.

Esta estirpe é considerada resistente & ciprofloxacina (5ug) e sensivel ao
cefoxitin (30ug), tal como apresentado no capitulo anterior. Deste modo, 0 mecanismo

de acdo do composto 3AM2QNXC podera ser semelhante ao da ciprofloxacina.

Gréfico 17. O gréafico Concentracdo versus Diametro do halo de inibicdo,
mostra a relagdo entre as variaveis para o grupo E.coli S3R22/ 3aM2QNXC.
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8.1.2 Método de Microdiluicédo

O método para determinacdo da CMI foi aplicado aos grupos E.coli ATCC
25922/ 3M2QNXC, E.coli TEM CTX-M9/ 3M2QNXC, E.coli AmpC MOX-2/
3M2QNXC, E.coli TEM-1/ 3M2QNXC, E.coli S3R9/ 3M2QNXC e E.coli S3R22/
3M2QNXC uma vez que se observou atividade antimicrobiana no ensaio anterior. Na
microplaca foi efetuado um controlo positivo (meio TSB com a respetiva estirpe) e um
controlo negativo (apenas TSB) para cada estirpe. Ap6s o periodo de incubagdo da
microplaca todos 0s pocos que correspondiam ao controlo negativo apresentaram
turvacdo do meio de cultura indicando crescimento microbiano e, o controlo negativo
nédo apresentava turvacdo. Deste modo, os resultados obtidos para as dilui¢fes puderam
ser validados. Cada coluna da microplaca correspondia a um grupo estirpe/composto, e
para além do controlo foram efetuadas cinco dilui¢bes do composto 3M2QNXC para

cada coluna.

Na coluna que correspondia ao grupo E.coli ATCC 25922/ 3M2QNXC
efetuaram-se diluigdes 1:2 de 3M2QNXC. Como no método de difusdo em disco a
concentracdo mais baixa com a qual ocorreu formacéo de halo de inibi¢do foi 300ug/L,
efetuaram-se diluigdes de 1:2 de modo a obter um ou mais pogos da microplaca com
valores superiores e inferiores a 300, uma vez que a CMI anda proxima desse valor.
Deste modo, obtiveram-se as seguintes concentragcbes finais em cada pogo da
microplaca: 350, 175, 87,5, 43,8 e 21,9ug/L. Apos adicdo da E.coli ATCC 25922 aos
pocos das diluicdes e incubacdo a 37°C, a leitura da microplaca mostrou auséncia de

turvacdo no pogo que apresentava a concentragdo 350 ug/L. (Tabela 15) Isto indica
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auséncia de crescimento da E.coli ATCC 25922 para esta concentragdo e, a presenca de
turvacdo nos restantes pocos indica que houve crescimento bacteriano. O valor de 350
ug/L corresponde & CMI, uma vez que, foi 0 po¢co com menor concentra¢do onde ndo se
observou turvacdo do meio de cultura. A diferenca do valor encontrado no método
anterior (300 ug/L) para o valor de CMI (350 pg/L) esté relacionado com facto de se
tratar de métodos diferentes. No método de difusdo em disco apenas algumas estirpes
sdo sujeitas a acdo do composto enquanto no método de microdiluicdo todas estdo

expostas a acdo do 3M2QNXC na respetiva concentragéo.

Para o grupo E.coli TEM CTX-M9/ 3M2QNXC efetuaram-se diluicdes de 1:2
de modo a obter concentracOes finais nos pogos da microplaca superiores e inferiores a
200 pg/L (concentracdo mais baixa onde se observou formacéo de halo). Para obtencéo
das concentracdes finais de 250, 125, 62.5, 31.3 e 15.6 ug/L, utilizou-se a concentragédo
inicial de 500 pg/L de 3M2QNXC. A concentracdo de 125ug/L corresponde a CMI uma
vez que se trata da concentracdo mais baixa com a qual se verificou auséncia de
turvacdo. (Tabela 15) Nos pogos com concentragdes inferiores houve crescimento

microbiano.

