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Resumo

A resisténcia bacteriana aos antibidticos é um dos maiores problemas de salde publica
mundial, ndo se tratando de um problema recente, mas que se tem tornado critico,
acentuando-se cada vez mais e dificultando assim o seu combate.

As plantas com propriedades terapéuticas constituem uma importante fonte de novos
compostos biologicamente ativos, sendo também utilizados no tratamento de doengas
infeciosas. Os triterpendides constituem uma classe de compostos que se encontra
amplamente distribuida na natureza. Recentemente, tem vindo a aumentar o seu interesse
terapéutico, particularmente como agentes antibacterianos, sendo considerados como
prototipos para a quimica farmacéutica. Dos triterpendides existentes, aqueles que estio
descritos como apresentando uma melhor de atividade biolégica, sdo os 4cidos oleandlico e
ursélico. Estudos de relagio estrutura-atividade tém demonstrado que modificagdes em
determinados carbonos destes compostos podem conduzir a novos derivados
significativamente mais ativos. Dai a importancia de se proceder a sintese triterpendides semi-

sintéticos, de forma a maximizar o seu potencial bioldgico.

Assim, o objetivo geral deste estudo foi a avaliacio da atividade antibacteriana do acido
ursolico e derivados semi-sintéticos, assim como do acido oleandlico, em modelos
procariotas, nomeadamente, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enteroccoccus faecalis ATCC 29212 e ainda
estirpes de origem clinica, S. aureus HUC | e HUC 2 e £. faecalis HUC 3 e HUC 4, meticilina
(MRSA) e vancomicina (VRE) resistentes, repetivamente.

Numa primeira fase, foram selecionados varios compostos derivados do acido ursélico que
apresentaram atividade biologica, foi ainda sintetizado um outro derivado do acido ursélico, o

composto |4.

Numa segunda etapa, foi feito um screening da atividade antibacteriana dos varios compostos
pelo método de difusio em disco, e foram ainda determinadas as concentragdes minimas
inibitérias (CMls), através do método de microdiluigio em placa e por fim, determinada a

concentragio minima bactericida (CMB).

Foram ainda feitas curvas de crescimento bacteriano na presenca e na auséncia de compostos
quimicos, acido ursoélico e o composto 14, selecionados de acordo com a sua melhor atividade

antibacteriana. Por fim, foi avaliada a citotoxicidade destes compostos pelo teste de MTT.



Na generalidade, os compostos apresentaram melhor atividade antibacteriana face a cocos
Gram-positivo, particularmente na estirpe E. faecalis ATCC 29212. Observou-se redugio do
crescimento bacteriano em presenga do acido ursélico e composto 14, especialmente nesta
estirpe. O composto 14 ndo induziu toxicidade celular em macroéfagos, o que associado a sua
atividade antibacteriana observada neste estudo o coloca como potencial molécula de estudo

para possiveis compostos antibacterianos.

Palavras Chave: Resisténcia bacteriana, triterpendides, acido ursolico.



Abstract

Antimicrobial resistance is a major worldwide public health problem, though not a recent one,

but that has becoming critical, increasing and difficult to fight.

Plants with therapeutic properties, constitute an important source of new biological active
compounds, also used in the treatment of infectious diseases. The triterpenoids are a class of
compounds which is widely distributed in nature. Recently, there has been increasing interest
in particular as antibacterial agents, being considered as a prototype for the pharmaceutical
chemistry. The triterpenoids reported has showing a good biological activity are oleanolic and
ursolic acids. Studies of structure-activity relationship have demonstrated that alterations in
certain carbons of these compounds may lead to new significantly more active derivatives,
thus the importance of carrying the synthesis of semisynthetic triterpenoids, to maximize its

biological potential.

Thus, the aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of ursolic acid and
semisynthetic derivatives as well as oleanolic acid in prokaryotes types, namely Escherichia coli
ATCC 25922, Peudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213
and Enterococcus faecalis ATCC 29212, and even strains of clinical origin, $. aureus HUC | e
HUC 2 e £ faecalis HUC 3 e HUC 4, methicillin (MRSA) and vancomycin (VRE) resistant,

respectively.

In a first stage, we selected several ursolic acid derivative compounds that showed biological

activity, and another derivative of ursolic acid, was synthesized, the compound |4.

In a second step, a screening of antibacterial activity was performed for various compounds
using the disk diffusion method, and the minimum inhibitory concentrations (MIC) was
determined by the microdilution plate method, and finally, the minimum bactericidal

concentration (MBC).

Bacterial growth curves were performed in the presence and absence of the chemical
compounds, ursolic acid and compound 14, selected according to their better antibacterial

activity. Finally, the cytotoxicity of these compounds was evaluated by MTT assay.

Overall, the compounds showed better antimicrobial activity against the Gram-positive
bacteria, in particular in £ faecalis ATCC 29212. A reduction of the bacterial growth was

observed in presence of ursolic acid and compound 14, more significant in this strain.



Compound |4 did not induce cell toxicity in macrophages cell line, which associated to its
antibacterial activity observed in this study, indicates this compound as a potential molecule

to investigate for possible new antibacterial compounds.

Keywords: Bacterial resistance, triterpenoids, ursolic acid.



Lista de Abreviaturas

pL

°C
AMC
AO
ATCC
AU
Caldo MH
CDCl,
CIP
CLSI
CMB
CMI
CN
DMAP
DMEM
DMSO
DO
EUCAST
g

HCI
HPLC
HUC

LDH
Log
mg
MH

mL

Microlitro

Graus Celsius

Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20ug + 10 ug)
Acido oleanélico

American Type Culture Collection

Acido ursélico

Caldo Mueller- Hinton

Cloroférmio deuterado

Ciprofloxacina (CIP 5 pg)

Clinical and Laboratory Standards Institute
Concentragio Minima Bactericida
Concentragio Minima Inibitéria

Gentamicina (CN 30 pg)
4-Dimetilaminopiridina

Meio Earle Modificado por Dulbecco
Dimetilsulfoxido

Densidade o6ptica

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Tempo de geragdo

Acido cloridrico

Cromatografia liquida de alta pressio

Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra
Litro

Lactato desidrogenase

Logaritmo

Miligrama

Meio de Agar Mueller-Hinton

Mililitro



mmol
MRSA
MS

MTT
Na,SO4
NADH
NADPH
NaHCO;
OMS

PBS

k

RAW 264.7
RMN
SBF

THF

TS

UFC
VRE
VRSA

vi

Milimetro

Milimole

Staphylococcus aureus meticilina resistente
Espectrometria de massa

Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio
Sulfato de sédio

Nicotinamida adenina dinucleotideo

Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
Bicarbonato de sédio

Organizacdo Mundial de Saude

Tampao fosfato-salino

Taxa especifica de crescimento

Linha celular de macrofagos

Ressonancia Magnética Nuclear

Soro bovino fetal

Tetraidrofurano

Meio tripticase-soja ou Soyabean Casein Djgest Agar
Unidades Formadoras de Colénias

Enterococcus faecalis vancomicina resistente

Staphylococcus aureus vancomicina resistente



indice de Figuras

Figura |. Efeito da pressio seletiva nas bactérias. Populacdo bacteriana suscetivel
na presenga de bactérias com resisténcia a determinado antibiético (a esquerda);
Na presencga do antibiético, as bactérias suscetiveis sdo destruidas e as resistentes
sobrevivem (ao centro); As bactérias resistentes proliferam podendo causar nova

infe¢do. (Adaptado da literatura'?).

Figura 2. Correlagio entre a percentagem de pneumococos resistentes a
penicilina e o uso ambulatério de antibiéticos em varios paises (Bandas com

intervalos de confianga de 95%). (Adaptado da literatura®™).

Figura 3. Origem de pequenas moléculas em uso clinico de 1981 a 2006. S)
Molécula totalmente sintética; ND) Molécula derivada de um produto natural; N)
Produto natural; S *) Sintese total, mas o farmacéforo é a partir de um produto

natural. (Adaptado da literatura®).

Figura 4. Estrutura molecular do esqualeno, um percursor do grupo de

triterpenos.
Figura 5. Sistemas de ciclizagdo do esqualeno em organismos eucariotas.

Figura 6. Estruturas moleculares do damarano e eufano (triterpenos tetraciclicos)

e do oleanao, ursano e lupano (triterpenos pentaciclicos).
Figura 7. Estruturas basicas dos trés grandes grupos de triterpenos pentaciclicos.

Figura 8. Estrutura quimica do acido ursoélico (2 esquerda) e do acido oleandlico
(2 direita).
Figura 9. Principais locais que conferem bioatividade aos derivados triterpenoides

pentaciclicos do tipo oleanano e ursano (Adaptado da literatura®').

Figura 10. Esquema da reagdo quimica de sintese do composto |4 a partir do

acido ursolico.

Figura Il. Método de microdiluicio em placa para avaliagio da suscetibilidade

antibacteriana. Ensaio feito em triplicado (Amarelo ABC e CDE), com diluigdes

30

38

vii



de [:2 da esquerda para a direita e trés controlos (Verde - controlo de
esterilidade, Amarelo - controlo positivo e Azul - controlo de crescimento).

Figura |12. Multiplicacio bacteriana por fissdo binaria. (Adaptado da literatura'®).

Figura |13. Determinagio espectrofotométrica da densidade celular.

Figura 14. Representagio grifica de uma curva de crescimento bacteriano.

(Adaptado de’').

Figura 15. Procedimento experimental para elaboragio de uma curva de

crescimento bacteriano.

Figura 16. Estrutura base do acido ursélico (AU) e oleandlico (AO) com os

carbonos funcionalizados.

Figura 17. Representacédo grafica das curvas de crescimento de S. aureus ATCC

29213 e E. faecalis ATCC 29212, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Figura 18. Representacdo grafica das curvas de crescimento de S. aureus em

contato com o composto AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Figura 19. Representagio grafica das curvas de crescimento de £ faecalis em

contato com o composto AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Figura 20. Representacdo grafica das curvas de crescimento de S. aureus em

contato com o composto |4, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Figura 21. Representagio grafica das curvas de crescimento de £ faecalis em

contato com o composto |4, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Figura 22. Placa de MTT em linhas celulares de macrofagos para avaliacio da
viabilidade celular dos compostos AU e 14 apos incubagdo com as respetivas
concentracdes CMI, 2xCMI e 3xCMI. Quatro controlos: Cy, C;, C,, e Cs. Ensaio

feito em triplicado.

Figura 23. Viabilidade celular dos macroéfagos na presenca de DMSO, tendo em

conta os diferentes controlos para CMI, 2xCMI e 3xCMI do composto AU.

Figura 24. Viabilidade celular dos macroéfagos na presenga do composto 14 a CMI

e 2xCMI.

viii

41

42

45

69

73

74

75

77

78

91

92

92



indice de Tabelas

Tabela |. Nome dos diferentes compostos testados e respetiva estrutura quimica.

(AU, acido ursolico; AO, acido oleandlico).

Tabela 2. Modelos bacterianos selecionados para avaliar a atividade antibacteriana

dos compostos.

Tabela 3. Didmetro do halo de inibi¢io do crescimento da £.co/i ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212 e §. aureus ATCC 29213 apos
aplicacio dos discos de Ciprofloxacina (CIP 5 pg), Amoxicilina / Acido clavulanico

(AMC 20pg + 10 pg), Gentamicina (CN 30 pg) e restantes compostos.

Tabela 4. Classificagdo das estirpes em resistente ou suscetivel, de acordo com

os valores dos didmetros dos halos documentados pelo EUCAST.

Tabela 5. Diametro do halo de inibi¢io do crescimento da £.co/i ATCC 25922, P,
aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 29213 apos
aplicacio dos discos de Ciprofloxacina (CIP 5 pg), Amoxicilina / Acido clavulanico
(AMC 20pg + 10 pg), Gentamicina (CN 30 pg) em conjunto com os compostos

acido ursolico e acido oleandlico.

Tabela 6. Didametro do halo de inibicio do crescimento da £. faecalis ATCC 29212
e S aureus ATCC 29213 apos aplicacio dos discos de Amoxicilina / Acido
clavulanico (AMC 20pg + 10 pg), Gentamicina (CN 30 pg) em associagdo com os

restantes compostos.

Tabela 7. Concentragio Minima Inibitéria e Concentragao Minima Bactericida dos

diferentes compostos na £ coli ATCC 25922 e na P, aeruginosa ATCC 27853

Tabela 8. Concentragio Minima Inibitéria e Concentragio Minima Bactericida dos
diferentes compostos na S. aureus ATCC 29213 e ainda S. aureus HUC | e HUC
2.

Tabela 9. Concentragio Minima Inibitéria e Concentragio minima bactericida dos

diferentes compostos na E. faecalis ATCC 29212 e E. faecalis HUC 3 e HUC 4.

Tabela 10. Nome e estrutura dos compostos que apresentaram uma melhor

atividade bacteriana nas estirpes testadas.

26

31

54

55

57

58

60

6l

62

70



Tabela | |. Representagido grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias
(600nm) da fase exponencial das curvas de crescimento para o controlo e para as
diferentes CMIs para S. aureus em contato com o composto AU, por DO, em

meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela 12. Representagio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias
(600nm) da fase exponencial das curvas de crescimento para o controlo e para as
diferentes CMls para E. faecalis ATCC 29212 em contato com o composto AU,

por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela |3. Parametros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para
as diferentes CMils para S. aureus ATCC 29213 em contato com o composto AU,

por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela 14. Parametros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para
as diferentes CMls para E. faecalis ATCC 29212 em contato com o composto

AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela 15. Representagio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias
(600nm) da fase exponencial das curvas de crescimento para o controlo e para as
diferentes CMIs para S. aureus em contato com o composto 14, por DO, em

meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela 16. Representagio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias
(600nm) da fase exponencial das curvas de crescimento para o controlo e para as
diferentes CMls para E. faecalis ATCC 29212 em contato com o composto |4,

por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela |7. Parametros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para
as diferentes CMIs para S. aureus ATCC 29213 em contato com o composto |4,

por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Tabela |8. Parametros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para
as diferentes CMils para £. faecalis ATCC 29212 em contato com o composto |4,

por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

80

82

84

84

85

87

89

89



|. Introducdo



l.Introducio

. Introducio

I.1. Agentes Antibacterianos

1.2. Problematica da Resisténcia Bacteriana aos Antibacterianos
1.2.1. Origem da Resisténcia

[.2.2. Propagacdo da Resisténcia Bacteriana

1.2.3. Mecanismos de Resisténcia Bacteriana aos Antibacterianos
1.2.4. Consumo versus Resisténcia aos Antibacterianos

1.2.5. Estratégia para Combater o Aumento da Resisténcia aos Antibacterianos

1.3. Produtos Naturais na Indlstria Farmacéutica

|.3.1. Produtos Naturais e Antibacterianos

|.4. Triterpentides Pentaciclicos
|.4.1. Consideragdes Gerais

1.4.2. Acido Ursélico



l.Introdugio

|. Introducgio

Desde os primérdios dos tempos que o homem tenta controlar as doengas a fim de manter
a sua sobrevivéncia. H4 muito tempo que os investigadores se centram no estudo de
diversas patologias, nomeadamente de infe¢des bacterianas, com o intuito de prevenir,
diagnosticar precocemente e desenvolver novas terapéuticas mais eficazes. Neste ambito é
particularmente urgente o desenvolvimento de estudos que se centrem na procura de novas
terapias uma vez que as infegdes tém sido uma das principais causas de doenga ao longo da

historia da humanidade.

I.1. Agentes Antibacterianos

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, foi um dos acontecimentos mais
marcantes da histéria da ciéncia, da medicina e da farmacia do século XX. Se conjugarmos a
inovacdo cientifica com os beneficios ao nivel da saide publica e, consequentemente, os
ganhos no plano da economia civilizacional, podemos afirmar que a descoberta da penicilina
foi a conquista mais relevante da histéria da ciéncia.' Este composto natural, produzido por
fungos do género Penicillium, salvou centenas de milhares de vidas durante a 2* Guerra
Mundial, uma vez que ¢ 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 infegdes que até entdo nio possuiam tratamento. A penicilina nio foi apenas
um novo fairmaco nem um acontecimento cientifico isolado, a sua descoberta abriu o
caminho a novos investimentos cientificos no ambito da antibioterapia e consequentemente

a descoberta de novos antibiéticos.'

A penicilina G ou benzilpenicilina foi o primeiro antibiético a tornar-se disponivel para uso
clinico em 1942. Tal acontecimento marcou o inicio de uma nova era que produziu um
grande nimero de compostos. As primeiras penicilinas naturais e biossintéticas encontram-
se ainda hoje em uso clinico, outras, semi-sintéticas, com um amplo espectro e melhores

propriedades farmacocinéticas foram gradualmente sendo utilizadas.”

A quimioterapia antibacteriana permitiu diminuir drasticamente a incidéncia de doencas

infeciosas, sendo por esta razdo considerada um dos fatores que mais contribuiu para o
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grande aumento da esperanca média de vida, registado nas ultimas décadas, nos paises
desenvolvidos.® Assim, a descoberta e caracterizagio de substincias com propriedades
antibacterianas e a sua aplicagdo no tratamento de doencas infeciosas constitui uma
conquista muito relevante para a medicina neste século.” Os primeiros antibiéticos eram
substancias produzidas por diversas espécies de microrganismos ambientais que impediam o
desenvolvimento de outros microrganismos. Assim o Homem comegou a associar os

antibioticos a uma forma de tratamento das doencas infeciosas.

