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Resumo:

A bactéria Pseudomonas aeruginosa causadora de uma grande resisténcia bacteriana devido
a aspectos intrinsecos e extrinsecos, natural e adquirido exposto a uma grande variedade de
farmacos atualmente no mercado, ocasionando alto indice de infeccdo hospitalar. Dados
mundiais demonstram altas taxas de morbidade e mortalidade no organismo infectado, um
problema de salde publica que atinge varios paises. Considerado um fator limitante ao
tratamento da infeccdo bacteriana causada pela bactéria Pseudomonas aeruginosa o que
impulsiona novas pesquisas no desenvolvimento de novos farmacos examinando a
potencialidade das novas drogas contra 0 microrganismo, no presente trabalho foram
realizados testes com drogas derivadas de Aroil — Acetonitrila novas moléculas com sinteses
guimicas mais simples em relagdo as encontradas no mercado atual. Os testes foram
realizados na forma de microdiluicdo seriada, consistindo em diferentes concentracdes das
drogas testadas, conforme resultados iniciais posterior método confirmat6rio em placas de
agar. Os resultados confirmam a versatilidade da bactéria desde o inicio como um
microrganismo multirresistente e no decorrer dos testes demonstrou a resisténcia adquirida a
exposicdo de varios farmacos nas diferentes concentracbes testadas. No entanto, foi
evidenciada a sensibilidade da bactéria em determinados farmacos e concentracdes

diferentes testadas, em que a droga testada conseguiu manter e inibir a acdo da bactéria.
Palavras-chave: Resisténcia bacteriana. Agente infeccioso. Antimicrobiano.
Abstract:

Pseudomonas aeruginosa causes high bacterial resistance due intrinsic and extrinsic aspects,
natural and acquired exposed to a wide variety of drugs currently on the market, causing a
high rate of nosocomial infection. Worldwide data show high morbidity and mortality rates in
the infected organism, a problem of public health that reaches many countries. Considered as
a limiting factor to the treatment of bacterial infection caused by the bacterium Pseudomonas
aeruginosa which drives new research in the development of new drugs. In the present work

tests were performed with drugs derived from Aroil-
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Acetonitrile, new molecules with simpler chemical syntheses compared to those found in the
current market. The tests were performed in the form of serial microdilution, consisting of
different concentrations of the drugs tested, according to initial results after confirmatory
method on agar plates. The results confirm the versatility of the bacterium from the outset as
a multi-resistant organism and during the tests demonstrated the acquired resistance to
exposure of various drugs at different concentrations tested. However, the sensitivity of the
bacteria to certain drugs and different concentrations tested was evidenced, and the tested

drug was able to maintain and inhibit the action of the bacteria.
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1. Introducéao
1.1. Problema de Pesquisa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é considerado um dos microrganismos mais
versateis que existem, pois sao encontrados em diversos ambientes como no solo, na agua,
nos vegetais, nos animais, nos alimentos e ambiente hospitalar. Segundo Lincopan e Trabulsi,
(2008) geralmente ndo causa infeccdo em individuos saudaveis, porém em individuos com
sistema imunolégico comprometido € um dos principais agentes infecciosos existentes, ja que

€ considerado um patdégeno oportunista.

Essa bactéria destaca-se como uma grande responséavel pelas infec¢des hospitalares
causadoras de Pneumonias e estd associada com outras patologias. Sua importancia clinica
estda baseada na dificil erradicacdo da infeccdo caracterizada por resisténcia aos
antimicrobianos padrfes, constituindo-se um fator limitante ao tratamento a resisténcia,
consequéncia direta da expressado dos fatores de viruléncia, ou seja, a sua capacidade de
multiplicacdo no organismo infectado, na producédo de toxinas, ocasionando efeitos graves e
as vezes fatais no organismo do hospedeiro (LINCOPAN E TRABULSI, 2008).

As infecgBes causadas por Pseudomonas aeruginosa, afetam diferentes 6rgéos e
tecidos, os seus fatores de viruléncia séo diversificados e encontrados em grande namero.
Alguns fazem parte da estrutura intracelular da bactéria e outros séo fatores extracelulares. A
infeccdo hospitalar constitui um sério problema de sadde publica, principalmente porque
contribui para o aumento da taxa de morbidade e mortalidade de pacientes hospitalizados,
além de aumentar o tempo de internacdo destes pacientes e consequentemente o custo do
tratamento (JARVIS, 1987).

Os estudos regularmente no Brasil e no exterior comprovam e caracterizam a P.
aeruginosa como um importante patégeno nos casos de infec¢do hospitalar. Em 1996 o
sistema NNIS (National Nasocomial Infections Surveillance), conduzido pelo programa de
infecgBes hospitalares do CDC (Centers For Disease Control and Prevention), nos Estados
Unidos descreveu a P. aeruginosa como a principal causadora de infec¢ao hospitalar dentre
todos os patégenos relacionados com a pneumonia em Unidades de Terapia Intensiva
(RICHARDS et al.,1999).