Para o grupo E.coli AmpC MOX-2/ 3M2QNXC também se efetuaram diluicdes
sucessivas de 1:2, obtendo-se as concentracdes finais de 200, 100, 50, 25 e 12,5 ug/L de
3M2QNXC nos pogos da microplaca. Como no método de difusdo em disco a
concentracdo baixa deste composto em que ocorreu formacao de halo de inibicdo foi de
60 ug/L, testaram-se no método da microdiluicdo valores de concentracdo superiores e
inferiores a 60 ug/L. ApdGs incubacdo da microplaca observou auséncia de turvacéo do
meio de cultura nos pocos com as concentraces 200 e 100 pg/L, ou seja ndo ocorreu
crescimento bacteriano nestas concentracdes de 3M2QNXC. O crescimento desta

estirpe € inibido na presenca deste composto na concentracdo de 100ug/L. (Tabela 15)

Nos pogos da microplaca que correspondiam a E.coli TEM-1/ 3M2QNXC foram
efetuadas diluicdes de 1:2 obtendo-se concentracdes superiores e inferiores a 20 pg/L
(menor concentracdo com halo de inibicdo), nomeadamente 80, 40, 20, 5 e 2,5 pg/L. O
composto 3M2QNXC na concentracdo 80 pg/L corresponde a CMI uma vez que foi 0

unico pogo da microplaca que ndo apresentou turvacdo do meio de cultura (auséncia de
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crescimento). Assim, o crescimento da E.coli TEM-1 € inibido pelo 3M2QNXC na

concentracdo de 80 ug/L. (Tabela 15)

No método de difusdo em disco para o grupo E.coli S3R9/3M2QNXC a menor
concentracdo do composto com a qual se observou formacéo de halo de inibigédo foi de
200 pg/L pelo que se efetuaram diluicdes de 1:2 de modo a testar concentracdes finais
proximas de 200 upg/L, nomeadamente 250, 125, 62,5, 31,5 e 15,6 pg/L. Como a
concentracdo mais baixa onde ndo se observou turvacdo do meio TSB foi 125 ug/L, este
valor corresponde a CMI. Deste modo, o crescimento da estirpe S3R9 é inibido na

presenca do composto 3M2QNXC na concentracdo de 125 ug/L. (Tabela 15)

Para o grupo E.coli S3R22/ 3M2QNXC foram efetuadas dilui¢cBes de 1:2, de
forma a obter as seguintes concentracfes finais: 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/L. O
objetivo era obter concentracdes finais superiores e inferiores a 100 pg/L uma vez que
este corresponde a concentragdo mais baixa de 3M2QNXC com a qual se observou
formacdo de halo de inibicdo no método anterior. Ap6s o periodo de incubacdo da
microplaca apenas se observou auséncia de turvacdo no pog¢o que continha a
concentracdo final mais elevada (200 ug/L). Portanto, esta corresponde a CMI para o
grupo E.coli S3R22/ 3M2QNXC. (Tabela 15)

Tabela 15. Valor das CMI (ug/L) de 3M2QNXC para as estirpes E.coli ATCC
25922, E.coli TEM CTX-M9, E.coli AmpC MOX-2, E.coli TEM-1, E.coli S3R9 e
E.coli S3R22.

Estirpes E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli
microbianas  ATCC TEM AmpC TEM-1 S3R9 S3R22
25922 CTX-M9 MOX-2
CMI (ug/L) 350 125 100 80 125 200

8.2 Curva de morte versus viabilidade celular

Para construgéo das curvas de morte para as estirpes E.coli ATCC 25922, E.coli
TEM CTX-M9, E.coli AmpC MOX-2, E.coli TEM-1, E.coli S3R9 e E.coli S3R22 na
presenca e na auséncia do composto 3M2QNXC, determinaram-se as diluicdes otimas
para as estirpes em que essa diluicdo ainda nédo era conhecida. A Tabela 18 resume o

107



Bioatividade da Quinoxalina 1,4-dioxido e seus derivados

numero de colonias encontradas em cada diluicdo para cada estirpe, verificando-se que

a diluicdo 6tima para é de 107 para todas as bactérias.

Tabela 18. Dilui¢cdes Otimas para todas as estirpes com as quais se observou

atividade antimicrobiana com o composto 3M2QNXC foi de 10,

Estirpes/Diluicdes 10" 10° 10° 10" 107 10
) ATCC 25922 - - - - 16 4
:g E.coli TEM CTX-M9 - - - - 20 2
8 E.coli AmpC MOX-2 - - - - 15 3
= E.coli TEM-1 - - - - 25 4
2 E.coli S3R9 - - - - 14 5
z E.coli S3R22 - - - - 15 1