No entanto, os microrganismos tém vindo a desenvolver crescentes mecanismos de
resisténcia e multirresisténcia que tém contrariado os avangos alcangados no tratamento de
infecdes.*

A designacdo “agente antimicrobiano” geralmente aplica-se para definir diversas substincias
organicas, de origem natural, sintética ou semi-sintética, que apresentem potencialidades
terapéuticas antimicrobianas, sendo que, tais potencialidades advém do facto de possuirem
uma toxicidade seletiva antibacteriana podendo ser administradas, no tratamento de doengas

infeciosas, sem causar danos nas células do hospedeiro.*

O antibiético ideal deve apresentar caracteristicas como toxicidade seletiva para o
microrganismo, atividade bactericida, rapida absorcdo, eficicia no alvo, facilidade de
administracdo, nio conduzir ao desenvolvimento de resisténcia antibacteriana, entre outras,
de forma a eliminar o microrganismo causador da doenga com o minimo de danos para o
hospedeiro. Para inibir o crescimento visivel de um determinado microorganismo é
necessario a presenca de uma concentracdo minima de antibiético no local da infegdo,

concentragio conhecida como Concentragio Minima Inibitéria (CMI).

Os antibioticos podem apresentar trés agdes distintas: acdo bacteriostatica, promovendo a
inibicdo do crescimento bacteriano, impedindo a proliferacio dos microrganismos,
mantendo-os em fase estacioniria (nio ocorre morte celular),® acio bactericida,
promovendo a destruigio de uma populagio bacteriana atuando em processos vitais na
célula levando a sua morte celular mas nio ha lise celular, e acdo bacterolitica onde ocorre
indugdo da morte celular por lise, levando a diminuigdo da turvagao da cultura e do nimero

de células viaveis.*®

Hoje em dia vérias sdo as classes de antibiéticos, algumas especificas para determinados

grupos bacterianos, que estio disponiveis e sdo utilizadas como agentes terapéuticos,
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apresentam um espectro de agdo mais alargado, diferentes mecanismos de agio e diferentes
propriedades farmacocinéticas.’

Atualmente, existem mais tecnologias disponiveis e um maior conhecimento cientifico que
permite a descoberta e desenvolvimento de novos compostos eficazes no tratamento de
infecdes. Contudo, a diminuigdo na sintese de novos compostos e o aumento das

resisténcias conduziu a uma enorme diminuigio das opgdes terapéuticas.®

|.2. Problematica da Resisténcia Bacteriana aos Antibacterianos

Perante a euforia desencadeada pela descoberta e utilizagdio dos primeiros antibiéticos
acreditou-se, mesmo entre a comunidade cientifica, no total desaparecimento das doengas
infeciosas.”'® Contudo, atualmente, assiste-se, pelo contrario, ao ressurgimento de muitas
delas.’

A resisténcia antibacteriana é atualmente um problema de satde publica mundial, uma vez
que muitas bactérias anteriormente suscetiveis aos antibioticos habitualmente utilizados
deixaram de responder a esses mesmos agentes. Embora considerada um fenémeno
biolégico natural, a resisténcia aos antibiéticos tém-se tornado um grave problema devido ao
ritmo crescente da sua evolugdo e disseminagio entre as populagdes microbianas.
Paralelamente a esta preocupagio verifica-se um decréscimo de investimentos na pesquisa,
desenvolvimento e introdugio de novos agentes anti-infeciosos no mercado.

A resisténcia aos antibacterianos é também um problema multifatorial e que requer uma
abordagem multidisciplinar. Ndo se trata de um problema recente, mas que se tem tornado
cada vez mais critico, sendo necessario tomar medidas urgentes para minimizar as suas
consequéncias. A implementagio dessas medidas deve ser efetuada a nivel geral, ou seja,
hospitalar, ao nivel dos profissionais de saide, da comunidade, e da indUstria de producio

animal, agricultura e veterinaria."

[.2.1. Origem da Resisténcia

Quanto a origem da resisténcia, é referido que o facto de alguns microrganismos
produzirem naturalmente substancias quimicas para protegdo de outros microrganismos fez
com que estes desenvolvessem mecanismos de resisténcia aos efeitos dos antibidticos
atualmente utilizados. Desde entdo essa resisténcia tem sido transmitida através de linhagens
microbianas, permitindo que estirpes suscetiveis se tornem resistentes.® O aparecimento da

resisténcia antibacteriana é uma consequéncia da sua utilizagdo. Embora os antibiéticos sejam
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essenciais na cura de algumas infegdes, o seu uso indevido ocorre, de forma significativa, em
todo o mundo, geralmente sob a forma do uso abusivo e desnecessario, o que aumenta a
pressio seletiva sobre as bactérias para que desenvolvam resisténcias.® Assim, o
aparecimento da resisténcia bacteriana aos antibiéticos € um fenébmeno natural que surge
como resultado da pressdo seletiva exercida pelo uso de antibiéticos. A pressio seletiva diz
respeito as condicdes ambientais que permitem que Os organismos com certas

caracteristicas possam sobreviver e proliferar, (figura I).

Antibiotic-resistant Antibiotic
organism PR 0

-

Figura |. Efeito da pressio seletiva nas bactérias. Populagio bacteriana suscetivel na presenca de bactérias com
resisténcia a determinado antibiético (2 esquerda); Na presenca do antibitico, as bactérias suscetiveis sio
destruidas e as resistentes sobrevivem (ao centro); As bactérias resistentes proliferam podendo causar nova

infecio. (Adaptado da literatura'?).

A exposicdo a um antibiético, por exemplo, pode inibir ou matar a maioria da populagio de
bactérias suscetiveis, no entanto, um subconjunto de organismos resistentes pode ndo ser
inibido ou morto pelo antibidtico.'”” A intensa pressio seletiva existente, nio apenas em
ambiente clinico, mas também em aquacultura e agricultura, pode favorecer a persisténcia de
populagdes bacterianas resistentes, bem como a transmissio dos seus elementos de
resisténcia."

Na atualidade, diferentes expressdes (ou termos) estio a ser utilizados na literatura
biomédica para descrever os varios perfis de resisténcia aos antibacterianos apresentados
pelas bactérias. As expressdes normalmente utilizadas s3o: multirresisténcia aos
antibacterianos, resisténcia extensiva aos antibacterianos e pan-resisténcia aos
antibacterianos. Alguns estudos tentam esclarecer a utilizagio destas expressdes e sugerem

a seguinte padronizagdo: multirresisténcia aos antibacterianos refere-se a bactérias

6
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resistentes a trés ou mais classes de antibacterianos com atividade significativa para uma
espécie bacteriana. Resisténcia extensiva aplica-se as bactérias resistentes a estas 3 classes
significativas que caracterizam a multirresisténcia aos antibacterianos e a mais uma ou duas
outras classes de antibacterianos. O termo pan-resisténcia é geralmente utilizado quando a
bactéria é resistente a todos os antibacterianos disponiveis para o tratamento das infecoes
por uma espécie bacteriana, ou seja, resistente a todos os antibidticos potencialmente
eficazes. Em suma, a alta pressdo seletiva exercida continuamente pelo uso abundante de
antibacterianos ocasionou o aparecimento de isolados clinicos multirresistentes, com

resisténcia extensiva e com pan-resisténcia aos antibacterianos.'*

1.2.2. Propagacdo da Resisténcia Bacteriana

O aparecimento, a transmissio e disseminagdo dos microrganismos resistentes pode
ocorrer através do contato direto entre profissionais de saide e utentes, ou indiretamente
pelo contato com o equipamento médico e cirlrgico contaminado, assim como através do

ambiente, da 4gua e da alimentagdo.'>"

Os antibidticos sio usados em maior quantidade em animais saudaveis, utilizados na
alimentagdo, do que propriamente no tratamento de doengas em pacientes humanos. Na
pecuaria, os antibiéticos sdo usados extensivamente para prevenir doengas, agentes
profiliticos, e para promover o crescimento dos animais, pratica que envolve a
administragio simultinea e em massa deste tipo de medicamento.'® Esta pratica constitui a
principal diferenca entre o uso de antibiéticos em animais e em seres humanos.® Alguns dos
mesmos antibioticos sio utilizados em animais destinados a alimentacio e na medicina
humana, levando ao risco real de surgimento e disseminacio de bactérias resistentes,
incluindo aquelas capazes de causar infecbes em animais e pessoas. Assim, os animais
destinados ao consumo humano sio fontes de bactérias que podem causar infegdes
humanas. Essas bactérias podem carregar determinantes de resisténcia que sio transmitidos
aos humanos através da alimentagio ou pelo contato direto com os animais.'"'” Por
exemplo, a resisténcia da Escherichia coli a ciprofloxacina estd associada ao uso de
fluoroquinolonas na avicultura.'

Desta forma, a disseminagdo de genes resistentes, a partir de bactérias de origem animal
para bactérias humanas, é um perigo enorme. Os problemas associados ao uso de
antibioticos na criagdo de animais, incluindo a pecuaria, avicultura e a pesca tém crescido em

todo o mundo sem que existam evidéncias concretas da sua necessidade ou beneficios.? De
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acordo com Onwubiko e Sadig,'®a incorreta utilizagio dos antibacterianos na pratica clinica,
e na industria de produgdo animal constitui a principal causa de transmissdo de resisténcia.
Esta utilizagdo excessiva conduziu a uma contaminagdo de ecossistemas naturais, cuja clara
consequéncia ¢ a selegdo de bactérias resistentes o que consequentemente, provoca a um

7 O aumento massivo do comércio

grande impacto em termos de salde publica.
(importagdes e exportacdes alimentares, por exemplo) e da mobilizagio humana como
consequéncia da globalizagdo, tem permitido a propagacio de agentes infeciosos, e a

consequente emergéncia e disseminagdo da resisténcia aos antibacterianos.'?

1.2.3. Mecanismos de Resisténcia Bacteriana aos Antibacterianos

O uso de varios antibacterianos, ao longo dos anos, tem conduzido ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia por parte dos microrganismos. Atualmente existem diversas
espécies multirresistentes, nomeadamente Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), S. aureus

vancomicina resistente (VRSA), Mycobacterium tuberculosis, entre outras.'

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ser conseguida de varias formas: pela alteragio
do alvo celular do antibiético, pela diminuigdo da permeabilidade celular, pelo aumento do

seu efluxo a partir da célula, e pela destruigio ou modificagio do antibiético."

1.2.4. Consumo versus Resisténcia aos Antibacterianos

O fenébmeno da resisténcia bacteriana tem sofrido uma expansdo muito acelerada devido a
utilizacdo inadequada de antibioticos, sendo que existe uma correlagdo clara entre um maior
consumo de antibiticos e niveis mais elevados de resisténcia bacteriana.”® (Figura 2).
Estimativas fornecidas pela Organizacao Mundial de Saide (OMS) indicam que possivelmente
metade do consumo total de antibidticos ndo seja necessario, sendo que em muitos paises
vendem-se diretamente antibiéticos sem necessidade de prescrigio por parte de um

profissional de satde, o que agrava o problema.”*?'
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Figura 2. Correlagio entre a percentagem de pneumococos resistentes a penicilina e o uso ambulatério de
antibiéticos em vérios paises (Bandas com intervalos de confianca de 95%). (Adaptado da literatura?’).

A substituigio dos antibidticos habitualmente prescritos aos pacientes por outros mais
modernos,tem sido a resposta a resisténcia bacteriana neste momento. No entanto, esta
estratégia ndo ¢é viavel a longo prazo pelo facto de a indUstria farmacéutica investir cada vez
menos no desenvolvimento de novos antibidticos em detrimento de outros farmacos com
maior potencial de mercado (ex: farmacos para doengas croénicas), e pelo facto de, com
maior ou menor rapidez, se desenvolverem resisténcias aos novos antibiéticos introduzidos
no mercado.*??

A resisténcia aos antibidticos é responsavel por consequéncias clinicas e econémicas graves,
uma vez que origina o aumento da morbilidade (taxa de portadores de infecio) e
mortalidade humana e animal. A hospitalizacdo prolongada e o uso de farmacos diferentes
dos de primeira linha contribuem para um maior risco de complicagdes médicas,

aumentando, de forma acentuada, os custos dos cuidados de satde.?**
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1.2.5. Estratégia para Combater o Aumento da Resisténcia aos
Antibacterianos

Tendo em conta a relevancia do problema da resisténcia bacteriana e a sua crescente
ameagca para a saude publica a nivel mundial, tem sido reconhecida a importancia do estudo
da emergéncia da resisténcia bacteriana e a necessidade de serem desenvolvidas estratégias
de vigilincia e controlo.”* Em Portugal, a Diregdo Geral de Saude criou um Programa
Nacional de Prevencio das Resisténcias aos Antimicrobianos com a finalidade de diminuir a
taxa elevadas de incidéncia de resisténcia aos antibioticos, através da implementagido de um
sistema de vigilancia do consumo de antibidticos mais apertado e da criagido de uma rede
nacional de vigilancia das resisténcias aos antibacterianos que envolva a rede laboratorial e
permita detetar precocemente situagdes de alerta.”

Em suma, uma vigilancia eficaz é fundamental para os esforcos de controle nacionais e
internacionais da resisténcia antibacteriana, dado que este nio é um fenébmeno recente, mas
um problema critico de saude, hoje em dia. Durante varias décadas e em diferentes niveis, as
bactérias responsaveis pelas infe¢gdes comuns desenvolveram resisténcia a cada antibiético
novo criado e a resisténcia antibacteriana evoluiu, tornando-se uma ameaga a satde mundial,
tal leva-nos ao reconhecimento da necessidade de uma agdo urgente. Sem davida, que mais
informagdes e novas ferramentas sio necessarias, mas as estratégias e intervengdes
disponiveis minimizam a escala e o impacto da resisténcia antimicrobiana e maximizam a vida
util e efetiva dos antibioticos existentes.

Importante realgar que muitos pacientes em todo o mundo sofrem as consequéncias da
resisténcia antibacteriana, pois as infegdes ja nio sio suscetiveis aos medicamentos comuns
utilizados no seu tratamento. A evolucio da resisténcia antibacteriana esta assim associada a
escassez de antibidticos, desta forma é necessario descobrir e desenvolver novos

antibidticos urgentemente.

|.3. Produtos Naturais na IndGstria Farmacéutica

Os produtos naturais tém vindo a ser uma fonte de farmacos para a humanidade ha milhares
de anos. Os primeiros registos do uso de plantas como fonte de tratamento médico datam
de 2600 AC, na Mesopotimia. A Quinina foi o primeiro composto natural a ser isolado e
comercializado por Caventou.” De acordo com a OMS, os cuidados de saide primarios de
80% da populacdo do mundo sdo baseados em tratamentos medicinais tradicionais derivados

de produtos naturais.”’?%
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Na investigacio farmacéutica moderna as fontes naturais (tais como plantas e
microrganismos) tém sido exploradas para identificar novos compostos.

Os produtos naturais tém sido a principal fonte de novas moléculas permitindo a descoberta
de novos farmacos, por exemplo no tratamento de varias doengas infeciosas, distirbios
lipidicos, doengas neuroloégicas, cardiovasculares e metabolicas, doengas imunoldgicas e

inflamatérias assim como doengas oncolégicas. 3323234

Dos compostos com atividade terapéutica aprovados em todo o mundo entre 1981 e 2006,
apenas 5,7% eram produtos naturais e 27,6% eram moléculas derivadas de produtos naturais,
enquanto que de 2005 a 2010, sete produtos naturais e doze derivados de produtos naturais

foram aprovados para uso na pratica clinica (Figura 3).>3¢33®

49,60%

27,60%

17,10%

5,70%

Figura 3. Origem de pequenas moléculas em uso clinico de 1981 a 2006. S) Molécula totalmente sintética; ND)

Molécula derivada de um produto natural; N) Produto natural; S *) Sintese total, mas o farmacéforo ¢ a partir

de um produto natural. (Adaptado da Iiteratura38).

Apesar dos dados promissores, as empresas farmacéuticas tém investido cada vez menos na
investigagdo de produtos naturais ao longo da ultima década, o que pode ser explicado pelo
desenvolvimento da quimica combinatéria.”*** Por outro lado, os produtos naturais
também podem apresentar dificuldades em relagdo ao acesso e fornecimento,
desencorajando assim a investigagio deste tipo de compostos por parte das empresas

farmacéuticas.*’ Outro fator que pode ter contribuido para a falta de interesse das

companhias farmacéuticas em produtos naturais foi a introdugio do screening de alto
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rendimento na pesquisa para varios alvos moleculares definidos. Existem algumas bibliotecas
de produtos naturais, mas as ja existentes compilam as misturas de compostos com
diferentes atividades e concentracdes. Estes obstaculos a triagem e pesquisa de produtos
naturais estdo a ser resolvidos com a introdugdo de melhores técnicas de separagdo, como a
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (MS) e
ressondncia magnética nuclear (RMN) mais potente entre outras técnicas

aprimor_adas.33,39,4 1,42,43,44,45,46

Os produtos naturais derivam da biodiversidade. As mudltiplas interagdes entre os
organismos e o seu ambiente conduziram a formulagio de diversos compostos quimicos
complexos,” estes costumam ter mais centros estereogénicos e uma maior complexidade
estrutural (anéis aromaticos, sistemas de anel complexos, e maior grau de saturagido da
molécula) do que as moléculas sintéticas.**

Os produtos naturais contém relativamente mais carbono, hidrogénio e oxigénio, e menos
nitrogénio e outros elementos do que os compostos sintéticos.” Os produtos naturais tém,

frequentemente, uma massa molecular superior a 500 Dalton e uma polaridade elevada

(maior solubilidade em 4gua).**

Apesar de todo este conhecimento apenas 10% da biodiversidade do mundo tem sido
explorada para descobrir novos compostos naturais biologicamente ativos. Contudo, novas
fontes de produtos naturais ja estdo a ser estudadas, tais como microorganismos marinhos e

pequenos organismos,>>#2#445:46:48

1.3.1. Produtos Naturais e Antibacterianos

As plantas sdo importantes na manutencio da qualidade de vida e salde, por conterem
substdncias bioativas com propriedades terapéuticas e constituirem uma importante fonte de
novos compostos biologicamente ativos.

Recentemente, tem vindo a aumentar o interesse pelo uso de plantas medicinais,
particularmente como agentes bacterianos, devido ao crescente desenvolvimento da
resisténcia aos antibioticos.

Novos compostos naturais com diversas estruturas foram isolados a partir de fontes

vegetais (extratos brutos) e sdo considerados como protétipos para a quimica farmacéutica.
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Varias sdo as preparagdes a base de plantas e extratos obtidos das mesmas, utilizados para
avaliar a atividade antibacteriana, nomeadamente de: Rosmarinus officinalis,® Salicaria

lythrum*® Syzygium guineense,®' Irvinga gabonensis,”® Newbouldia laevis,* entre outros.

As plantas produzem uma grande variedade de produtos naturais, com variadissimas fungdes
biolégicas. Estas desempenham um papel muito importante devido a produgido de compostos
com origem no seu metabolismo secundario.* Entre esses compostos podemos encontrar
os o6leos essenciais.

Os oleos essenciais sdo compostos volateis, aromaticos, lipossolUveis em solventes
organicos de baixa densidade, normalmente mais baixa que a da agua. Na natureza, estes
desempenham funcbes importantes na protecdo da planta contra bactérias, virus, fungos e
insetos. Os 6leos essenciais tém sido frequentemente estudados devido ao seu potencial no
tratamento de muitas infe¢des.”® Devido as suas propriedades bactericidas, fungicidas,
farmacologicas e ao seu uso alimentar crescente, sio cada vez mais utilizados.

Os 6leos essenciais sdo misturas naturais que podem conter cerca de 20 a 60 componentes
em diversas concentragdes e de um modo geral, apresentam dois a trés componentes
maioritirios em elevadas concentragdes (20-70%).°**” De entre todas as familias de
compostos existentes nos Oleos essenciais, os terpenos constituem a familia mais

representativa e com a maior diversidade de compostos, com 50 000 j4 identificados.**

Os terpenos sdo hidrocarbonetos derivados de substancias de origem vegetal e animal, e
podem ser classificados de acordo com a sua estrutura bésica e fungio.”® Apresentam
formula quimica geral (CsHs),, podendo ainda ser formados por combinacdes de varias
unidades base de cinco carbonos (C5), denominados por isoprenos. Classificam-se segundo
o numero de unidades de isopreno de que se compdem, ou seja, sdo categorizados de
acordo com o tamanho da familia destes compostos e a nomenclatura evolui desde os
monoterpenos (CI10), sesquiterpenos (CI15), diterpenos (C20), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) e politerpenos (>C40).>**”*? Embora sejam conhecidos alguns terpenos
aciclicos, a maioria sdo ciclicos, possuindo estruturas carbonadas diversificadas. Um terpeno

que contenha oxigénio na sua estrutura é denominado por terpendide.”’
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|.4. Triterpendides Pentaciclicos

|.4.1. Consideracdes Gerais

Os triterpenos, de férmula molecular C3Has, cujas principais fontes naturais sio os balsamos
e as resinas,” pertencem ao grupo dos terpenos, podendo apresentar um esqueleto de

carbono aciclico ou conter estruturas mono-, bi-, tri-, tetra-, e penta- ciclicas.**'

O esqualeno (figura 4) é o triterpeno mais simples dada a complexidade do seu esqueleto de
carbono. Isolado pela primeira vez, a partir de 6leo de figado de peixe, pode ser encontrado
em oleos vegetais e gorduras de mamiferos.®>¢> O esqualeno, um hidrocarboneto com 30

atomos de carbono, € um percursor do grupo de triterpenos.

.aflﬁ-ﬁ;f"PM“fo%f”h*-u’l%w~uffﬁT ’ﬂ“uf"r:*-‘::_ g N ’E*.:;. 7

Figura 4. Estrutura molecular do esqualeno, um percursor do grupo de triterpenos.

O diversificado universo de compostos leva a que os triterpenos possam ser classificados de
variados modos. Usualmente sio divididos em dois grupos principais: tetraciclicos e
pentaciclicos.

A partir da conformagio cadeira-cadeira-cadeira-barco do esqualeno e por agio de
esqualeno ciclases, formam-se os triterpenos pentaciclicos do tipo oleanano (B-amirina),

ursano (a-amirina) e lupano (lupeol), (figura 5), entre outros,®"¢*¢>¢¢

14
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Figura 5. Sistemas de ciclizagdo do esqualeno em organismos eucariotas.

Na perspetiva da sua atividade bioldgica, presume-se que as estruturas triterpénicas mais
importantes sdo aquelas que possuem os esqueletos de carbono do damarano e eufano

(triterpenos tetraciclicos) e do oleanano, ursano e lupano (triterpenos pentaciclicos) (figura
6) 67

eufano

oleanano ursano lupano

Figura 6. Estruturas moleculares do damarano e eufano (triterpenos tetraciclicos) e do oleanao, ursano e

lupano (triterpenos pentaciclicos).
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Os triterpenos pentaciclicos constituem uma classe de compostos que se encontra
amplamente distribuida nas plantas, com diversas acdes biolégicas, incluindo efeitos anti-
inflamatérios, como confirmado em estudos in vitro e in vivo.*” Apresentam estruturas com
trinta atomos de carbono e cinco anéis, (figura 7) e podem ser divididos em trés grandes
grupos: oleananos, ursanos e lupanos. Os dois primeiros (oleananos e ursanos) apresentam
cinco anéis hexagonais, com uma estereoquimica dos anéis D/E cis, diferenciando-se, entre
si, apenas, na posicio dos seus grupos metilo: nos oleananos situam-se os dois em C20,
enquanto nos ursanos um metilo encontra-se, também, em C20 mas o outro esta em CI9.
Os lupanos, por outro lado, possuem uma estereoquimica trans dos anéis D/E, além de que

o quinto anel é pentagonal.

oleanano

ursano

Estrutura comum
, lupano

Estruturas carateristicas
de cada um dos grupos

Figura 7. Estruturas basicas dos trés grandes grupos de triterpenos pentaciclicos.
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1.4.2. Acido Ursélico

O 4cido ursolico (acido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico) isébmero do acido oleandlico, (Figura
8), esta presente na natureza em vegetais e frutas.”**° Este triterpendide pentaciclico possui
atividades farmacologicas distintas e algumas delas semelhantes as apresentadas pelo seu

isbmero, o acido oleandlico.

.
—

Figura 8. Estrutura quimica do acido ursélico (a esquerda) e do acido oleandlico (a direita).

Durante a ultima década muitos estudos foram publicados, refletindo o grande interesse e
progresso no entendimento da atividade biologica destes triterpendides, incluindo o seu
isolamento e purificagdo a partir de varias plantas, modificagdes quimicas na sua estrutura,

pesquisas farmacolégicas e estudos toxicologicos.®’

Dentre as inlmeras atividades bioldgicas atribuidas a estes triterpendides, diferentes estudos

49,71,72,73

relatam o seu potencial antioxidante,”® a¢do anti-inflamatéria, o potencial

antidepressivo,’*atividade antitumoral,”’® e ainda o seu potencial antibacteriano,*®’’»787%80

Por exemplo, a atividade antibacteriana destes triterpendides foi reportada contra
Streptococcus pneumoniae, Sthaphylococcus aureus e estreptococos resistentes a
vancomicina.”® Também foi observarado que a atividade bioldgica do 4cido ursélico e
oleandlico, comparativamente com outros triterpendides, apresenta maior inibicio do

crescimento de microrganismos como Enterococcus faecalis e Streptococcus salivarius.”’
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As propriedades farmacologicas dos triterpendides sio muito diversas todavia, a toxicidade
devido as suas propriedades hemoliticas e citostaticas conduziu a que, paralelamente a
extracdo e isolamento a partir de produtos naturais exista, atualmente, um numero
significativo de trabalhos na semi-sintese de novos derivados que apresentem menor

toxicidade e uma maior atividade biolégica.*’

Estudos de relagdo estrutura-atividade tém demonstrado que modificagdes em determinados
carbonos destes compostos podem conduzir a novos derivados significativamente mais

ativos (Figura 9).%'

R;=H, R,=CHj, tipo oleanano
R;=CHj. R,=H. tipo ursano

Figura 9. Principais locais que conferem bioatividade aos derivados triterpendides pentaciclicos do tipo

oleanano e ursano (Adaptado da Iiteratura8|).

Os resultados apresentados em alguns trabalhos recentes tém vindo a refletir a importéncia
de se proceder a sintese de derivados semi-sintéticos do acido ursélico, de forma a

maximizar o seu potencial biologico 82838485
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Considerando que a emergéncia e propagacdo da resisténcia aos antibidticos constituem um
grave problema de salde publica a nivel mundial e que novos compostos com atividade
antibacteriana sio necessarios, o objetivo geral deste estudo foi a avaliagio da atividade
antibacteriana do acido ursoélico e derivados semissintéticos, assim como do acido oleanédlico,

em modelos procariotas (bactérias Gram-positivos e Gram-negativos);

2.2. Objetivos especificos:

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

— A sintese quimica de um derivado do écido ursélico;

— A avaliagio da atividade antibacteriana do acido ursélico, dos seus derivados
semissintéticos e do acido oleandlico, por determinagio da Concentragio Minima
Inibitéria (CMI) e Concentragio Minima Bactericida (CMB), com as estirpes de colecdo
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudmonas aeruginosa ATCC 27853 (bacilos Gram-
negativo) e Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212
(cocos Gram-positivo), e ainda estirpes de origem clinica estudadas . aureus
M9907012 e M 98972 e E faecalis M10207 e M99862BD, resistentes a meticilina
(MRSA, methicillin resistant S. aureus) e a vancomicina (VRE, vancomycin resistant
Enterococcus sp.), respetivamente;

— Auvaliar o efeito de compostos selecionados na taxa de crescimento bacteriano;

— Avaliar a citotoxicidade de compostos selecionados em células de mamifero, linha

celular de macrofagos (RAW 264.7).
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O trabalho experimental foi dividido em quatro etapas:

. Numa primeira etapa foram selecionados varios compostos derivados do acido
ursoélico que apresentaram atividade biolégica. Foi ainda sintetizado um outro
derivado do acido ursélico;

ll.  Numa segunda etapa foi feito um screening da atividade antibacteriana dos varios
compostos selecionados pelo método de difusio em disco (avaliagdo qualitativa), e
método de microdiluicio em placa e por fim, determinada a concentragio minima
bactericida (CMB) (avaliagio quantitativa);

[ll.  Numa terceira etapa foram feitas curvas de crescimento bacteriano na presenca e na
auséncia de compostos quimicos selecionados de acordo com a sua melhor atividade
antibacteriana;

IV.  Por fim foi avaliada a citotoxicidade dos compostos, pelo teste de MTT, em células

de mamifero, linha celular de macréfagos (RAW 264.7).

3.1. Compostos Quimicos em Estudo

3.1.1. Acido Ursélico e Derivados Semi-sintéticos

Os triterpenos pentaciclicos apresentam uma base esqueleto que fornece uma grande
quantidade de estruturas de derivados porque diferentes posi¢cdes sobre o esqueleto podem
ser substituidas. Como resultado, existiam até ao ano de 2006 pelo menos 4000 triterpenos

pentaciclicos conhecidos,®” que exibem um largo espectro de atividades biologicas.®

Como descrito anteriormente, o acido ursélico possui atividades farmacolégicas distintas.
Segundo Ana Leal [etal],®” varios compostos derivados do &cido ursélico apresentam
atividade antitumoral. Desta forma, foram testados esses compostos também em bactérias

de modo a verificar se também apresentavam atividade antibacteriana.

Foram testados no total 16 compostos quimicos, sendo |5 destes fornecidos pelo Prof.
Doutor Jorge Salvador do Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia

da Universidade de Coimbra, nomeadamente o acido ursélico (AU) e o acido oleandlico
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(AO), dois derivados semi-sintéticos do acido ursélico (I e 2), quatro N-acilimidazois (3, 4, 5
e 6) e sete N-alquilimidazois (7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13). O nome e a respetiva estrutura

quimica dos compostos encontram-se na Tabela |.

Tabela 1. Nome dos diferentes compostos testados e respetiva estrutura quimica. (AU, acido ursoélico; AO,
acido oleandlico).

Compostos Estruturas

Acido 3B-hidroxi-urs-12-en-
28-0ico

(AU)

Acido 3B-hidroxi-olea-12-en-
28-0ico

(AO)

Acetato de metil 3f-
hidroxi-urs-12-en-28

(1

Acetato de metil 3-6xido-12-

en-28
)
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3B-Acetoxi- | | -6xido-12-en-
28-il- | H-imidazol- | -
carboxilato

©)

3B-Acetoxi- | | -6xido-12-en-
28-il-20-metil- | H-imidazol-
| -carboxilato

“4)

3-Oxido-12-en-28-il-1 H-
imidazol- | -carboxilato

®)

3-Oxido- 12-en-28-il-20-
metil- | H-imidazol- | -
carboxilato

(6)

28-(4H-Triazol-4-il)-3,28-
dioxido- | 2-en-2-(4H-triazol-
4-il)-metileno

@
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Acetato de metil 2-(1H-
imidazol- | -il)-metileno-3-
oxido-12-en-28
®)

Acetato de metil 2-(2’-metil-
| H-imidazol- | -il)-metileno-3-
oxido-12-en-28
)

Acetato de metil 2-(4H-
triazol-4-il)-metileno-3-
6xido-12-en- 28
(10)

Acetato de metil 2-(4H-
triazol-4-il)-metileno-3,1 I -
dioxido-12-en-28
)

28-(1H-Imidazol- | -il)-3,28-
dioxido-12-en-2-(1H
imidazol- | -il)-metileno

(12)
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28-(2’-Metil- 1 H-imidazol- | -
il)-3,28-di6éxido-12-en-2-
(2’-metil- I H-imidazol- I -il)-
metileno

(13)

Foi ainda sintetizado um composto derivado do acido ursélico, o composto 14.

Estes compostos derivados do acido ursoélico diferem deste, por apresentarem grupos
substituintes (grupo acetato, metil, carbonilo, imidazol) em uma ou mais posigdes da

molécula.

3.1.2. Sintese Quimica do Composto 14 (Acido 3B-Acetoxi-urs-12-en-28-
6ico)

A preparacio do composto 14 foi feita tendo por base o protocolo descrito em®”,

Ao composto AU (150 mg; 0,328 mmol) em |5 ml de Tetraidrofurano (THF) a temperatura
ambiente, foi adicionado anidrido acético (0,07 mL; 0,656 mmol) e 4-Dimetilaminopiridina
(DMAP) (10% da massa inicial de AU). Apds 24 horas foi adicionado mais anidrido acético
(0,018 mL; 0,164mmol). Depois de 3 horas, foi removido o solvente sob pressao reduzida, a
mistura da reagdo foi dispersa em 20 mL agua. A fase aquosa foi extraida com acetato de
etilo (3x75 mL) e de seguida, a fase organica foi acidificada com acido cloridrico (HCI) 10%
(2x50mL). Foi adicionado 20 mL de 4gua a fase orgéanica até que o pH fosse 7 e depois foi
lavada com bicarbonato de s6dio (NaHCO3) (4x50 mL) e seca em sulfato de sédio (NaxSOs.).
O resultante foi filtrado e evaporado até secar, obtendo-se um sélido. O sélido foi entdo
purificado por coluna cromatografica [éter de petroleo/acetato de etilo (10:1)] obtendo-se

um soélido branco (188 mg, 0,377 mmol, 87%).
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Espectro 'H RMN (400 MHz CDCl;):
6 5.23 (IH t f£6.00), 6 4.50 (IH dd £~12.50), 6 2,16 (IH d /~11.60), 6 2.04 (3H s), &6 1.07
(3H's), 5 0.96 (3H s), 5 0.86 (6H s), 6 0.85 (3H s), 6 0.77 (3H 5).

Espectro *C RMN (100 MHz CDCl,):
§ 183.29 (C28), 170.87 (OCOCHS3), 137.78 (C13), 125.56 (C12), 80.77 (C3).

A reacdo descrita anteriormente esta representada na figura 10.
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Figura 10. Esquema da reagdo quimica de sintese do composto 14 a partir do acido ursolico.

3.1.2. Preparagdo das Solugdes de Trabalho dos Compostos

Todos os compostos foram dissolvidos em | mL de dimetilsulféxido (DMSO). A
concentragio final da solucdo de trabalho foi de Img/mL. Os compostos 12 e I3 nédo se
dissolveram completamente em DMSO e por isso, inicialmente, foram dispensados da

primeira fase de screening.
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3.2. Avaliagdo Biolégica

3.2.1. Estirpes Bacterianas

Neste estudo foram usadas quatro estirpes bacterianas, duas Gram-positivo e duas Gram-
negativo, tendo em conta a elevada prevaléncia de infe¢des causadas por essas bactérias e/ou

a elevada prevaléncia de resisténcias aos antibioticos nessas bactérias a nivel local e global.