(-) Nao foi possivel efetuar contagem do nimero de col6nias

Inicialmente prepararam-se duas suspensdes bacterianas em solugdo salina
(NaCl a 0,9%) para cada estirpe (ATCC 25922, E.coli TEM CTX-M9, E.coli AmpC
MOX-2, E.coli TEM-1, S3R9 e S3R22). Numa das suspensGes para cada estirpe
adicionou-se o composto 3M2QNXC, de forma a que, a concentracgdo final fosse igual a
CMI determinada anteriormente. A outra suspenséo (continha apenas a estirpe) permitiu
observar a evolugdo do crescimento microbiano ao longo do tempo na auséncia do
composto. Posteriormente, determinaram-se as UFC/mL na presenca e auséncia do
composto, para cada grupo estirpe/composto e, construiram-se as curvas de morte que
mostram a evolugéo do crescimento destas estirpes ao longo do tempo. A viabilidade foi
observada pela presenca de crescimento em meio de cultura TSA, a partir do qual se

efetuaram as contagens de coldnias e se determinaram as UFC/mL.

A curva vermelha do gréafico 18 (E.coli ATCC 25922/ 3M2QNXC) mostra a
evolucdo no crescimento da E.coli ATCC 25922 na auséncia do composto. Inicialmente
ocorreu um aumento ligeiro nas UFC/mL e, um declinio nesse valor as 24h
comparativamente com o valor inicial. O ligeiro aumento inicial nas UFC/mL deve-se
ao crescimento bacteriano como resultado da utilizagdo das suas reservas de nutrientes.
Aproximadamente aos 180 minutos, observa-se no grafico uma diminuigdo nas
UFC/mL até as 24h devido a escassez de nutrientes. Por outro lado, a curva verde

representa a evolucdo do crescimento desta estirpe na presenca do composto
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3M2QNXC na concentracdo de 350 pg/L. No grafico observa-se uma diminuicéo
brusca no crescimento bacteriano desde a exposicao inicial da estirpe ao composto, até
as 24h. Portanto, o composto 3M2QNXC na concentracdo de 350 ug/L também exerce

efeitos no crescimento da E. coli ATCC 25922, sugerindo uma acao antibacteriana.

Gréfico 18. Evolugdo do crescimento da E.coli ATCC 25922 ao longo do
tempo, até as 24h (1440 minutos), na auséncia da 2A3CQNX (curva a vermelho) e na

presenca da 2A3CQNX na concentracdo de 320ug/L (curva verde).

E. coli ATCC 25922/ 3M2QNXC (350 pg/L)
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No gréfico 19 (E.coli TEM CTX-M9/ 3M2QNXC) a curva vermelha representa
0 logaritmo do nimero das UFC/mL desta estirpe ao longo do tempo na presenca e
auséncia do composto. Tal como se observou para as estirpes anteriores, houve uma
fase de crescimento inicial (aumento no nimero de UFC/mL) até cerca dos 180 minutos
e uma diminuicdo as 24h uma vez que o ndmero de UFC/mL. A justificacdo desta
evolucdo ja foi apresentada para as estirpes anteriores, uma vez que as curvas na
auséncia do composto sdo muito semelhantes. Analisando o0 mesmo gréafico e tendo em
conta a curva verde (presenca do 3M2QNXC) verifica-se que ocorreu uma diminuigéo
muito ligeira no crescimento bacteriano até aproximadamente aos 180 minutos, uma vez
que o ndmero de UFC/mL diminuiu. As 24h n&o se observaram células viaveis, o que
indica perda de viabilidade entre os 180 minutos e as 24h. Deste modo, o composto
3M2QNXC na concentracdo de 125upg/L apresenta uma acdo antibacteriana nesta
estirpe.
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Gréfico 19. Evolucdo do crescimento da E.coli TEM CTX-M9 ao longo do
tempo, até as 24h (1440 minutos), na auséncia do 3M2QNXC (curva a vermelho) e na

presenca do 3AM2QNXC na concentracdo de 125 pg/L (curva verde).

E. coli TEM CTX-M9/ 3M2QNXC (125pg/L)
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Relativamente a curva vermelha presente no grafico 20 (auséncia de
3M2QNXC) a sua interpretacdo é a mesma efetuada para o gréafico 19, apesar de se
tratar de estirpes diferentes. Embora os valores de UFC/mL sejam diferentes a evolugéo
do crescimento é semelhante. A curva verde no grafico 20 mostra a evolugdo no
crescimento da E.coli AmpC MOX-2 na presenca da 3M2QNXC na CMI (100 ug/L).
Nesta curva observa-se que os valores de UFC/mL apds o contato com o composto
diminuem ligeiramente, e as 24h ndo existiam células viaveis. Portanto, 0 composto
3M2QNXC na CMI influencia o crescimento desta estirpe, sugerindo uma acgdo
antibacteriana.

Gréfico 20. Evolucdo do crescimento da E.coli AmpC MOX-2 ao longo do
tempo, até as 24h (1440 minutos), na auséncia do 3M2QNXC (curva a vermelho) e na

presenca do 3M2QNXC na concentracgdo de 100 pg/L (curva verde).

110



Bioatividade da Quinoxalina 1,4-dioxido e seus derivados

10,000

E.coli AmpC MOX-2/ 3M2QNXC (100ug/L)

8,000

6,000

4,000

Log ,, UFC/mL

2,000

\ Auséncia do 3M2QNXC
Presenga do 3M2QNXC

0,000

........... AN

500 1000 1500
Tempo (minutos)

No grafico 21, a interpretacdo da evolucdo do crescimento da E.coli TEM-1 é

semelhante a apresentada para as estirpes anteriores, para a curva vermelha. A curva a

verde no grafico representa

a evolucdo no crescimento da E.coli TEM-1 na presenca do

3M2QNXC na CMI (80 pg/L). No periodo de tempo inicial (0 aos 180 minutos), ou

seja, desde a exposicdo da E.coli TEM-1 ao composto, ocorreu uma diminuigdo nas

UFC/mL (diminuicdo no crescimento bacteriano). As 24h n&o se observaram células

viaveis, pelo que 0 3M2QNXC parece apresentar uma acao antibacteriana nesta estirpe

Gréfico 21. Evolucdo do crescimento da E.coli TEM-1 ao longo do tempo, até
as 24h (1440 minutos), na auséncia do 3M2QNXC (curva a vermelho) e na presenca do

3M2QNXC na concentracdo de 80 ug/L (curva verde).
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Para os grupos E.coli S3R9/ 3M2QNXC e E.coli S3R22/ 3M2QNXC, a curva

vermelha também mostra a evolucdo no crescimento da E.coli S3R9 (grafico 22) e
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E.coli S3R22 (grafico 24) na auséncia do composto e, a sua interpretacdo € a mesma das
estirpes anteriores. Quanto a curva verde do grafico 22, esta mostra que ocorreu um
declinio nas UFC/mL nos minutos iniciais e a partir dos 180 minutos houve um
decréscimo na viabilidade celular, uma vez que as 24h ja ndo se observaram células
viaveis. Assim, o composto 3M2QNXC na CMI influencia o crescimento da E. coli

S3R9, conduzindo a perda de viabilidade até as 24h ap6s exposicéo.

Gréfico 22. Evolucédo do crescimento da E.coli S3R9 ao longo do tempo, até as
24h (1440 minutos), na auséncia do 3M2QNXC (curva a vermelho) e na presenca do
3M2QNXC na concentracdo de 125 pg/L (curva verde).

E.coli S3R9/ 3M2QNXC (125pg/L)
10,000 —
8,000 : \\ —
6,000 .
\ = Auséncia do 3M2QNXC
4,000

2,000 \\ = Presenca do 3M2QNXC
0,000 +——————t—f !

0 500 1000 1500
Tempo (minutos)

Log ;o UFC/mL

Na curva verde do grafico 23 (E.coli S3R22/ 3M2QNXC) observa-se que na
presenca do composto 3M2QNXC, também ocorreram variagdes no crescimento desta
estirpe uma vez que o numero de UFC/mL varia durante os 180 minutos iniciais.
Observou-se um ligeiro aumento inicial seguido de um declinio no nimero de UFC/mL,
até aos 180 minutos. O facto da diminuicdo no crescimento ter ocorrido
aproximadamente ap6s uma hora, pode dever-se ao tempo necessario para 0 composto
atuar nesta estirpe. Tal como se verificou para as estirpes anteriores, ndo se observaram
células viaveis as 24h. Se, se compararem as curvas do mesmo grafico, observa-se que
na presenga do composto na CMI, as células perdem viabilidade até a 24h apos

exposicdo ao composto.
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Gréfico 23. Evolucdo do crescimento da E.coli S3R22 ao longo do tempo, até as
24h (1440 minutos), na auséncia do 3M2QNXC (curva a vermelho) e na presenca do

3M2QNXC na concentracdo de 200 pg/L (curva verde).
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O composto 3M2QNXC apresentou atividade antibacteriana para as estirpes
E.coli ATCC 25922, E.coli TEM CTX-M9, E.coli AmpC MOX-2, E.coli TEM-1, E.coli
S3R9 e E.coli S3R22, em diferentes concentracdes. A atividade antibacteriana foi
observada em todas as estirpes Gram negativas estudadas, exceto E.coli CTX-M2 e
E.coli CTX-M9. A presenca em simultaneo do grupo metil no carbono 3 da quinoxalina
1,4-diéxido e do grupo carboxamida (- NH2CO) na posicdo 2, parecem conferir a
molécula uma ampla atividade antibacteriana comparativamente com 0s compostos dos
capitulos anteriores.