Assim, na avaliagdo da atividade antibacteriana usaram-se estirpes da American Type Culture
Collection (ATCC), nomeadamente Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Estas encontravam-se preservadas a -80°C no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra. As estirpes de origem clinica estudadas foram §.
aureus HUC | e HUC 2 e E faecalis HUC 3 e HUC 4, meticilina (MRSA) e vancomicina
(VRE) resistentes, respetivamente, e foram disponibilizadas pelo Servigo de Patologia Clinica
do Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra (CHUC). Foram preservadas em meio

Tripticase-soja (TS) com 15% de glicerol a -80°C (tabela 2).

Tabela 2. Modelos bacterianos selecionados para avaliar a atividade antibacteriana dos compostos.

Modelos bacterianos

E. coli ATCC 25922
Gram-negativos

P. aeruginosa ATCC 27853

S. aureus ATCC 29213

S. aureus HUC |

. S. aureus HUC 2
Gram-positivos

E. faecalis ATCC 29212

E. faecalis HUC 3
E. faecalis HUC 4
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Para a realizagdo dos ensaios, as estirpes foram descongeladas e cultivadas em meio sélido
Tripticase-soja (TS) e incubadas a 37°C durante 18-24 h, e foram mantidas no laboratério
em tubos de meio TS para posterior utilizagio. Nos ensaios foram usadas culturas de 18-24h

de incubacio.

3.2.2. Reagentes

3.2.2.1. Meios de Cultura e Preparagio

A sobrevivéncia e a conservagio dos microrganismos dependem do fornecimento adequado
de nutrientes e convenientes condigdes para o seu crescimento. Quanto aos nutrientes,
grande parte dos microrganismos apenas necessita de um conjunto de substancias
formuladas de maneira adequada, capazes de promover o seu crescimento. Os meios de
cultura sdo utilizados com esse proposito, o de fornecer condigdes ideais minimas para o

seu cultivo do posto de vista nutricional.®’

Os meios de cultura sdo liquidos, semi-sélidos ou sélidos. Um meio liquido sem agente
solidificante é designado por caldo nutritivo. Quando se deseja o crescimento das bactérias
em meio semi-sélido ou sélido, um agente solidificante, usualmente o agar, é adicionado ao
meio.”® O agar é um extrato de algas marinhas que contém maioritariamente galactose e
possui muito pouco valor nutritivo. E muito utilizado como agente solidificante porque se
liquefaz a cerca de 100 graus Celcius (°C), (o ponto de liquefagio é aos 96°C) mantendo-se
nesse estado fundido até cerca dos 42°C quando passa a gel s6lido.®”” Devido a estas
propriedades, os microrganismos podem ser cultivados a temperaturas na ordem dos 37°C
sem receios de liquefacdo do meio. Os meios de cultura sélidos sdo preparados da mesma
forma que os meios liquidos, exceto pela adigio de agar, normalmente, a uma concentragio
de cerca de |,5% antes da esterilizacio. Os meios de cultura sélidos imobilizam as bactérias,

permitindo que elas cresgam e originem colénias isoladas e visiveis, ou seja, culturas puras.”'

Para além das necessidades nutritivas, varios outros fatores ambientais precisam ser
controlados para o sucesso da cultura dos microrganismos como por exemplo o pH, a

temperatura, a atmosfera e a pressdo osmotica.
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Para a realizacdo dos testes de suscetibilidade aos antibacterianos, os meios em pé foram
reconstituidos e autoclavados de acordo com as indicagdes do fabricante. Os meios de
cultura sélidos foram distribuidos em placas de Petri e armazenados a 4°C ap6s solidificagdo.
Quanto aos meios de cultura liquidos, apés reconstituigdo, foram distribuidos em tubos de
ensaio e matrazes, e seguidamente foram autoclavados (121°C/15 min) de acordo com as

indicagdes do fabricante. Posteriormente, foram armazenados a 4°C.

Os meios de cultura usados foram:

Soyabean Casein Digest Agar ou meio Tripticase-soja, HiMedia Laboratories, referéncia
M290 - O meio de cultura TS é um meio de cultura sélido rico em nutrientes, bastante
utilizado para o crescimento e isolamento de diversos tipos de microrganismos. O seu
contetdo em peptona constitui uma importante fonte de azoto, o que permite o
crescimento abundante de um grande nimero de microrganismos. A glicose é a fonte de

energia e o cloreto de sédio mantém o equilibrio osmético.””

Composicdo: Peptona de caseina (15 g/L), Peptona de soja (5g/L), Cloreto de sédio (5 g/L) e
Agar (15 g/L); pH 7.310.2 a 25°C.

Preparacdo: Suspender 40 gramas num litro de agua destilada. Aquecer até a ebuligio para
dissolver completamente o meio. Esterilizar na autoclave a 121 °C, durante 15 minutos.

Depois de arrefecer misturar bem e distribuir em placas de Petri ou tubos de ensaio.

Meio de Agar Mueller-Hinton (MH), HiMedia Laboratories, referéncia M173 - E um meio de
cultura sélido utilizado em procedimentos normalizados e recomendado para ensaios de
suscetibilidade aos antibacterianos (método de difusdo em disco).”*” Neste meio, crescem
bem a maioria das bactérias patogénicas e a sua composigdo nido interfere com a atividade e
difusdo dos antibiéticos.

Composigdo: Infusdo desidratada de carne (300 g/L), caseina hidrolisada (17.5 g/L) e amido
(1,5 g/L) e agar (17 g/L); pH 7.3 £ 0,1 a 25°C.

Preparacdo: Suspender 38 gramas num litro de agua destilada. Aquecer até a ebuligio para
dissolver completamente o meio. Esterilizar por autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Misturar bem antes de verter pelas placas de Petri.
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Meio de Caldo Mueller- Hinton (Caldo MH) (Marca Oxoid microbiology products, Cédigo:
CM0405) - E um meio de cultura liquido utilizado em procedimentos normalizados
reconhecidos internacionalmente e recomendado para testes de suscetibilidade
antibacteriana.”

Composicdo: Infusio desidratada de carne (300 g/L), caseina hidrolisada (17.5 g/L) e amido
(1,5¢g/L); pH7.3 £0,1 a25°C.

Preparacdo: Colocar 21g num litro de 4dgua destilada e agitar até se dissolver completamente,

posteriormente esterilizar por autoclavagem a 121 °C durante 15 minutos.

3.2.2.2. Outros reagentes e Equipamentos

Neste estudo foi também utilizada agua destilada autoclavada, micropipetas Orange Scientific
e Transferpette” (10, 100, 200 e 1000 uL), discos em branco (Liofilchem®, It4lia), discos de
antibiéticos (Oxoid, UK), nomeadamente Ciprofloxacina 5 pg, Gentamicina 30 pg e
Amoxicilina/Acido clavulanico 30 pg, placas de Petri, pincas, ansas estéreis, Eppendorfs

estéreis e microplacas Orange Scientific. Foram ainda utilizadas cuvettes estéreis e matrazes.

Quanto aos equipamentos, foram utilizados: a autoclave SANYO electric MLS - 3020 V
(Japao), o espetrofotometro Thermo Fisher Scientific Genesys 10 UV, a incubadora Shaker
Burgwede/ Tipo 1083 (Alemanha), o Densitometro McFarland Bjosan SA/ tipo Den-1B, a

camara de fluxo laminar Faster BH-EN2005 e a balanca eletrénica Ohaus Corp. Pionner ™.

3.2.3. Avaliagio da Atividade Antibacteriana

3.2.3.1. Método de Difusio em Disco em Meio Sélido - Técnica de Kirby-
Bauer

Inicialmente, os ensaios de suscetibilidade aos diferentes antibiéticos e compostos foram
realizados pelo método de difusdo em disco, em meio MH, com base no método de Kirby-
Bauer,” e de acordo com os procedimentos adaptados do Clinical and Laboratory Standards

Institute.”

Trata-se de um método pratico, amplamente utilizado nos laboratérios de microbiologia

para bactérias de crescimento rapido, apresentando uma grande flexibilidade na escolha do

34



3. Materiais e Métodos

numero e do tipo de composto a utilizar. O método adaptado consiste na difusio em MH
do composto depositado no disco estéril de papel-de-filtro. A ocorréncia de um efeito

antibacteriano observa-se pela formagio de um halo de inibigio do crescimento bacteriano.”

O método de difusdo agar, realizado pela técnica de Kirby-Bauer, € um método qualitativo e
foi utilizado de forma a avaliar se os isolados eram classificados de susceptivel, de intermédio

ou resistente aos diferentes antibioticos utilizados.”

A suscetibilidade aos agentes antibacterianos foi determinada com os seguintes discos de
antibioticos padrio: Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20pg + 10 pg), Gentamicina (CN
30 pg) e Ciprofloxacina (CIP 5 pg), um p-lactdmico, um aminoglicosideo e uma quinolona,

respetivamente.

A técnica de difusio em agar com discos de antibidticos iniciou-se com a preparagio do
meio de cultura, seguida de preparacio de uma suspensdo bacteriana, inéculo, e por fim

inoculagdo da placa e posterior incubagio.

Preparacdo do meio MH: descrito anteriormente.

Preparacdo do inéculo: semeou-se uma colénia, proveniente de uma placa com cultura pura,

em TS e incubou-se a 35°C, durante |18 a 24 horas. Desta placa, recolheram-se 2 a 3 colénias
para 5 mL de soro fisiolégico estéril a fim de se obter uma turvagio equivalente a 0.5 da

escala de McFarland.

Inoculacdo da placa: mergulhou-se uma zaragatoa esterilizada na suspensio bacteriana e

posteriormente inoculou-se a superficie de uma placa de MH pela técnica em toalha. Apés a
secagem do inéculo, aplicaram-se os discos de antibiéticos padrio ou discos estéreis com 15
pL de composto (maximo volume que o disco absorve), a uma concentragio de | mg/mL,
com o auxilio de uma pinga, sobre a superficie do meio de cultura (até ao maximo de 5
discos por placa). Foi utilizado como controlo negativo um disco estéril com |5 pL de
DMSO. Consecutivamente incubaram-se as placas a 35°C durante aproximadamente 18 a 24
horas, e por fim, com o auxilio de uma craveira, mediram-se os didmetros dos halos de
inibicdo, em milimetros, para cada composto, e foram seguidamente interpretados segundo

as normas do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.”
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3.2.3.2. Método de difusio em disco em meio sbélido - Estudo de
sinergismo

O efeito sinérgico da associagdo de antibidticos com extratos de plantas contra agentes
patogénicos leva a novas opgdes para o tratamento de doengas infeciosas. Desta forma a
terapia de antibiotico combinado com compostos derivados de plantas pode produzir efeitos

promissores no tratamento da infegdo bacteriana.”'®

O estudo do efeito sinérgico foi executado pelo método de difusdo agar realizado pela
técnica de Kirby-Bauer, descrito anteriormente. Os discos de antibidticos padrio utilizados

foram Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20pug + 10 pg) e Gentamicina (CN 30 ug).

Toda a metodologia deste estudo foi semelhante a anterior, excetuando que apds a secagem
do in6culo, aplicaram-se os discos de antibiéticos padrio com |5 pL de cada composto, a
uma concentragio de | mg/mL. Foi utilizado como controlo negativo disco com uma

quantidade de |5 pL de DMSO.

3.2.3.3. Determinag¢io da Concentragio Minima Inibitéria

A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) é definida como a concentragio minima de
antibidtico necessaria para inibir o crescimento visivel de um determinado microorganismo

ap6s uma incubagio durante a noite.’

Os testes de suscetibilidade sao frequentemente indicados quando se pensa que o organismo
em causa pertence a uma espécie capaz de exibir resisténcia aos antimicrobianos usualmente

utilizados.'®!

Desta forma a determinagido das CMIls permite-nos um estudo quantitativo dado que quanto
menor a CMI, maior a poténcia do antibidtico e, quanto maior a poténcia, maior a
dificuldade da bactéria desenvolver resisténcia. A determinagdo da CMI pode ser feita pelo
método de microdiluicio em placa, em que sdo efetuadas sucessivas diluigdes do antibidtico

em estudo (1:2) a fim de se determinar a CML.'®
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3.2.3.3.1. Método de Microdiluigio em Placa

A suscetibilidade aos antibioticos foi determinada utilizando o método de microdiluigio em

caldo MH com uma placa estéril de 96 pocos, segundo as normas de CLS.'"'

Primeiramente, preparou-se uma suspensdo de cada estirpe em estudo a partir de 2 a 3
coloénias puras para 5 mL de soro fisiolégico esterilizado, de forma a alcangar um padrio de
turvagio equivalente ao padrio de 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a |,5x10®

unidades formadoras de colénias (UFC)/mL.

As diluicbes foram feitas em caldo MH, sendo pipetados inicialmente, 100 yL de caldo MH
em toda a placa e posteriormente 100 pL dos diferentes compostos em estudo apenas no
primeiro pogo. Seguidamente, efetuou-se uma diluigdo de |:2, retirando 100 pL do primeiro
pogo para o segundo, e assim sucessivamente, e depois foram adicionados 10 pL do in6culo
anteriormente preparado. Foram utilizados trés controlos: o controlo de esterilidade com
100 pL de caldo MH; o controlo de crescimento positivo, 100 pL de caldo MH e 10 pL da
suspensdo bacteriana e, por fim, o controlo positivo com DMSO, com 100 pL de caldo MH,
100 L de DMSO e 10 de pL suspensido bacteriana (figura | 1). Por Gltimo, as placas foram
fechadas e incubadas na estufa a 35°C durante 18 a 24 horas. Apos este periodo, efetuou-se
a leitura dos resultados, observando a presenga ou auséncia de turvagdo, que indica a
presenca ou auséncia de crescimento, respetivamente. A menor concentracio de composto

com o qual se observou auséncia de turvagio corresponde a CMI.

Para cada composto o ensaio foi feito em triplicado e reproduzido, pelo menos, em dois

ensaios independentes.
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Figura 11. Método de microdiluigio em placa para avaliagdo da suscetibilidade antibacteriana. Ensaio feito em
triplicado (Amarelo ABC e CDE), com diluicdes de I:2 da esquerda para a direita e trés controlos (Verde -
controlo de esterilidade, Amarelo - controlo positivo e Azul - controlo de crescimento).

3.23.4. Determinagio da Concentrag¢do Minima Bactericida

Para completar o estudo da CMI realizou-se ainda um ensaio “/n vitro” complementar a este.
O objetivo deste ensaio foi determinar se os compostos tinham um efeito bactericida ou
bacteriostatico. Conhecido como CMB, este ensaio determina a concentragio minima de
agente antimicrobiano que impede o crescimento de qualquer microrganismo apés o

plaqueamento num meio sélido.?

Procedeu-se a sementeira, em meio MH, de uma aliquota de 20 pL do iné6culo presente no
pogo da microplaca considerado como CMI e do pogo logo a seguir a este (ou mais). Apds o
plaqueamento, as placas foram deixadas a incubar na estufa a 35°C durante |8 a 24 horas
para confirmar se existe ou ndo crescimento bacteriano. Se no pogo da CMI ndo ocorrer
crescimento considera-se que o composto tem um efeito bactericida sendo a CMI igual a
CMB enquanto que se houver crescimento considera-se que o composto apresenta um

efeito bacteriostatico.
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3.2.3.5. Curva de Crescimento Bacteriano

Representar graficamente as populagdes resultantes do crescimento de culturas bacterianas
é essencial em Microbiologia, portanto, uma das abordagens mais comuns no estudo do
crescimento bacteriano é a obtencdo de curvas de crescimento.” O termo crescimento, tal
como ¢é frequentemente aplicado as bactérias e a outros microrganismos, refere-se,
usualmente, ao aumento do nimero de bactérias e ndio a um aumento no tamanho das
células individuais.”®’""'®® Este crescimento da populagio celular é, por sua vez, consequéncia
do aumento do nimero de células devido a multiplicagdo celular. As bactérias reproduzem-
se normalmente por fissdo binéria (figura 12).°*°"'® A reprodugio por fissido binaria consiste
na divisdo de uma célula em duas por mitose, cada uma com o mesmo genoma da “célula-
mae”. Apos a replicagio do cromossoma bacteriano a parede transversa forma como que
uma invaginagio da membrana plasmatica e da parede celular, seguidamente, ocorre a
separagdo gerando-se duas células idénticas, cada uma capaz de se dividir e repetir este

processo, ao fim de um determinado tempo.”?"!%%1%4

Célula parental

Elongagdo celular

Invaginagdo da parede
celular (septo) e
distribuicdo do material
nuclear

Formagdo de uma parede
celular transversa (septo) e
distribuig&o organizada do
material celular em duas
células

Separagdo em duas
células-filhas idénticas,
cada uma delas capaz de
repetir este processo

Figura 12. Multiplicacio bacteriana por fissdo binaria. (Adaptado da literatura'®).
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Nas bactérias a avaliacgio do crescimento bacteriano ¢, normalmente, feita através da
determinacdo da concentragido celular pelo método de determinagdo de biomassa em
suspensdo (em determinados intervalos de tempo), ou da determinacdo do numero de
células viaveis presentes na populacio (método de determinagio do nimero de UFC).'®
Nio ha método perfeito, ambos os métodos apresentam vantagens e desvantagens. A
escolha do método depende da situacdo particular que se apresente.