As curvas de morte permitiram verificar a perda de viabilidade na presenga do
composto na respetiva CMI, até as 24h apds a exposicao. Deste modo, 0 3M2QNXC
parece ser adequado para prevenir ou tratar infecbes causadas por estas estirpes,

podendo constituir uma futura opcao terapéutica.
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9. Bioatividade do composto 2HF

9.1 Atividade antimicrobiana do composto 2HF

9.1.1 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana do composto 2HF foi avaliada em todos os modelos
procariotas e eucariotas utilizando o método de difusdo em disco. As concentracfes
testadas inicialmente em todos os modelos eucariotas e procariotas foram 500, 100, 50,
20, 5 e 0 pg/L. O zero corresponde ao controlo negativo (disco em branco), para cada
medicdo ao longo do tempo. Apds o periodo de incubacdo das placas inoculadas e
contendo os discos com as diferentes concentracbes de composto, observou-se a
formacdo de halo de inibicdo apenas para a estirpe E.coli TEM-1. O disco em branco
que ndo apresentava qualquer composto ndo se observou halo de inibi¢do, pelo que os
resultados puderam ser validados.

Para as concentrages inicialmente testadas, apenas se observou halo de inibicao
para E.coli TEM-1 na concentracdo de 500ug/L (16 mm de didmetro). Deste modo,
testaram-se as concentracgdes entre 500 e 100ug/L, verificando-se que nas concentracfes
400 e 300 ug/L ocorreu formacdo de halos de inibicdo com didmetro de 10 e 8 mm
respetivamente. (Grafico 24) O valor de R? encontrado para este grupo foi de 0,92,
indicando que 92% da variacdo dos valores dos halos de inibi¢do sdo explicados pela
variacdo na concentracdo do composto. A E.coli TEM-1 € sensivel a ciprofloxacina e ao

cefoxitin (apresentado em capitulos anteriores).

Gréfico 24. Relacgdo entre a Concentragdo versus diametro do halo de inibicéo
para a estirpe E.coli TEM-1 na presenca do composto 2HF em diferentes concentragdes.
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9.1.2 Método de Microdiluicédo

O metodo para determinacdo da CMI foi aplicado ao grupo E.coli TEM-1/ 2HF
uma vez gue se observou atividade antimicrobiana no ensaio anterior. Na microplaca foi
efetuado um controlo positivo (meio TSB com a respetiva estirpe) para esta estirpe e um
controlo negativo (apenas TSB). Apés o periodo de incubacéo da microplaca o pogo que
correspondia ao controlo negativo apresentou turvacdo do meio de cultura indicando
crescimento microbiano, e o controlo negativo ndo apresentava turvacao. Deste modo,
os resultados obtidos para as dilui¢cbes puderam ser validados.

Nos restantes cinco pogos da microplaca foram efetuadas as dilui¢fes de 1:1,25
de 2HF, de forma que fosse testada uma ou mais concentracdes inferiores e superiores
300 pg/L (concentracdo mais baixa com a qual ocorreu formacédo de halo de inibicdo).
Deste modo, obtiveram-se as seguintes concentracGes finais: 400, 320, 256, 204,8,
163,8 pg/L. A presenca de turvacdo foi observada apenas nos pocos com as
concentracdes de 256, 204,8, 163,8 ug/L de 2HF, indicando crescimento bacteriano. A
menor concentracdo em que ndo se observou turvacdo do meio (auséncia de crescimento
microbiano) foi na concentracdo de 320 pg/L. Assim, este valor corresponde a CMI de
2HF capaz de inibir o crescimento da E.coli TEM-1, e que mantém as células viaveis

ap0Os exposicdo ao composto.