Neste estudo recorreu-se ao método de determinagdo da biomassa em suspensdo, por ser
um método simples e rapido.”’

Neste método, para a construcio de uma curva de crescimento bacteriano, mede-se o
aumento da massa celular total de uma cultura bacteriana em crescimento, em meio liquido,
através de medidas da densidade optica (DO) da cultura, que determina a biomassa em

suspensao.

Para determinar a biomassa em suspensdo recorre-se a analise espectrofotométrica por
leitura de DO da cultura (figura |13). Este método consiste na determinagio da quantidade
de luz que é transmitida através da cultura liquida. A medida que as bactérias se multiplicam
o meio torna-se cada vez mais turvo reduzindo a quantidade de luz transmitida. A
quantidade de luz que chega ao detetor é inversamente proporcional ao numero de
bactérias, sendo assim, pode-se concluir que quanto maior for o nimero de bactérias, maior
sera o valor de DO.”’

Cada medida obtida corresponde a DO da cultura num dado momento do crescimento. A
evolugdo do crescimento bacteriano é seguida por leituras de DO a 600 nm realizadas num
espectrofotometro (aliquotas da cultura em crescimento sdo retiradas em determinados
intervalos de tempo e mede-se a absorvancia). O branco é o meio de cultura utilizado, sem

inéculo. Desta forma pode-se construir um grafico representativo do progresso do

crescimento, relacionando-se a DO com o tempo.
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Tubo com suspensio

bacteriana

Figura 13. Determinagio espectrofotométrica da densidade celular.

Esta técnica apresenta diversas vantagens como a simplicidade da metodologia, as medidas
sdo prontamente obtidas, o padrdo de crescimento da populagio bacteriana em estudo é
reconhecido (as diferentes fases do crescimento bacteriano podem ser visualizadas em
grafico); permite estabelecer comparagdes do padrio de crescimento de diferentes
populagdes bacterianas, assim como comparar o padrio de crescimento sob diferentes
condigdes ambientais; a quantidade de material utilizado é reduzida e a introdugiao de erros
experimentais pelo operador é menor. No entanto, é de salientar que esta técnica ndo
permite a determinagdo de células viaveis, ou seja, ndo é possivel a estimativa do nimero de
células/mL da populagdo; Para além disso apresenta a desvantagem das células inviaveis,
fragmentos de células mortas e material difundido no meio de cultura interferirem na

obtencio dos resultados. %'

A avaliagio quantitativa do crescimento bacteriano &, experimentalmente, representada
através de uma curva de crescimento da populagio bacteriana (Figura 14). Esta curva é
constituida pelas varias fases de crescimento microbiano: fase de laténcia, fase exponencial,

fase estacionaria e fase de declinio.
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Figura 14. Representacio grifica de uma curva de crescimento bacteriano. (Adaptado de”).

A fase de laténcia corresponde ao periodo inicial, apés a inoculacio num meio de cultura,
em que ocorre a adaptacio do microrganismo ao meio. E um periodo onde o nimero de
microrganismos permanece praticamente inalterado, este intervalo de tempo pode ser breve
ou longo, dependendo do histérico do in6culo e das condigdes de crescimento. Esta fase
ocorre porque as células encontram-se desprovidas de varios constituintes essenciais,
requerendo tempo para a sua biossintese.” Ocorre a absor¢io dos nutrientes presentes no

meio, ha, essencialmente, a producdo de enzimas necessirias a sintese de compostos

essenciais ao crescimento ou a hidroélise de compostos presentes.

A fase exponencial corresponde a fase de crescimento progressivo e exponencial do
microrganismo, ou seja, é o periodo marcado pela divisio celular com duplicagio do nimero
de células, ap6s um determinado intervalo de tempo, conhecido como tempo de geragio (g)
(tempo necesséario para que uma célula se divida ou para que a populagio duplique).”® As
células estdo plenamente adaptadas ao meio, absorvendo os nutrientes, sintetizando os seus
constituintes e possuindo uma rapida multiplicacio. E durante esta fase que se verifica uma
taxa especifica de crescimento (k) maxima. O valor de k varia amplamente sendo
influenciado pelas condicbes ambientais, temperatura e a composicio do meio, bem como

pelas caracteristicas genéticas do préprio organismo.”

O crescimento exponencial é limitado uma vez que hd um esgotamento de nutrientes

essenciais por parte do meio e uma acumulagio de produtos de excregdo da bactéria. Assim,

42



3. Materiais e Métodos

o crescimento cessa e a populagio atinte a fase estacionaria.’’ E a etapa onde nio ha um
crescimento da populagio, ou seja, o nimero de células que se divide é equivalente ao
numero de células que morre. No entanto, as células podem manter-se viaveis, ao longo de
um certo periodo de tempo, portanto esta é a fase em que a populagio se mantém
constante. Devido a escassez de nutrientes e ha presenca de um nivel elevado de produtos
toxicos, ocorre a perda irreversivel da capacidade de divisdo celular, ocorrendo, assim, a
morte celular. A morte celular, por sua vez, origina um decréscimo da concentragdo de
células viaveis na populagio microbiana, ao longo do tempo, iniciando, assim, a fase de
declinio.

A partir desta curva é possivel determinar os parametros cinéticos, nomeadamente akeo g

do microrganismo em questdo.

Procedimento Experimental

A determinagdo da curva de crescimento em funcdo do tempo de exposicio, a um
determinado composto, é uma das ferramentas de trabalho utilizada para determinar os

efeitos antimicrobianos sobre as bactérias.'%

Neste ensaio, foi testado o crescimento de S. aureus ATCC 29213 e E faecalis ATCC

29212, quando expostos aos compostos AU e |4.

Semeou-se uma colénia, proveniente de uma placa com estirpe pura, em caldo MH e
incubou-se a 35°C, durante 18 a 24 horas. Desta cultura recolheu-se | mL para uma cuvete
de espectrofotometro e mediu-se a DO a 600 nm, foram feitas varias leituras e, quando
necessario, diluigdes do indculo, a fim de se obter uma turvagio equivalente a 0.5 da escala
de McFarland (Ix10® UFC/mL), ou seja, com um valor de absorvincia compreendido entre

0.08 - 0.1. De referir que, | mL de caldo MH foi utilizado como branco.

Seguidamente, foi colocado a incubar a 37°C, com agitagdo, um tubo de caldo MH contendo
8 mL da suspensédo bacteriana de S. aureus ou E. faecalis com turvagio equivalente a 0.5 da
escala de McFarland, durante uma hora. De seguida, foram adicionados a cada matraz com
100 mL de caldo MH (quatro no total para cada bactéria e composto) 2 mL da suspensdo
anterior. Desta suspensio recolheu-se | mL para uma cuvete de espectrofotometro e

mediu-se a DO a 600 nm, valor esse que correspondente ao tempo de leitura zero (To).
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Os quatros matrazes foram postos a incubar a 37°C com agitagio. Uma hora depois da
incubagdo foi retirado | ml de cada matraz e lida a respetiva absorvancia (T). Neste
momento, foi adicionado a trés dos matrazes o composto em estudo com valores de
concentragio conhecida, ou seja, 0,5XxCMI, CMI e 2xCMI, respetivamente. Estes valores
foram calculados tendo em conta a concentracio final, num volume de 100 mL. A CMI foi
determinada anteriormente pelo método da microdiluigio em placa. De referir que um dos

matrazes servia como COI"ItI"O'O, sem nenhum composto.

Repetidas leituras de absorvancia foram feitas de hora a hora, a fim de se obterem leituras

suficientes para tragar o grafico que relaciona a DO com o tempo de incubagio.

Para finalizar, construiram-se as curvas de crescimento bacteriano que relacionam o tempo
(horas) com os valores de absorvancia (a 600 nm) de cada suspensio bacteriana. Cada
grafico mostra a evolugdo do crescimento bacteriano para a estirpe na auséncia e na
presenca das varias concentragdes dos compostos quimicos. Depois de tragados os graficos
foram determinados os pardmetros cinéticos k e g. Tais célculos sdo importantes na medida
em que permitem otimizar as condi¢des de cultivo dos microrganismos estudados e avaliar o

efeito que os compostos provocam no crescimento bacteriano.”
As curvas de crescimento foram feitas em duplicado em ensaios independentes.

A sintese do procedimento experimental encontra-se na figura 15.
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I. Preparaciodo 2_Leiturade Abs a 600
inoculo nm
*Estirpe purade S. *Suspensio de 0,5
aureus e E. faecalis em McFarland - Abs (0,08-
meio MH liquido, 0,1) paracada estirpe.
depois de incubacdo a
350C, durante 18-24
horas.
4. Adicio do coposto 5. Leiturade Abs a 600
*Compostocom nm
valores de *Leitura de Abs a 600
concentracio nm em tempos
conhecida, 0,5 CMI, definidos.
CMle 2xCMI é
adicionado aos
matrazes.
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3. Adicio da suspensio
=2 ml da suspensio de
0,5 McFarland é
adicionada aos

matrazes contendo
100 ml de meio MH.

6_ Tragar grifico

*Tracar grafico de
crescimento
bacteriano e
determinacio de
parimetros cinéticos.

Figura 15. Procedimento experimental para elaboragio de uma curva de crescimento bacteriano.

3.2.4. Avaliacdo da Citotoxicidade

Os efeitos citotoxicos quando provocam danos celulares intensos podem comprometer a

viabilidade celular perturbando a integridade estrutural e/ou metabodlica das células bem

como a sua integridade reprodutiva provocando uma série de efeitos destrutivos. Sendo

assim, com o uso das técnicas de cultura celular, os testes podem detetar a ocorréncia de

lise celular, de inibicio do crescimento celular e de outros efeitos que possam ser

desencadeados nas mesmas.'"”
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O parametro mais investigado pelos testes de citotoxicidade ¢ a viabilidade celular. Existem
diversos testes que sdo utilizados para a avaliagdo da citotoxicidade sendo o teste do MTT e

o teste do vermelho neutro os mais usados.'®

3.24.1. Teste de Redugdo do 4,5-dimetil-3-tiazolil-2,5-difeniltetrazolio

(MTT)

Em 1983, Mosmann propés um teste colorimétrico quantitativo para a avaliagio da
sobrevivéncia e da proliferacdo celular das células de mamiferos. O principio do ensaio MTT
¢ a redugio do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio (de cor amarela,
soltvel em agua) a cristais de formazano (de cor azul escuro/roxo, insolivel em agua), pela
enzima mitocondrial succinato-desidrogenase, existente no interior de células
vidveis.'®!'*!" 112 Esta reducdo sé é verificada em células vivas, ou seja, metabolicamente
ativas. O ensaio MTT depende do nimero de células presentes e da atividade mitocondrial
celular sendo a quantidade de formazano produzida proporcional ao nimero de células
Viéveis.'°9" 1,113

A utilizagdo deste teste para a avaliagio do crescimento e sobrevivéncia celular oferece
diversas vantagens pela sua rapidez, simplicidade e seguranca que lhe estio associados.'"
Com as varias alteragdes feitas ao longo dos anos, o teste colorimétrico é atualmente
considerado um teste quantitativo preciso, sensivel, rapido e de baixo custo, sendo

frequentemente usado para avaliar a viabilidade celular.'®'"

Procedimento Experimental

O ensaio de MTT permite interpretar o efeito citotéxico induzido no metabolismo celular
por um composto e, portanto, recorreu-se a este ensaio para o estudo do efeito dos
compostos AU e |4 em células de mamifero, linha celular de macréfagos (RAW 264.7). As
células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pogos em meio de Earle Modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% soro bovino fetal (SBF) e incubadas a 37°C, em
atmosfera com 5% de CO,. Assim que as monocamadas celulares atingiram confluéncia, o
meio foi removido e as células foram incubadas com meio fresco na auséncia (controlos) e
na presenca dos compostos nas concentracdes CMI, 2xCMI| e 3xCMI, durante 24 horas a

37°C e em atmosfera com 5% CO,. Ap6s o periodo de incubagio, foi adicionado a cada
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poco 50 pl de uma solugio de MTT (5 mg.ml"') e seguidamente as placas foram incubadas
durante uma hora a 37°C. Posteriormente, o sobrenadante foi removido, as células lavadas
em Tampio fosfato-salino (PBS) e 250 pl de DMSO foi adicionado de forma a dissolver a
formazana. A absorvancia a 530 nm foi determinada num leitor de placas (Synergy HT, Bio-
TEK). A viabilidade celular foi calculada pela relacdo entre as células viaveis no controlo e no
ensaio usando a seguinte férmula: [100 - (L2/L1) x 100], onde LI representa a absorvancia
das células controlo e L2 a absorvéncia das células tratadas. As experiéncias foram realizadas

em triplicado e pelo menos em trés ensaios independentes.
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4.1. Caracterizacdo do Perfil de Suscetibilidade Bacteriana aos Antibiéticos e

Compostos em Estudo

A resisténcia crescente aos antibiéticos por parte das bactérias tem vindo a limitar as opgdes

115116 yerificando-se uma tendéncia clara na reducdo da suscetibilidade e, de um

terapéuticas,
modo geral, a todos os grupos de antibiéticos.''® Dai a necessidade de encontrar novos
antibiéticos de forma a contrariar esta reducio de suscetibilidade e diminuir a resisténcia

bacteriana.

4.1.1. Método de Difusdo em Disco em Meio Sélido — Técnica de Kirby-bauer

O primeiro método aplicado neste estudo, como método de screening, foi o método de
difusdo em disco, considerado um método padrio para avaliar a suscetibilidade de estirpes aos
antibacterianos. Este método permitiu avaliar qualitativamente a atividade antibacteriana do
AU e dos seus derivados semi-sintéticos nas estirpes selecionadas para este estudo.

A presenca de halos de inibi¢io em redor do disco indica auséncia de crescimento. O didmetro
dos halos de inibicdo foi medido em milimetros (mm).

Escherichia coli ATCC 25922 foi usada como estirpe de controlo do método, uma vez que
esta estirpe € uma das recomendadas para o controlo de qualidade e para a realizagio de
antibiogramas. Os valores dos halos de inibicdo obtidos para E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 27853, E faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 29213 encontram-se na tabela3.
Verificou-se que os diferentes halos de inibicio se encontravam dentro dos limites aceitaveis
referenciados nas normas do CLSI. Ecoli (controlo do método) é também considerada
suscetivel aos antibioticos testados tendo em conta os valores documentados pela EUCAST

tabela 4.

A atividade antibacteriana dos diferentes compostos foi testada com uma quantidade de 15 pL
de composto, a uma concentragio de | mg/mL. Inicialmente, apenas os compostos
3,4,5,6,7,8,9,10 e || foram utilizados uma vez que os compostos |2 e |3 mostraram dificil
dissolugdo em DMSO e os compostos |, 2 e 14 s6 posteriormente foram sintetizados. O disco
com |5 pL de DMSO foi usado como controlo, verificando-se que ndo houve inibigio do

crescimento bacteriano pelo que os resultados puderam ser validados. Este ensaio foi efetuado
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em duplicado para cada composto e os resultados apresentados correspondem a média desses

valores.

Apenas os compostos 7 e 8 mostraram alguma atividade antimicrobiana em E. faecalis com
halos de inibicio de diametros de 8 e 10 mm, respetivamente. Para a S. aureus apenas no
composto 8 ocorreu a formacdo de um halo de inibigio de 10 mm. Apesar de se terem
visualizado halos de inibicdo, estes sdo muito pequenos ou seja ndo tém uma interferéncia
significativa a ponto das estirpes serem consideradas suscetiveis. Todos os outros compostos
ndo apresentaram halo de inibigdo, ou sejas a estirpes ndo foram inibidas na presenca desta

quantidade de composto.

Tabela 3. Diametro do halo de inibigdo do crescimento da E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, E.
faecalis ATCC 29212 e S aureus ATCC 29213 apés aplicagio dos discos de Ciprofloxacina (CIP 5 pg),

Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20ug + 10 pg), Gentamicina (CN 30 pg) e restantes compostos.

Halo de inibicdo (mm)
E. coli P. aeruginosa E. faecalis S. aureus
Antibidticos
CIP 44
AMC 24
CN 22
Compostos
3 NS NS NS NS
4 NS NS NS NS
5 NS NS NS NS
6 NS NS NS NS
7 NS NS 8 NS
8 NS NS 10 8
9 NS NS NS NS
10 NS NS NS NS
I NS NS NS NS

a) CIP - Ciprofloxacina (CIP 5 ug); AMC - Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20pg + 10 ug); CN -
Gentamicina (CN 30 pg);

b) NS - Nio houve inibigio.
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Tabela 4. Classificagdo das estirpes em resistente ou suscetivel, de acordo com os valores dos didmetros dos

halos documentados pelo EUCAST.

Classificagio de acordo com didmetro do
halo de inibicdgo (mm)

Antibiéticos Resistente Suscetivel
Escherichia coli | CIP 5pg <19 222

CN I0pg <4 217

AMC 20-10pg <|9AB >|98
Pseudomonas CIP 5pg <22 225
aeruginosa

CN I0pg <15 2|5

AMC 20-10pg - -
Enterococcus CIP 5pg - -
faecalis

CN 30pg <8 =8

AMC - -
Staphylococcus CIP 5pg <20 220
aureus

CN I0pg <|8 =18

AMC - -

a) CIP - Ciprofloxacina; AMC - Amoxicilina / Acido clavulanico e CN - Gentamicina.;

Hao-Bin Hu [etal]'” avaliaram a atividade antibacteriana de 4cidos triterpénicos,
estruturalmente semelhantes ao acido ursélico e seus derivados em estirpes de £ co/i ATCC
25922, E. faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 25923 e ndo observaram halos de inibicdo,
com excegdo em E. faecalis. Em que o maior didmetro da zona de inibicio foi de 8 mm, para

uma concentracdo de 10 pg/ 5 ml. Estes resultados sio semelhantes aos por nés obtidos.

Ja Wong, Ali e Boey''® avaliaram a atividade antibacteriana de extratos metanélicos aquosos
das folhas de M. malabathricum e isolaram os seus compostos, entre eles o acido ursoélico que
se mostrou ativo contra alguns dos microorganismos testados, exibindo um halo de inibigao

para S. aureus ATCC 25923 de 9,5 mm, a uma concentragido de Img / ml. O acido ursélico,
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tal como nos nossos resultados, ndo apresentou halo de inibigdo nas estirpes £ colie P.
aeruginosa.

Os componentes biologicamente ativos do extrato de benzeno das raizes de Trichodesma
amplexicaule foram investigados fitoquimicamente por Singh e Singh'"®. A anlise originou uma
mistura de terpendides, entre eles o B-sitosterol, a a-amirina, o lupeol, o acido hexacosandico
entre outros. A a-amirina (I mg/disco) mostrou atividade em ambas as bactérias, £. co/i ATCC
5922 e §. aureus ATCC 25923 com um didmetro de inibicio de 12,54 mm e I1,61 mm,
respetivamente. Concluiram que os terpendides isolados s3o agentes antibacterianos
moderados, e portanto, poderio ter alguma atividade se usados em maior quantidade do que

a permitida por este método.

4.1.2. Método de Difusdao em Disco em Meio Sélido — Estudo de Sinergismo

Os efeitos sinérgicos podem ser produzidos se os constituintes de um extrato afetarem
diferentes alvos celulares ou interagirem um com o outro, a fim de melhorar a solubilidade e
aumentar desta forma a biodisponibilidade. Um efeito sinérgico pode ocorrer quando os
antibidticos sio combinados com um agente que antagoniza os mecanismos de resisténcia

bacteriana.'?®

Varios sdo os registos onde a atividade antibacteriana entre triterpenodides pentaciclicos e
antibiéticos tem um efeito sinérgico. Por exemplo, Chung, Navaratnam e Chung'?' reportaram
um efeito sinérgico entre estes compostos e antibidticos contra estirpes de referéncia de §.
aureus ATCC 29213 e ATCC 43300. As propriedades sinérgicas de dois terpenodides,
nomeadamente o aromadendreno e o [,8- cineol, extraidos a partir do 6leo essencial de
Eucalyptus globulus, contra MRSA e VRE foram também demonstradas.'? Interagdes sinérgicas
in vitro do acido oleandlico em combinagdo com isoniazida, rifampicina ou etambutol contra

Mycobacterium tuberculosis foram também identificadas.'”
Desta forma foi colocada a hipotese de existir sinergismo entre os antibiéticos padrao e os
compostos AU, AO e derivados semi-sintéticos do acido ursolico.

O método de difusio em disco, em meio sélido, permitiu avaliar qualitativamente o efeito
sinérgico da atividade antibacteriana entre os diferentes compostos em contato com os

antibiéticos padrio, nas estirpes selecionadas para este estudo.
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Na tabela 5 estdo representados os resultados da avaliagdo do efeito sinérgico da atividade
antibacteriana dos antibiéticos padrio (CIP, AMC e CN) e os compostos AU e AO, numa
concentragdo de | mg/mL. No entanto, ndo se verificou um efeito sinérgico significativo em

nenhum dos casos.

Tabela 5. Diametro do halo de inibi¢do do crescimento da £.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, E
faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 29213 ap6s aplicagio dos discos de Ciprofloxacina (CIP 5 pg),
Amoxicilina / Acido clavulinico (AMC 20ug + 10 pg), Gentamicina (CN 30 pg) em conjunto com os compostos

acido ursélico e acido oleandlico.

.....

Escherichia Pseudomonas Enterococcus Staphylococcus
coli aeruginosa faecalis aureus
Antibidticos
CIp 35 35 32 30
AMC 24 24 24 34
CN 25 25 30 22
Compostos
AU
CIP + AU 35 36 33 30
AMC + AU 24 24 24 34
CN + AU 25 26 31 25
AO
CIP + AO 37 36 34 30
AMC + AO 24 24 24 36
CN + AO 25 25 34 22

a) CIP - Ciprofloxacina (CIP 5 pg); AMC - Amoxicilina / Acido clavulinico (AMC 20pg + 10 pg); CN -
Gentamicina (CN 30 pg);

b) AU - écido ursélico e AO - acido oleandlico.

Foi também testado o efeito sinérgico entre os antibiéticos padrio (AMC e CN) e os
diferentes compostos (concentragdo de | mg / mL) para as espécies Gram-positivo. Mas
também nao se verificou um efeito sinérgico significativo com nenhum dos compostos (tabela

6).
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Tabela 6. Didametro do halo de inibicio do crescimento da £ faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 29213

ap6s aplicacio dos discos de Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20pg + 10 ug), Gentamicina (CN 30 pg) em

associagdo com os restantes compostos.

Halo de inibicdo (mm)

Antibidticos
AMC
CN
Compostos AMC +
Compostos
3 45
4 46
5 46
6 45
7 46
8 46
9 45
10 45
11 45

Enterococcus faecalis

CN +

Compostos

30
30
31
30
32
31
30
30
30

AMC +

Compostos

34
34
34
34
35
34
34
34
34

Staphylococcus aureus

CN +

Compostos

26
26
27
26
26
27
26
25
25

a) AMC - Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20ug + 10 ug); CN - Gentamicina (CN 30 pg);

4.]1.3. Método de Microdiluicio em Placa

O método de microdiluicdo em placa é um método quantitativo que determina a concentragao

.....

Foram usadas as quatro estirpes padrio e ainda quatro estirpes de origem clinica

nomeadamente . aureus HUC | e HUC 2 (MRSA) e £ faecalis HUC 3 e HUC 4 (VRE).
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Nesta fase do estudo os compostos |2 e |3 foram incluidos, ja que se conseguiu a sua completa

dissolugio em DMSO pelo aumento da temperatura deste até 37°C. Foram ainda incluidos os

trés compostos derivados do AU (1, 2 e 14).

Na tabela 7 apresentam-se os valores obtidos de CMI e CMB dos diferentes compostos, na £

coli ATCC 25922 e na P. aeruginosa ATCC 27853. Estes valores foram as médias dos trés

replicados em, pelo menos, dois ensaios independentes.

Tabela 7. Concentragdo Minima Inibitéria e Concentragdo Minima Bactericida dos diferentes compostos na £

coli ATCC 25922 e na P, aeruginosa ATCC 27853.

Compostos

AU

— >
SVONOUIAWN—F

I
12
13
14

Escherichia coli

CMI
(ng/ml)
125
125
62,5
62,5
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
62,5

CMB
(ng/ml)

125

125

125

125
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250

125

125

125

125

125

125

125

125

Pseudomonas aeruginosa

CMI
(ng/ml)
62,5
125
62,5
62,5
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
62,5

CMB
(ng/ml)

125
Superior a 250
125
125
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
Superior a 250
125

a) CMI - Concentragido Minima Inibitéria e CMB - Concentragido Minima Bactericida;

b) AU - écido ursélico e AO - acido oleandlico.

Na tabela 8 apresentam-se os valores para a §. aureus ATCC 29213 e ainda S. aureus HUC |

e HUC 2. A partir deste ensaio, inclusive, os compostos 5, 6, 3 e 4 ndo foram testados uma

vez que ndo havia produto suficiente disponivel no Laboratério de Quimica Farmacéutica.
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Tabela 8. Concentragdo Minima Inibitéria e Concentragio Minima Bactericida dos diferentes compostos na S.
aureus ATCC 29213 e ainda §. aureus HUC | e HUC 2.

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus  Staphylococcus aureus
ATCC 29213 HUC | HUC 2
Compostos MIC MBC MIC MBC MIC MBC
(ng/ml) (ng/ml) (1g/ml) (ug/ml)  (ug/ml)  (pg/mli)
AU 31,3 62,5 31,3 31,3 62,5 62,5
AO 62,5 125 125 125 62,5 62,5
I 62,5 Superior a 62,5 Superior a 31,3 Superior a
125 125 62,5
2 62,5 Superior a 125 Superior a 125 Superior a
125 250 125
7 125 250 125 125 125 125
8 125 125 125 125 125 125
125 Superior a
9 250 125 125 125 125
62,5 Superior a 62,5 Superior a
10 250 125 125 125
I 62,5 125 125 125 62,5 Superior a
125
1 125 Superior a 125 125 62,5 Superior a
250 125
13 125 125 125 125 62,5 Superior a
125
14 62,5 Superior a 62,5 Superior a 31,3 Superior a
125 125 62,5

a) CMI - Concentragio Minima Inibitéria e CMB - Concentragdo Minima Bactericida;

b) AU - acido ursdlico e AO - acido oleandlico.
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Na tabela 9 apresentam-se os valores para E£. faecalis ATCC 29212 e £ faecalis HUC 3 e HUC
4.

Tabela 9. Concentragdo Minima Inibitéria e Concentragio minima bactericida dos diferentes compostos na £.
faecalis ATCC 29212 e E. faecalis HUC 3 e HUC 4.

. Enterococcus faecalis  Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 HUC 3 HUC 4
Compostos MIC MBC MIC MBC MIC MBC
i (ug/ml)  (ug/ml) (ghml)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)
AU 7.8 7.8 15,6 15,6 15,6 15,6
Superior a Superior a
AO 31,3 62.5 15,6 313 15,6 15,6
Superior a Superior a Superior a
I 31,3 62.5 15,6 313 15,6 313
Superior a Superior a Superior a
2 62,5 125 31,3 62.5 31,3 62.5
Superior a Superior a
7 62,5 62,5 62,5 125 62,5 125
Superior a Superior a
8 62,5 62,5 62,5 125 62,5 125
Superior a Superior a Superior a
9 31,3 62.5 62,5 125 62,5 125
Superior a Superior a Superior a
10 62,5 125 62,5 125 62,5 125
I 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 S“Pf'z"sm :
Superior a Superior a
12 125 125 62,5 125 62,5 125
Superior a Superior a Superior a
13 62,5 125 62,5 125 62,5 125
Superior a Superior a Superior a
14 31,3 62.5 15,6 313 15,6 313

a) CMI - Concentragido Minima Inibitéria e CMB - Concentragido Minima Bactericida;

b) AU - acido ursdlico e AO - acido oleandlico.

4.1.3.1. Anailise Geral dos Resultados de Concentragdao Minima Inibitéria

A analise dos resultados indica que o composto AU assim como alguns dos seus compostos
semi-sintéticos tem melhor atividade em Gram-positivo do que em Gram-negativo, uma vez
que os valores de CMI referentes as estirpes Gram-negativa rondam entre 125 pg/mL,

maioritariamente, e 62,5 pg/mL, enquanto que, nas estirpes Gram-positivo, apesar de ter
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valores dessa ordem apresentam também valores de 31,3 pg/mL, 15,6 pg/mL, e ainda, 7,8

pg/mL

Dentro dos Gram-positivo, £. faecalis parece ser mais suscetivel ao AU e seus derivados,

apresentando valores de CMl de 7,8 pg/mL e 15,6 pg/mL.

E. coli foi a bactéria mais resistente aos compostos, embora com pouca diferenca de P.
aeruginosa, enquanto E. faecalis parece ser o mais suscetivel. Estes resultados também obtidos

por Shai [et.al.].'*

O 4cido ursolico apresenta melhor atividade nos Gram-positivo relativamente aos outros
compostos, com excegdo da estirpe MRSA, Staphylococcus aureus HUC 2, onde os seus
derivados semi-sintéticos | e |4 apresentam um valor de CMI menor. Em P. aeruginosa a
atividade do AU e dos compostos |, 2 e 14 é semelhante. Contudo, o inverso acontece com
E. coliembora sé por uma diluicdo (125 pg/mL para AU e 62,5 pg/mL para os compostos |, 2
e 14).

Quanto as estirpes clinicas, nio ha uma significativa alteragio das suscetibilidades
relativamente as estirpes padrio suscetiveis a meticilina e vancomicina. As ligeiras alteragdes

da CMI podem dever-se a caracteristicas proprias das estirpes.

4.1.3.2. Anilise e Discussio Detalhada dos Resultados de Concentragio

Minima Inibitéria e de Concentragdo Minima Bactericida

Os valores de CMI para as bactérias Gram-negativo, £ coli e P. aeruginosa, foram similares,
todos os compostos apresentaram um valor de 125 pg/mL a excegdo dos compostos |, 2 e
4 que exibiram um valor mais baixo de 62,5 pg/mL. De salientar que o AU em E. colf

apresentou um valor de 125 pg/mL, enquanto que para P. aeruginosa o valor foi de 62,5 ug/mL.

Investigamos ainda se a atividade dos diferentes compostos era bactericida ou bacteriostatica.
Os compostos |, 2 e |4 mostraram atividade bactericida na £ coli em concentragdes de 125
pg/mL (2xCMI). Para os compostos 3, 4, 5 e 6 os valores de CMB foram superiores a 250
pg/mL, aqui o crescimento bacteriano n3o foi inibido pelas diluigdes correspondentes a
2xCMI, exibindo assim um efeito bacteriostatico. Os restantes compostos obtiveram um valor
de CMB igual ao CMI de 125 pg/mL, ou seja o crescimento bacteriano foi inibido pela

concentragio CMI o que indica que houve lise celular.
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Ha inimeros relatos na literatura sobre as atividades antibacterianas dos triterpendides
pentaciclicos, mas ainda assim sio escassos os exemplos onde estes se encontram em estado
puro ja que os diferentes estudos sobre antibacterianos como o AU ou o AO até agora tém
sido realizados principalmente a partir de extratos de plantas e usando estirpes bacterianas
definidas como E. coli ATCC 25922, §. aureus ATCC 25923 e ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212 e P, aeruginosa ATCC 27853.'%

4.1.3.2.1. Escherichia coli ATCC 25922

Fontanay [etal.], ' estimaram a potencial atividade antibacteriana da “forma comercial” do
acido ursolico em cinco estirpes de referéncia bacterianas ATCC bem como em isolados
clinicos Gram-positivo e Gram-negativo, contendo diferentes determinantes de resisténcia.
Para £ coliregistaram valores > 256 mg/L.

Shai [et.al.],'** obtiveram valores de CMI de 250 pg/mL tanto para o 4cido ursélico como para

o acido hidroxiursoélico para £ coli.

Makboul [et.al.],'"**isolaram, a partir das folhas de Lantana montevidensis, um novo triterpeno
pentaciclico, o acido 3f,25-epo6xi-30,228,23a-trihidroxi-olean-12-en-28-6ico. Concluiram que
este possui moderada a fraca atividade antibacteriana, com valores de CMI contra £ coli de

1250 pg/mL.

Horiuchi [et.al],”® utilizaram um extrato de folhas Salvia officinalis, e isolaram os diferentes
triterpendides, entre eles o acido ursoélico, que apresentou valores de CMI superiores a 128
pg/mL para a £ coli. Mallavadhani [et.al.],'’ isolaram e analisaram os principais metabolitos das
folhas de Diospyros melanoxylon viz, quanto a sua atividade antibacteriana contra uma série
de bactérias Gram-positivo e Gram-negativo. O acido ursoélico inibiu o crescimento de £ colj
com um valor de CMI de 50 pg/mL. Ja os seus derivados para £ coli obtiveram valores
290pg/mL. De referir que este ensaio foi feito seguindo uma metodologia diferente embora a

Escherichia coliseja a ATCC 25922.

128 sintetizaram dois derivados do acido ursélico através de um extrato

Nascimento [et.al.],
etanolico das partes aéreas de Sambucus australis, o acido 3B-acetoxi-urs-|2-en-28-6ico e o
acido 3B-formiloxi-urs-12-en-28-6ico. Segundo eles, o acido 3fB-acetdxi-urs-12-en-28-6ico
mostrou atividade significativa contra todas as estirpes testadas, exceto para S. aureus ATCC

12624. Os melhores resultados foram encontrados contra £. co/i ATCC 25922 com um valor
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de CMI de 32 pg/mL. O acido 3B-acetoxi-urs-12-en-28-6ico é o resultado da adigdo ao C28
de um anel aromatico do tipo trimetil-benzeno, ou seja a estrutura do composto em C28 é

muito diferente dos nossos derivados.

4.1.3.2.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Em P aeruginosa os compostos AU, I, 2 e |4 mostraram atividade bactericida em
concentragdes de 125 pg/mL (2xCIM). Nos restantes compostos os valores de CMB foram

superiores a 250 pg/mL, apresentado desta forma um efeito bacteriostatico.