9.2 Curva de morte versus viabilidade celular

O composto 2HF apresenta atividade antimicrobiana apenas contra a E.coli
TEM-1, como se observou no método de difusdo em disco, e parece inibir o seu
crescimento na concentracdo de 320 ug/L, como mostrou o método anterior.
Posteriormente pretendia-se conhecer a influéncia do 2HF na CMI no crescimento da
E.coli TEM-1 comparativamente com a auséncia do 2HF. Como ja tinha sido
determinada a diluicdo Otima para esta estirpe em ensaios anteriores procedeu-se a
preparacdo de duas suspensdes bacterianas de E.coli TEM-1 em solucgéo salina (NaCl a
0,9%) e diluidas para 10®°. Numa das suspens6es foi adicionado o composto 2HF na
CMI (320ug/L) determinada anteriormente. A outra suspensao permite observar a
evolugdo do crescimento microbiano ao longo do tempo na auséncia do composto.
Posteriormente determinaram-se as UFC/mL na presenca e auséncia do composto para
cada grupo estirpe/composto e, construiram-se as curvas de morte que mostram a

evolucdo do crescimento destas estirpes ao longo do tempo na presenca e auséncia do
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composto. A viabilidade, foi observada pela presenca de crescimento em meio de
cultura TSA, a partir do qual, se efetuaram as contagens de colonias e se determinaram
as UFC/mL.

No grafico 25 (E.coli TEM-1/ 2HF) a curva vermelha representa o logaritmo do
namero das UFC/mL desta estirpe na auséncia do composto. A evolugdo do crescimento
na auséncia do composto € semelhante para todas as estirpes e, portanto, a sua
interpretacdo € a mesma. Analisando 0 mesmo grafico e tendo em conta a curva cor-de-
rosa (presengca do 2HF na concentracdo de 320 ug/L) verifica-se que nos minutos
iniciais, a presenca do composto provocou uma diminui¢do no crescimento bacteriano
uma vez que o nimero de UFC/mL diminuiu. A 24h ndo foram observadas coldnias
viaveis, indicando que o composto 2HF apresenta uma acdo antibacteriana na

concentracdo de 320 pg/L para esta estirpe.

Gréfico 25. Evolucdo do crescimento das estirpes bacterianas ao longo do
tempo, dos 0 aos 180 minutos e as 24h (1440 minutos), na auséncia da 2HF (curva

vermelha) e na presenca da 2HF na concentragdo de 320 ug/L (curva cor-de-rosa).
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Concluindo, o composto 2HF apenas apresentou atividade antimicrobiana contra
a estirpe E.coli TEM-1. O 2HF e a QNX diferem apenas na presenca da hidrofenazina
na posicao 2 do composto 2HF, e esta diferenca parece estar envolvida na diferenca das
CMI determinadas.
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10. Bioatividade do composto SMN(2ZMF)QNXC

10.1 Atividade antimicrobiana do composto 3AMN(2MF)QNXC

O composto 3BMN(2MF)QNXC é um dos compostos estudados que ndo
apresentou atividade antimicrobiana em nenhuma das estirpes estudadas nas
concentracdes de 500, 100, 50, 20 e 5ug/L. Deste modo, ndo foram efetuados novos
ensaios tal como se observou para 0s compostos que apresentaram atividade
antimicrobiana.

Tendo em conta a estrutura quimica de todos os compostos estudados, aqueles
que apresentavam um grupo metil no carbono 2 ou 3 do anel azotado apresentaram
atividade antimicrobiana para algumas estirpes. Contudo, quando associados a grupos
benzoil ou benzil parecia perderem a atividade antimicrobiana, tal como se observou
para 0s compostos 2M3BenzoilQNX e 2M3BQNX. O composto 3M2QNXC apresenta
um grupo metil no carbono 3 e um grupo carboxamida no carbono 2 e apresentou
atividade antimicrobiana. Quanto ao composto 3MN(2MF)QNXC, na sua estrutura
quimica possui um grupo metil no carbono 3 do anel azotado, um grupo metil no
carbono 2 do anel aromatico adicionado a estrutura base da quinoxalina e um grupo
carboxamida. Deste modo, a auséncia de atividade pode ter sido determinada pela

presenca do novo anel aromatico com um grupo metil no seu carbono 2.
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11. Curva de crescimento para um Modelo Eucariota

As celulas bacterianas diferem das células humanas em muitos aspectos
fundamentais, de forma que ha mais oportunidades para desenvolvimento de novos
medicamentos. Em contraste, fungos, parasitas e virus compartilham estruturas com as
células humanas. Deste modo, este ensaio permite avaliar a acdo dos compostos que
apresentaram atividade antimicrobiana nas bactérias, num modelo eucariota néo
humano (S.cerevisiae PYCC 4072).

Foram preparadas suspensdes microbianas em NaCl (0,9%) com uma densidade
de 0,5 McFarland. Uma das suspensdes foi utilizada como branco (auséncia de
composto), para comparacdo do crescimento ao longo do tempo com as suspensdes na
presenca dos compostos. A partir das restantes suspensdes foram preparadas solucdes
com um volume total de 1,5 mL, com uma concentracao final de cada composto de 500
no/L.

De 30 em 30 minutos, ao longo de 210 minutos, e as 24h, inocularam-se placas
de YEPD com 20 pL de cada suspensdo (presenca e auséncia do composto), em
triplicado, e incubaram-se a 37°C durante 24h. Para cada grupo S.cerevisiae/composto
utilizaram-se trés placas de YEPD, em que, uma mostra os resultados dos 0 aos 90
minutos e a outra placa dos 120 aos 210 minutos. (Figura 23) Como houve crescimento
celular, o que indica que as células se encontravam vidveis em todos os periodos de
tempo, efetuou-se a contagem das coldnias, calcularam-se as UFC/mL para cada
periodo de tempo e construiram-se os graficos UFC/mL versus tempo. Estes graficos
mostram a evolucdo do crescimento, ao longo do tempo, da S.cerevisiae na presenca e

auséncia dos compostos.

Figura 23. Controlo negativo e viabilidade da S.cerevisiae na presenca da QNX
aos 0, 30, 60 e 90 minutos.
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A curva a vermelho dos graficos apresentados, mostra a evolugdo do
crescimento da levedura ao longo do tempo na auséncia de qualquer composto.
Inicialmente, observa-se um aumento ligeiro no crescimento microbiano devido ao
aumento das UFC/mL (aumento da viabilidade), e, posteriormente, observa-se uma
diminuicdo desse crescimento até as 24h. O aumento do crescimento inicial deve-se a
capacidade das estirpes crescerem na auséncia de nutrientes uma vez que utilizam as
suas reservas de nutrientes. A diminui¢do no crescimento, ao longo do tempo, observa-
se quando ja ocorreu a deplecdo das reservas, uma vez que a suspensao foi efetuada em
solucdo salina e ndo em meio de cultura rico em nutrientes.

No grafico 26, observa-se que as UFC/mL na presenca da QNX (curva a azul),
aumentam bastante até aos 210 minutos, indicando um aumento na viabilidade celular
comparativamente com a auséncia do composto. Entre os 210 minutos e as 24h, o
nimero de UFC/mL diminuiu ligeiramente. Contudo, o nuimero de UFC/mL na
presenca do composto € bastante superior ao observado na auséncia do composto. Uma
vez que ndo existem nutrientes disponiveis no meio, esse aumento sugere que esta
estirpe utiliza o composto quimico como fonte de energia. Dikicioglu et al (2011) refere
que a fonte de carbono preferida desta levedura é a glucose e a principal fonte de azoto
é o glutamato. Assim, os resultados obtidos no presente estudo podem indicar que as
quinoxalinas e seus derivados constituem excelentes fontes de carbono e azoto. De
acordo com Conway et al (2012), a S.cerevisiae (estirpe S288C), na auséncia de
glucose, azoto ou fdsforo, entra numa fase de quiescéncia, em que ndo ocorre
crescimento nem divisdo celular. Contudo, os compostos utilizados neste estudo
constituem apenas fontes de carbono e azoto, e ocorreu aumento das UFC/mL ao longo
do tempo. A diferenca nos resultados do presente estudo e do estudo deste autor pode
estar associada as estirpes utilizadas.

Na presenca dos restantes compostos (Grafico 27, 28, 29 e 30), onde a
S.cerevisiae foi exposta, respetivamente, aos compostos 2MQNX, 2A3CQNX
3M2QNX e 2HF, também se observou um aumento das UFC/mL ao longo do tempo
(dos 0 aos 210 minutos). Isto indica um aumento de viabilidade da S. cerevisiae na
presenca de qualquer um destes compostos e na auséncia de nutrientes. Como referido
anteriormente, esta estirpe parece utilizar estes compostos como fonte de carbono e

azoto (quimiotroéfica).
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Gréfico 26. Influéncia dos compostos QNX no crescimento da S. cerevisiae na

concentracdo de 500ug/L.
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Gréfico 27. Influéncia do composto 2MQNX no crescimento da S. cerevisiae na

concentracdo de 500ug/L.
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Gréfico 28. Influéncia do composto 2MQNX no crescimento da S. cerevisiae na

concentracdo de 500ug/L.
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Gréfico 29. Influéncia do composto 3M2QNXC no crescimento da S. cerevisiae

na concentracao de 500ug/L.
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Graéfico 30. Influéncia do composto 2HF no crescimento da S. cerevisiae na