Fontanay [et.al.],'” estimaram a potencial atividade antibacteriana do 4cido ursélico e
registaram valores de CMI P. aeruginosa > 256 mg/L. Os dois derivados do acido ursoélico
sintetizados por Nascimento [et.al.]'”® registaram valores de CMI contra a P. aeruginosa de

512 pg/mL. O 4cido ursélico estudado por Horiuchi [et.al]”®

apresentou valores de CMI
superiores a 128 pg/mL para a P. aeruginosa. Shai [et.al.],'** exibiram que o acido ursélico e o
acido hidroxiursoélico foram os mais ativos com valores de CMI contra P. aeruginosa ATCC
27853 de 4,0 e 7,8 pg/mL respetivamente. Importante referir que apesar das estirpes serem
iguais as utilizadas neste estudo a metodologia é bastante diferente, os valores de CMI foram

determinados utilizando o método de microplacas em série desenvolvido por Eloff,'” e

modificado por Masoko, Picard e Eloff.'*°

4.1.3.23.  Staphylococcus aureus ATCC 29213, HUC | e
HUC 2

No que diz respeito a estirpe S. aureus ATCC 29213, o AU foi o composto que apresentou
um valor de CMI mais baixo de 31,3 pg/mL. Os compostos AO, [, 2, 10, || e 14 exibiram um
valor de 62,5 pg/mL enquanto os restantes compostos (7, 8, 9, 12 e |3) tiveram um valor de

CMl de 125 pg/mL.

Os compostos 8 e 12 mostraram atividade bactericida em concentragdes de 125 pg/mL (CIM).
Os compostos AU, AO, 7 e || mostraram atividade bactericida em concentragdes de 125

pg/mL (2xCMI). Os restantes compostos apresentaram um efeito bacteriostatico.
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Fontanay [et.al.],'” obtiveram, para as duas estirpes S. aureus por eles estudadas, um valor de
8 mg/L. Makboul [et.al.],'’® registaram um valor de CMI de 625 pg/mL contra S. aureus com
um novo triterpeno pentaciclico, o acido 3f,25-ep6xi-3a,223,23a-trihidréxi-olean-12-en-28-
oico, acabando por concluir que este possui fraca atividade antibacteriana. Nascimento
[et.al.],' registaram valores de CMI contra S. aureus ATCC 6538 de 128 ug/mL no acido 3B-
acetoxi-urs-12-en-28-6ico registou. Ja o acido 3B-formiloxi-urs-12-en-28-6ico apresentou
uma atividade com valores de CIM de 256 pg/mL para a mesma estirpe bacteriana. O acido
ursélico isolado por Mallavadhani [et.al.],'” inibiu o crescimento de S. aureus com um valor
de CMI de 50 pg/mL. Ja os seus derivados para S. aureus obtiveram valores superiores ou
iguais a 75pg/mL. De referir que este ensaio teve por base uma metodologia diferente da deste

estudo assim como a estirpe, Staphylococcus aureus ATCC 9144.

Chung, Navaratnam e Chung,'” realizaram um estudo onde o principal objetivo foi avaliar a
interagio entre trés triterpendides pentaciclicos e os antibidticos padrdo (meticilina e
vancomicina) contra estirpes de referéncia de §. aureus. O triterpendide pentaciclico a-
amarina mostrou atividade antibacteriana contra §. aureus ATCC 29213 com valores de CMI
de 64 pg/mL. Exibiu ainda um efeito bacteriostatico com um valor superior a 512 pg/mL de
CMB. Shai [et.al.],'* o seu 4cido ursdlico inibiu S. aureus, com um valor de 62,5 pg/mL, ja no

acido hidroxiursoélico obtiveram um valor CMI de 32 pg/mL.

Na estirpe clinica S aureus HUC | o composto AU apresentou um valor de 31,3 pg/mL
enquanto os compostos | e 14 registaram um valor de 62,5 pg/mL de CMI. Ja na S. aureus
HUC 2 os compostos | e 14 registaram um valor de 31,3 pg/mL de CMI, enquanto o AU

registou um valor de 62,5 pg/mL.

Na §. aureus HUC | os compostos |, 2 e 4 mostraram atividade bacteriostatica, enquanto
todos os restantes compostos apresentaram atividade bactericida apresentando valores de
CMB iguais a sua CMI. Na §. aureus HUC 2 os compostos AU, AO, 7 e 8 apresentaram
atividade bactericida apresentando valores de CMB iguais a sua CMI, todos os restantes

compostos apresentaram um efeito bacteriostatico.

Fontanay [et.al.],'”

no que diz respeito aos isolados clinicos, o acido ursélico e oleandlico,
registaram valores superiores ou iguais a 256 mg/mL para MRSA. O triterpendide pentaciclico

a-amarina estudado por Chung, Navaratnam e Chung,'*' mostrou atividade antibacteriana
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contra S. aureus MRSA (ATCC 43300) com valores de CMI de 64 pg/mL, exibindo ainda um
efeito bactericida com um valor superior a 512 pg/mL de CMB. Ja Horiuchi [et.al.],”® paraa S.
aureus MRSA obtiveram valores de 8 pg/mL de CMI, de referir que a metodologia utilizada é

diferente da deste estudo.

4.1.3.24. Enterococcus faecalis ATCC 29212, HUC 3 e HUC 4

Relativamente a £ faecalis o composto que apresentou um valor de CMI mais baixo foi o AU
de 7,8 pg/mL, os compostos AO, |, 9 e 14 registaram um valor de 31,3 pg/mL. Os restantes

compostos exibiram um valor de 62,5 ug/mL de CMI.

Os compostos AU, 7,8, || e 12 registaram um efeito bactericida com o seu valor de CMB a

corresponder ao de CMI, os restantes compostos apresentaram um efeito bacteriostatico.

Fontanay [et.al.],'” para £ faecalis obtiveram um valor de CMI de 4 mg/L, e Shai [etal.],'*

registaram valores de 47 e 38 pg/mL para o acido ursélico e o acido hidroxiursélico,

respetivamente, para a mesma bactéria.

Nas estirpes clinicas £. faecalis HUC 3 e HUC 4 os compostos AU, AO, | e |4 apresentaram
um valor de 15,6 pg/mL, enquanto o composto 2 registou 31,3 pg/mL de CMI. Os restantes
compostos exibiram um valor de 62,5 pg/mL de CMI. Para VRE as CMIs sdo variaveis o que
sugerem diferencas fisiologicas nas estirpes, nio propriamente associadas ao mecanismo de

resisténcia a vancomicina.

Em ambas as estirpes clinicas, o composto, AU apresentou um efeito bactericida com valores
de CMB iguais a CMI. Na £ faecalis HUC 3 o compostos || também apresentou efeito
bactericida, enquanto em £ faecalis HUC 4 foi o composto AO. Todos os restantes

compostos tiveram um comportamento bacteriostatico.

Fontanay [et.al.],'"” no que diz respeito aos isolados clinicos registaram valores de 256 mg/mL

para £ faecalis. o Horiuchi [et.al.],”®

CML.

para £ faecalis VRE assinalaram valores de 4 pg/mL de
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4.2. Relagdo Estrutura - Atividade dos Triterpendides Pentaciclicos

A coloragdo de Gram é uma técnica utilizada para classificar as bactérias com base nas
diferentes caracteristicas das suas paredes celulares. Bactérias Gram-positivo ou Gram-
negativo sio determinadas pela quantidade de peptidoglicano na parede celular, e pelo fato
das bactérias Gram-negativo apresentarem uma membrana externa, que limita a
permeabilidade de muitos compostos. Compostos hidrofilicos atravessam a membrana
externa por passagem através das porinas, proteinas que formam poros na membrana externa.
O tamanho e estrutura tridimensional da molécula tém assim importéancia na permeabilidade
através das porinas.

A atividade contra bactérias Gram-negativo tem sido pouco estudada em relagdo a bactérias

B! Kurek [et.al.],"*? defendem que os triterpendides pentaciclicos inibem o

Gram-positivo.
crescimento e a sobrevivéncia de muitas bactérias especialmente das bactérias Gram-positivo.
De entre as estirpes bacterianas padrdo estudadas, foi nas bactérias Gram-negativo onde o
valor de CMI se mostrou mais elevado, talvez devido a presenca da membrana externa e a

dificuldade de entrada do composto na bactéria.

As atividades bioldgicas estio relacionadas com a presenga de grupos funcionais sobre a
estrutura quimica de cada triterpeno. Estes carbonos estio indicados na figura 16, com especial
importancia para o C3, C17 e C28. Mais de 50 000 triterpenos pentaciclicos eram conhecidos,
mas os estudos comparativos de atividade antibacteriana, que poderiam permitir compreender

e esclarecer a possivel relagio estrutura-atividade sio ainda raros.'”
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5 AO: R] =H RZZCH3
2 AU: R|:CH3 RZZH
Figura 16. Estrutura base do acido ursélico (AU) e oleandlico (AO) com os carbonos funcionalizados.

Na tabela 10 estdo apresentados os compostos com as respetivas estruturas quimicas que

apresentaram uma melhor atividade antibacteriana, em que se destaca a importancia para dos

C3,Cl7 e C28.
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Tabela 10. Nome e estrutura dos compostos que apresentaram uma melhor atividade bacteriana nas estirpes
testadas.

AU

N
N
N
<

I
N
il

>
il

A anilise geral das relagdes entre estrutura e atividade de triterpenos contra bactérias Gram-
positivo e Gram-negativo indica que a atividade antibacteriana do triterpeno pode ser
relacionada com a presenca de um grupo oxigenado em C3, uma vez que 95% dos triterpenos
bactericidas apresenta essa funcionalidade. Esse grupo oxigenado pode ser um hidroxilo,
carbonilo, glicosideo, estér (principalmente acetil), ou hidroxilimina.”?' Como foi possivel ver
na tabela 3, todos os compostos apresentam um grupo oxigenado em C3. A presenca de um
grupo hidroxilo em C3 é importante para a atividade antibacteriana do 4cido ursélico.'” A
atividade é maior para os triterpenos que contém um grupo hidroxilo livre em C3. Os
compostos AU, AO e | apresentam um grupo hidroxilo livre em C3. Além disso, a atividade
bactericida atribuida ao local do C3 nio é influenciada pelos efeitos estéricos, porque

compostos muito ativos contém grupos que apresentam grandes volumes em C3. O composto
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|4 apresenta um grupo acetato em C3 e ainda assim foi o composto com melhor atividade,

revelando que os efeitos estéricos ndo afetam a atividade bactericida.

Um grupo carboxilo em C17 no lado beta é também importante, e 78% e 81% de triterpenos
ativos contra bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, respetivamente, apresentam este

|I3I

grupo funcional.””’ Os compostos AU, AO e 14 apresentam um grupo carboxilo em C17.

A maioria dos triterpenos bactericidas apresenta uma ligagdo-m nas posi¢des C5, C6, C9, Cl |,
Cl2 e CI3 (ou seja, &°%, A”'", e A'*"3, respetivamente), ou ainda em A™?' e A% no entanto,
as ligagbes-mt estdo ausentes em alguns triterpenos ativos. Considerando que uma grande
quantidade de triterpenos bactericidas contem ligagdes-t no anel C, propde-se que esta
funcionalizacio também é importante para a atividade bactericida.”' Todos os compostos que
apresentaram uma melhor atividade antibacteriana (AU, AO, [, 2 e 14) contém uma ligagdo-mt

em Cl2 e CI3 (A'*") no anel C.

O grupo carboxilico em C28 e a funcionalidade éster em C3 sdo altamente essenciais para as
atividades farmacolégicas melhoradas dos triterpenos pentaciclicos. Tendo em conta estas
observagdes, o grupo hidroxilo em C3 pode ser explorado para sintetizar cadeias de ésteres
altamente lipofilicos.'” Os compostos AU, AO e |4 apresentam um grupo carboxilico em C28

e o composto |4 tém ainda a particularidade de conter um acetato (derivado éster) em C3.

A conversio do grupo carboxilo em C17 no lado da ligagio beta a uma latona em Cl3 e CI7
aumenta a atividade bactericida,'** (ocorre a perda de um protio do grupo carboxilico em C17
provocando a ciclizagdo com o CI 3, devido a ligagdo insaturada), fatos que poderio contribuir

para uma futura perspetiva de sintese de novos compostos com potencial atividade bactericida.

4.3. Possivel Mecanismo de Acdo dos Triterpendides Pentaciclicos

E defendido que, devido ao caracter hidrofébico dos hidrocarbonetos, o principal local da sua
agio é a membrana celular.”** Os hidrocarbonetos acumulam-se na bicamada lipidica de acordo
com o seu coeficiente de particdo, que é especifico para cada composto. O resultado da
acumulacio de hidrocarbonetos na membrana biolégica é uma alteragdo da estrutura e funcdo

7

da mesma, nomeadamente a atividade da enzima citocromo c¢ oxidase é reduzida e a

permeabilidade aos protdes aumenta. Uma das modificagdes importantes é o aumento

aparente da area da superficie da membrana, devido ao aumento da membrana apés a
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acumulagio de compostos lipofilicos.'* ' E afirmado também que a lipofilicidade é um
pardmetro importante para o desenvolvimento de agentes antibacterianos. Ela aumenta com
o aumento da cadeia de carbonos. As moléculas com cadeias de carbono acima do CI10 sio

candidatos bastante lipofilicos e bons para a avaliagio farmacolégica.'”’

Kurek [et.al.],"** defendem que os triterpendides AU e AO podem afetar as enzimas que
participam no metabolismo do peptidoglicano, tais como as proteinas envolvidas na sintese
da parede celular, hidroélise, ou modificagio, o que pode diminuir o peptidoglicano da ligacdo
transversal e, assim, melhorar a sua suscetibilidade a mutanolisina.

Léon e Moujir'® defendem que os triterpendides em combinagio com os antibiéticos
meticilina e vancomicina poderiam atuar em diferentes locais/alvos das bactérias que,
teoricamente, poderiam levar quer a uma adigdo ou a um efeito sinérgico. Tem sido postulado
que os triterpendides zeilasteral e dimetilzeilasteral, exibiram atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivo, através da inibigdo da sintese de DNA e sintese macromolecular de
peptidoglicano em Bacillus subtilis. A inibicio da sintese de peptidoglicano pode ser devido a

danos na membrana da célula.

4.4, Curvas de Crescimento Bacteriano

4.4.|. Efeito do Acido Ursélico e seu Derivado Semi-sintético na Taxa de

Crescimento de S. aureus ATCC 29213 e £ faecalis ATCC 29212

De forma a determinar o efeito antibacteriano dos compostos AU e 14 sobre as bactérias S.
aureus ATCC 29213 e E faecalis ATCC 29212, procedeu-se a determinagio da sua taxa de
crescimento em funcdo do tempo de exposicdo. De referir que, estes dois compostos foram
escolhidos pelo fato de serem aqueles que apresentaram melhores valores de CMI, e portanto,

uma melhor atividade antibacteriana.

A partir dos valores obtidos por DO, foi possivel definir uma curva de crescimento para cada

uma das bactérias em estudo (figura 17).
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Figura 17. Representacio grafica das curvas de crescimento de S. aureus ATCC 29213 e £ faecalis ATCC 29212,
por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

A andlise destas curvas de crescimento indica que as culturas de §. aureus ATCC 29213 e E
faecalis ATCC 29212, mantidas em meio MH, atingem a fase estacionaria ao fim de cinco a
cinco horas e meia de incubagdo. S. aureus apresenta um crescimento em fungido do tempo
mais rapido que o da estirpe E. faecalis, comparando ambos os graficos é visivel a diferenga

entre as estirpes.

A partir da fase exponencial das curvas de crescimento definidas é possivel determinar os
parametros cinéticos de crescimento, nomeadamente a taxa especifica de crescimento (k) e o
tempo de geragio (g). A k é a taxa de aumento da biomassa/nimero de células a cada intervalo
de tempo, sendo que ela é constante e maxima na fase exponencial. O g é o intervalo de
tempo requerido para que uma nova célula complete o ciclo de crescimento e divisdo, dando
origem a duas células filhas. Para determinar estes pardmetros, tragou-se uma curva de

logaritmo (Log) da fase exponencial das curvas de crescimento.
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44.].1. Efeito do Acido Ursélico na Taxa de Crescimento de S, aureus

ATCC 29213 e E faecalis ATCC 29212

44.1.1.1. Curva de Crescimento de Saureus ATCC 29213 na

Presenca do Acido Ursolico a Varias Concentracées

A figura 18 mostra as curvas de crescimento de S.aureus ATCC 29213 na auséncia (controlo)
e na presenca de AU com concentragdes de 15,65 pg/mL, 31,3 pg/mL e 62,5 pg/mL, ou seja,
0,5xCMI, CMI e 2xCMI, respetivamente.

Curva de crescimento de S. aureus
- composto AU

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5 e Controlo
0,4 0,5CMI
0,3

0,2
0,1 2CMI

(@]

Densidade 6tica 600 nm

0 1 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5
Tempo (h)

Figura 18. Representacio grafica das curvas de crescimento de S. aureus em contato com o composto AU, por
DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

a) CMI - Concentragido Minima Inibitéria.

Apesar de haver uma tendéncia de maior crescimento bacteriano no controlo, as diferencas
estatisticas s foram observadas a partir de uma hora de incubagio, altura em que o composto
AU ¢ adicionado. Durante o tempo de incubacdo, nas curvas com os compostos hdo se
observaram diferencas significativas, apesar da taxa de crescimento da concentragdo 2xCMI

ser sensivelmente menor face a CMI e esta por sua vez menor que 0,5xCMI.

73



4. Resultados e Discussio

A maior taxa de crescimento bacteriano foi observada no controlo. Desta forma podemos
observar que ha uma resposta negativa relativamente a adigdo do composto, ou seja, a medida
que aumenta a sua concentragao a taxa de crescimento diminui, no entanto nao ha lise celular

pois a DO ni3o baixa de forma abrupta.