concentracdo de 500ug/L.
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Pela anélise dos resultados apresentados acima, verifica-se que o nimero de
UFC/mL de S. cerevisiae, na presenca dos compostos estudados, aumentou desde a
exposicdo aos compostos até aos 210 minutos. E de salientar o facto de que aos 210
minutos, o nimero de UFC/mL ser superior ao observado na auséncia dos compostos.
Assim, estes compostos ndo sdo citotoxicos para o modelo eucariético ndo humano,
selecionado para este estudo (S. cerevisiae). Deste modo, todos 0s compostos que
apresentaram atividade antibacteriana nos ensaios anteriores, constituem potenciais
agentes quimioterapicos para a terapia antibacteriana e sugere-se uma baixa toxicidade

em modelos celulares humanos.
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Conclusao

A principal conclusdo retirada do trabalho desenvolvido ao longo deste estudo, é
que, dos oito compostos estudados, cinco apresentaram atividade antimicrobiana em
modelos procariotas Gram negativos, a exce¢do da E. coli CTX-M2, E. coli CTM-M9.
A auséncia de atividade em modelos procariotas Gram positivos e modelos eucariotas,
sugerem que as diferencas estruturais entre bactérias Gram positivas e negativas, e entre
estas e as células eucariotas, possam estar envolvidas na auséncia de atividade. Para
além disso, a presenca de grupos funcionais em determinadas posi¢cdes das moléculas
estudadas parecem contribuir para presenca ou auséncia de atividade antimicrobiana. A
presenca do grupo CHs no carbono 3 potencia a atividade antimicrobiana como se
observou para o composto 3M2QNXC. Contudo, quando este surge em simultdneo com
outros grupos aromaticos [3MN(2MF)QNXC], a sua atividade antimicrobiana parece
ser eliminada. Para a presenca do grupo CHz no carbono 2, tal como se verifica para o
composto 2MQNX, este também apresentou atividade antimicrobiana e, quando surge
em simultdneo com outros grupos aromaticos também parece perder a atividade
(2M3BenzilQNX e 2M3BenzoilQNX).

A maioria dos compostos exerce uma acao antibacteriana na CMI determinada.
Apesar dos efeitos no crescimento/viabilidade de determinadas estirpes, 0s compostos
com atividade antimicrobiana ndo apresentaram atividade contra o0 modelo eucariota ndo
humano, como ainda se comprovou que a presenca parece contribuir para 0 seu
crescimento.

Deste modo, se estes compostos fossem utilizados para combater infecfes
causadas por microrganismos Gram negativos, provavelmente ndo apresentariam
toxicidade nas células eucaridticas humanas. Assim, é importante investir em novos
ensaios, sobretudo em linhagens celulares, utilizando os compostos com atividade
antimicrobiana. Futuramente ndo esquecer que 0s restantes compostos podem apresentar
atividade noutras concentra¢@es ou noutras estirpes.

Em suma, este estudo permitiu conhecer a atividade antimicrobiana de novos
compostos quimicos derivados da quinoxalina 1,4-di6xido que podera ser um grande

contributo para a ciéncia no desenvolvimento de novas terapéuticas.
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Perspetivas futuras

Os resultados obtidos neste estudo da avaliagcdo da atividade antimicrobiana na
QNX e seus derivados permitiram conhecer novos compostos que podem constituir

possiveis agentes antimicrobianos para tratamento de infecoes.

- Deste modo, o proximo passo & conhecer o fenotipo das estirpes que se
apresentaram suscetiveis aos compostos quimicos, comparando os fendtipos na
presenca e na auséncia dos compostos. Isto permitird sobretudo confirmar se os
compostos estudados podem causar alteracfes fenotipicas nas bactérias apds exposicdo

a estes.

- Posteriormente, pretende-se ainda estudar os mecanismos de agdo dos
compostos com atividade antimicrobiana de forma a verificar se 0s mecanismos

envolvidos ja sdo conhecidos ou se se tratam de novos mecanismos de agéo.

- Conhecer os mecanismos de resisténcias das estirpes com as quais nao se
observou atividade e verificar se ha envolvimento de algum grupo funcional especifico

do composto, nessa resisténcia.

- Para os compostos com boa atividade antimicrobiana em modelos procariotas
pretende-se avaliar a sua toxicidade em modelos eucariotas (linhagens celulares

normais).

- Pretende-se ainda, testar a atividade antitumoral de todos os compostos, em
linhagens celulares normais e tumorais, uma vez que existem estudos que indicam

atividade antitumoral em moléculas semelhantes as estudadas neste trabalho.
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