44.1.1.2. Curva de Crescimento de E faecalis ATCC 29212 na

Presenca do Acido Ursélico a Varias Concentracées

A figura 19 mostra as curvas de crescimento de E. faecalis ATCC 29212 na auséncia (controlo)
e na presenga de AU com concentragdes de 3,9 pg/mL, 7,8 pg/mL e 15,6 pg/mL, ou seja,
0,5xCMI, CMI e 2xCMI, respetivamente.

Curva de crescimento de E. faecalis -
composto AU

0,45
0,4
0,35

o
w
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0,5CMI
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= N

2CMI
0,05

0 1 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5

Tempo (h)

Figura 19. Representacio grafica das curvas de crescimento de £ faecalis em contato com o composto AU, por
DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

a) CMI - Concentragio Minima Inibitéria

E possivel observar que existe claramente uma tendéncia de menor crescimento bacteriano

na presenca do composto AU. Durante o tempo de incubagio com o composto nio se
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observaram diferengas significativas, apesar do declive da curva de 2xCMI ser ligeiramente

menor face ao da CMI e esta, por sua vez, menor que 0,5xCMI.

O maior crescimento bacteriano foi observado no controlo, e tal deve-se a auséncia de
composto, e por sua vez, o menor crescimento foi observado em 2xCMI, onde a concentragéo
de AU era maior. Desta forma podemos observar que ha uma resposta negativa relativamente
a adicdo do composto, ou seja, a medida que aumenta a sua concentragdo a taxa de

crescimento diminui.

44.12. Efeito do Derivado Semi-sintético do Acido Ursélico na Taxa de

Crescimento de S. aureus ATCC 29213 e £ faecalis ATCC 29212

44.1.2.1. Curva de Crescimento de S.aureus ATCC 29213 na

Presenga do Composto 14 a Varias Concentragdes

A figura 20 mostra as curvas de crescimento de S.aureus ATCC 29213 na auséncia (controlo)
e na presenca do composto 14 com concentragdes de 31,3 pg/mL, 62,5 pg/mL e 125 pg/mL,

ou seja, 0,5xCMI, CMI e 2xCMI, respetivamente.

Curva de crescimento de S. aureus -
composto 14

0,8
€ o7
S 06
(o)
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5 04
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T 0,2 —CMI
e

0,1 —
a 2 CMI

0
0 1 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5
Tempo (h)

Figura 20. Representacio grafica das curvas de crescimento de S. aureus em contato com o composto 14, por
DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

a) CMI - Concentragido Minima Inibitéria.

75



4. Resultados e Discussio

Apesar de haver uma tendéncia de maior crescimento bacteriano no controlo, as diferengas
estatisticas s6 foram observadas a partir de 3 horas de incubagdo, momento onde se verifica

um decréscimo consideravel da taxa de crescimento CMl e 2xCMI.

Durante o tempo de incubagio com o composto ndo se observaram diferengas significativas
relativamente as curvas de 2xMIC e CMI, embora a taxa de crescimento em 0,5%XCMI se ter

mostrado um pouco mais elevada.

O maior crescimento bacteriano foi observado no controlo, e tal deve-se a auséncia de
composto, e por sua vez o menor crescimento foi observado em 2xCMI, onde a concentragéo
do composto 14 era maior. Desta forma podemos observar que ha uma resposta negativa
relativamente a adicido do composto, ou seja, a medida que aumenta a sua concentragdo a taxa
de crescimento diminui, no entanto nio ha lise celular pois a DO nio baixa de forma abrupta,

indicando que a bactéria sofre um efeito bacteriostatico por parte do composto 4.

44.1.2.2. Curva de Crescimento de E. faecalis ATCC 29212 na

Presenga do Composto 14 a Varias Concentragdes

A figura 21 mostra as curvas de crescimento de E. faecalis ATCC 29212 na auséncia (controlo)
e na presenca do composto |4 com concentragdes de 15,6 pg/mlL, 31,3 pg/mL e 62,5 pg/mL,

ou seja, 0,5%xCMI, CMI e 2xXCMI, respetivamente.
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Curva de crescimento de E. faecalis -
composto 14

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3

0,25
0,2 e 0,5 CMI

= Controlo

0,15 —CMI
0,1

0,05 ‘ —

0 1 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5
Tempo (h)

—) CMI

Densidade 6tica 600 nm

Figura 21. Representagdo grafica das curvas de crescimento de E. faecalis em contato com o composto |4, por
DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

a) CMI - Concentragido Minima Inibitoria

E possivel observar que o composto |4 afeta significativamente o crescimento da estirpe.
Durante o tempo de incubagio com o composto ndo se observaram diferencas significativas
relativamente as taxas das curvas de 2XCMI| e CMI, e a curva de 0,5%XCMI mostrou-se por sua

vez maior relativamente as anteriores.

O maior crescimento bacteriano foi observado no controlo tal deve-se a auséncia de
composto e por sua vez o menor crescimento foi observado em CMI e 2xMIC, onde a

concentragio do composto 14 era maior.

4.4?2. Parimetros Cinéticos

O valor da inclinagao (declive) da reta de semi-logaritmo das absorvancias da fase exponencial
das curvas de crescimento corresponde a taxa especifica de crescimento (k). O tempo de
geragdo (g) uma cultura em crescimento exponencial pode ser calculado a partir dessa

inclinagdo, tendo em conta que:”'
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0,301
k=———
g
Logo:
0,301
9= 7%

44.2.1. Retas de Semi-logaritmo das Absorvancias (600nm) da Fase
Exponencial das Curvas de Crescimento de S. aureus ATCC 29213 e
E. faecalis ATCC 29212 na Presenca do Acido Ursélico a Varias

Concentragdes

Para determinar os parametros cinéticos do crescimento na presenca do acido ursélico, em
meio MH, a 37 °C, tracou-se uma reta de semi-logaritmo das absorvancias (600nm) da fase
exponencial das curvas de crescimento, para o controlo, 0,5xCMI, CMI e 2xCMl|,
repetivamente. Tabela |I, S aureus e na tabela 12 E faecalis na presenca de AU,
respetivamente. Da equagdo da reta verifica-se que o declive (a taxa especifica de crescimento)
€ maior no controlo que nos outros, sendo que o crescimento com dupla CMI, ndo é muito
alterado relativamente a CMI, sensivelmente o mesmo valor de declive, o que se verifica pela

quase sobreposigdo das curvas, principalmente em S. aureus.
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Tabela | |. Representacio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvéancias (600nm) da fase exponencial das
curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMls para S. aureus em contato com o composto
AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.
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y = 0,3748x - 1,8098
06 R?=0,7288

0,8 ® 2CMI

-------- Linear (2 CMI)
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Tabela 12. Representacio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias (600nm) da fase exponencial das
curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMIs para £ faecalis ATCC 29212 em contato com
o composto AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.
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44.2.2. Anilise dos Parimetros Cinéticos das Curvas de Crescimento de
S. aureus ATCC 29213 e de £ faecalis ATCC 29212 na Presenca do

Acido Ursélico a Varias Concentracées

Os resultados dos parametros cinéticos calculados sdo apresentados nas Tabelas 13 e |4.
E de salientar que estes calculos foram efetuados apenas para a fase exponencial de cada curva

de crescimento e respetiva estirpe.

Tabela 13. Pardmetros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMIls para S.
aureus ATCC 29213 em contato com o composto AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Parimetros Controlo 0,5xMIC MIC 2xMIC
cinéticos

k (h") \ 0,417 0,366 0,372 0,375

g (h) | 0,722 0,822 0,808 0,803

Tabela 14. Pardmetros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMIs para £
faecalis ATCC 29212 em contato com o composto AU, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Parimetros Controlo 0,5xMIC MIC 2xMIC
cinéticos
k (h™) | 0,399 0,243 0217 0,130
g (h) \ 0,755 1,239 1,389 2,310

O conhecimento dos parametros cinéticos das curvas de crescimento permite prever a
evolugdo da concentragio de um microrganismo ao longo do tempo de crescimento
exponencial. Neste caso especifico S. aureus ATCC 29213 revelou ser a estirpe que menos
tempo demorou a duplicar o nimero de células, refletindo-se na representagéo grafica da sua

curva de crescimento.

A k e o g foram similares para S. aureus tanto no controlo como na presenga do composto
AU, embora se observe que a k foi um pouco limitada pela presenca do composto. Podemos
entdo concluir que no controlo o aumento de S. aureus a cada intervalo de tempo é maior
quando comparado com a presenca de AU, no entanto o tempo necessario para duplicar o

seu numero de células é relativamente igual em ambos os casos.
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Por sua vez E. faecalis ATCC 29212 foi a estirpe que revelou uma maior eficiéncia no tempo
de duplicagdo das células, apresentando deste modo valores de k menores relativamente a §.

aureus.

O facto de E facelis apresentar uma k mais baixa podera explicar a melhor atividade
antibacteriana do composto AU relativamente a S. aureus, pois como referido anteriormente
AU tem um efeito bactericida em £ faecalis, enquanto em S. aureus este efeito é

bacteriostatico.

4423. Retas de Semi-logaritmo das Absorvancias (600nm) da Fase
Exponencial das Curvas de Crescimento de S.aureus ATCC 29213 E
faecalis ATCC 29212 na Presenga do Composto 14 a Virias

Concentragbes

Para determinar os parametros cinéticos do crescimento na presenca do composto 14, em
meio MH, a 37 °C, tragou-se uma reta de semi-logaritmo das absorvancias (600nm) da fase
exponencial das curvas de crescimento, para o controlo, 0,5xCMI|, CMI e 2xCMlI,
repetivamente. Tabela |5, S aureus e na tabela 16 E faecalis na presenca de AU,

respetivamente.

A inclinagdo é maior no controlo que nos outros, sendo que o crescimento com dupla CM|,
nio é muito alterado relativamente a CMI, sensivelmente o mesmo valor de declive. Dados

semelhantes aos obtidos para AU.

83



4. Resultados e Discussio

Tabela 15. Representacio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias (600nm) da fase exponencial das
curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMIs para S. aureus em contato com o composto
14, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.
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2 3 4
. ...
e y = 0,3266x - 1,3867
R?=0,9489
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® 2CMmI
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Tabela 16. Representacio grafica das retas de semi-logaritmo das absorvancias (600nm) da fase exponencial das
curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMIs para £ faecalis ATCC 29212 em contato com
o composto |4, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.
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4424. Anilise dos Paraimetros Cinéticos das Curvas de Crescimento de
S. aureus ATCC 29213 e de E faecalis ATCC 29212 na Presenca do

Composto 14 a Vérias Concentragbes

Os resultados dos parametros cinéticos calculados sio apresentados nas Tabelas 17 e 18.
De referir que estes calculos foram efetuados apenas para a fase exponencial de cada curva

de crescimento e respetiva estirpe.

Tabela 17. Pardmetros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMls para S.
aureus ATCC 29213 em contato com o composto |4, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Parametros Controlo 0,5xMIC MIC 2xMIC
cinéticos
k (h") 0,336 0,322 0,330 0,327
g (h) \ 0,896 0,935 0,912 0,920

Tabela I8. Pardmetros cinéticos das curvas de crescimento para o controlo e para as diferentes CMIs para £
faecalis ATCC 29212 em contato com o composto |4, por DO, em meio Mueller-Hinton, a 37°C.

Parametros Controlo 0,5xMIC MIC 2xMIC
cinéticos
k (h") 0,277 0,231 0,186 0,209
g (h) | 1,087 1,303 1,618 ,440

A k e o g foram similares para S. aureus tanto no controlo como em contato com o composto

|4, no entanto é possivel observar que a k foi um pouco limitada pela presenca do composto.

E. faecalis ATCC 29212 revelou ser a estirpe que mais tempo demorou a duplicar o numero
de células. A presenca do composto |4 limitou um pouco a taxa de aumento do nimero de
células a cada intervalo de tempo, sendo a k menor para valores de CMI do que para o
controlo. Tal reflete-se nos valores de g, onde por exemplo em 2xXCMI este foi cerca de 0,4

vezes maior quando comparado com o controlo.
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4.43. Analise Geral do Efeito do Acido Ursélico e seu Derivado Semi-sintético
na Taxa de Crescimento de S. aureus ATCC 29213 e E. faecalis ATCC
29212

Pela analise das curvas de crescimento bacteriano para as estirpes S. aureus e E. faecalis em
contato com os compostos AU e |4 podemos concluir que ambos os compostos afetam o
crescimento bacteriano das estirpes. No que diz respeito a analise dos parametros cinéticos
o composto AU apresentou valores de k mais elevados em ambas as estirpes indicando assim
que para os valores de 0,5%XCMI, CMI e 2xXCMI de cada composto, o composto |4 foi aquele
que melhor atividade bacteriana teve sobre as bactérias, ou seja, a taxa de aumento do nimero

de células a cada intervalo de tempo foi menor.

De referir que as curvas de crescimento, k e g acima apresentados sio especificas para estas
bactérias, para este meio e para este ensaio, uma vez que estes pardametros se alteram

facilmente consoante o meio em que as bactérias sio desenvolvidas.

4.5. Avaliacdo da Citotoxicidade

No desenvolvimento de novas moléculas é importante que uma atividade antibacteriana
promissora ndo confira toxicidade para as células do hospedeiro. Muitos dos compostos que
se apresentam inicialmente como promissores acabam por apresentar citotoxicidade em
células do hospedeiro, ndo prosseguindo para avaliagio clinica. Assim, no presente trabalho
foi avaliada a toxicidade dos compostos AU e |4 em linhas celulares de macrofagos,
recorrendo ao teste do MTT, apos incubagdao com as respetivas concentragdes CMI, 2xCM|

e 3xCMI (Figura 22).

Foram utilizados quatro controlos: Co: contendo apenas os macroéfagos com o meio; Cy, Cy, e
C;: contendo meio e DMSO a diferentes concentracdes tendo em conta a dissolu¢io dos

COmpostos.

De referir que estes dois compostos foram selecionados pelo fato de serem aqueles que

apresentaram valores de CMI mais baixos e portanto uma melhor atividade antibacteriana.
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Figura 22. Placa de MTT em linhas celulares de macréfagos para avaliagdo da viabilidade celular dos compostos
AU e 14 ap6s incubagio com as respetivas concentragdes CMI, 2xXCMI e 3XCMI. Quatro controlos: Co, Cy, C,,
e G;. Ensaio feito em triplicado.

O veiculo de dissolugdo apresentou toxicidade nos macréfagos a partir de 4 puL/250 pL de
volume total. Perante estes resultados nido é possivel concluir nada sobre a toxicidade do
composto AU pois o DMSO foi téxico para os macréfagos. O DMSO induziu toxicidade
celular nos macroéfagos, na CMI, uma vez que a viabilidade celular dos mesmos foi de 1,8 %

quando comparado com o controlo (figura 23).

1,802083333

(% Controlo)

0,984375

Viabilidade Celular

3,2 6,4

DMSO (%)

Figura 23. Viabilidade celular dos macroéfagos na presenga de DMSO, tendo em conta os diferentes controlos

para CMI, 2xCMI e 3xCMI do composto AU.
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O composto 14 ndo induziu toxicidade celular nos macréfagos, na CMI,, uma vez que a

viabilidade celular dos mesmos foi de 84,14 % quando comparado com o controlo (figura 24).
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Figura 24. Viabilidade celular dos macréfagos na presenca do composto 14 a CMI e 2xCMI.
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5. Conclusio

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um importante problema de saude publica a nivel
mundial, existindo o sério risco dos antibiéticos atualmente utilizados deixarem de ser eficazes
para o tratamento de doengas infeciosas, tornando eminente a procura de novas opgoes

terapéuticas.

Os compostos testados mostraram melhor atividade antibacteriana em bactérias Gram-
positivo relativamente as Gram-negativo, provavelmente devido a presenga da membrana

externa nos ultimos e a possivel dificuldade de entrada dos compostos nas bactérias.

O composto AU e o derivado semi-sintético 14 foram de entre os compostos testados aqueles

que apresentaram uma melhor atividade antibacteriana.

A atividade antibacteriana mostrou ser melhor em £ faecalis ATCC 29212 apresentando
valores de taxas especificas de crescimento mais baixos, o que indica a inibi¢ao do crescimento

bacteriano

Relativamente a relacio estrutura-atividade antibacteriana verificou-se que a presenga de um
grupo oxigenado em C3 (hidroxilo, carbonilo ou acetato) assim como a presenga de um grupo
carboxilo em C17 e uma ligagio m em A'>" sio importantes para a atividade antibacteriana

dos derivados triterpenodides.

O composto semi-sintético | 4 nio induziu toxicidade celular significativa em macréfagos o que,

associado a sua atividade antibacteriana observada neste estudo, o coloca como potencial

molécula de estudo para obtengdo de possiveis compostos antibacterianos.

O trabalho futuro passara por sintetizar novos derivados semi-sintéticos de modo a aumentar
o seu potencial e perfil antibacteriano (por exemplo, aumentar a permeabilidade celular e
estender a bactérias Gram-negativo), testar a sua citotoxicidade e observar alteragdes nas

membranas ou paredes celulares por microscopia eletroénica.

Em suma, confirma-se o potencial antibacteriano do acido ursélico e de alguns dos seus

derivados semi-sintéticos obtidos neste estudo pela primeira vez.
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