Estudos epidemiolégicos realizados no Brasil também s&8o preocupantes onde
demonstram elevado indice de infeccao causado pela P. aeruginosa. Estudos realizados pelo
SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program) responsavel pelos paises da América Latina,
direcionados a pacientes hospitalizados avaliaram 3.728 isolados, obtidos de doze centros
hospitalares de quatro estados e a P. aeruginosa foi responsavel por 496 casos (13.3%)

considerado o terceiro patégeno mais frequente (SADER, et al. 2001). JA o MYSTIC
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(Meropenem Yearly Susceptibility Information Collection) especifico para UTI, avaliou 1.550
amostras de bactérias Gram-negativas, provenientes de 20 centros hospitalares e P.
aeruginosa estava envolvido em 30.3% (470 isolados) das infec¢Bes da corrente sanguinea,
cateter, trato respiratério, trato urinério e pele (KIFFER et al., 2005).

Esse microrganismo pode apresentar resisténcia natural ou adquirida a grande numero
de antibiéticos utilizados na prética clinica (LIVERMORE, 2002). Segundo Lincopan e Trabulsi
(2008) nos processos infecciosos por P. aeruginosa, antibiéticos como as penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, tem sido os mais utilizados devidos a sua eficacia,
seguranca, maleabilidade e versatilidade quimica, quanto ao espectro de atividade e acdo
sinérgica. Entretanto, em consequéncia do amplo uso destes compostos, tem-se observado

um alto indice de resisténcia por cepas de P.aeruginosa.
1.2. Justificativa

A pesquisa se baseia em um teste antimicrobiano da droga de derivadas de Aroil-
Acetonitrila, sob segredo industrial, resultante de parceria da Universidade Presbiteriana

Mackenzie com a Neguebe Quimica e Biolégica.

A alta resisténcia a drogas antimicrobianas atuais e que ndo encontra semelhanca
quimica com as drogas utilizadas atualmente no mercado, impulsionam a pesquisa de
moléculas inovadoras e de sintese quimica mais simples. Além disso, é desejavel que tais

moléculas tenham a contra cepas resistentes.
1.3. Objetivo

Avaliar a atividade antimicrobiana moléculas sintéticas derivadas de Aroil-Acetonitrila

contra Pseudomonas aeruginosa.
2. Referencial tedrico

Bactérias sdo organismos unicelulares, procariontes, ndo possuem nudcleo celular

individualizado e possuem constituicdo celular relativamente simples.

Segundo um dos primeiros autores a menciona-las (PALLERONI et.al. 1973) sua
constituicdo continua atualmente aceito como um microrganismo pertencente a familia
Pseudomonadaceae é caracterizado como um bastonete Gram-negativo reto ou ligeiramente
curvo e pode ser observado como células isoladas, aos pares ou cadeias curtas, revelando
mobilidade através do flagelo. Bactérias classificadas como Gram-negativo sdo mais
complexas estruturalmente como quimicamente em comparagcdo com as bactérias Gram —

positiva.

Bactérias Gram-negativas possuem uma camada de membrana celular onde é

repousada externamente uma fina camada de peptideoglicano (proteinas e agucar) e acima
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h& uma membrana externa diferente de qualquer outra bioldgica. Seu folheto inferior é
composto por fosfolipidio e a regido superior por lipopolissacarideo. Essa membrana confere
uma importante barreira de permeabilidade a grandes moléculas. Entre a membrana
plasmatica interna e a externa h4 uma regido denominada espaco perisplamatico, onde
situam importantes componentes de transporte de nutrientes e enzimas como beta

lactamases para espécies patogénicas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

s

Segundo Lincopan e Trabulsi (2008), fisiologicamente € classificada como uma
bactéria aerdbia, podendo crescer anaerobicamente utilizando nitrato em substituicdo ao
oxigénio como um aceptor terminal de elétrons. Embora a bactéria seja quimiorganotroéfica,
isto é, obtém a fonte de energia através da matéria organica, a obtengédo de energia através
dos carboidratos implica em um metabolismo oxidativo, dependente de oxigénio, o que define
a sua inclusdo nos microrganismos nao fermentadores de carboidratos. Para compensar é

utilizada outra fonte de carbono como o acetato.

Esta versatilidade nos requerimentos nutricionais e energéticos permite-lhe crescer em
meios muito simples, isolando-a em varios meios de cultura utilizados em laboratérios, em

temperaturas que variam entre 37°C e 42°C.
2.1 Mecanismos de Viruléncia

A infeccd@o bacteriana consiste no processo de penetracdo da bactéria através das
barreiras cutaneas ou mucosas do hospedeiro alcancando tecidos corporais onde produzem
substancias danosas. Caso ndo haja manifestacéo clinica de sintomas, significa que o sistema
imunoldgico combateu o antigeno eficazmente, caso contrario a bactéria se multiplique e
desenvolva um quadro clinico com sinais inflamatérios é necesséario tratamentos com

substancias que combata essa multiplicacdo (LULLMAN et.al. 2000).

A patogenicidade da P. aeruginosa mostra-se em diversos fatores como a aderéncia
as células hospedeiras, producdo de polissacarideos, toxinas extracelulares, presenca de

lipopolissacarideo de parede celular (endotoxina).

As fimbrias ou pili estendem-se a partir da superficie celular e promove a adeséo da
bactéria as células epiteliais. Segundo Lincopan e Trabulsi (2008), é a principal adesina
associada a viruléncia, responsavel por aproximadamente 90% da capacidade de adeséo a

algumas células.

O alginato € um polissacarideo constituido pelos &cidos manurénico e glicurbnico tem
grande potencial de viruléncia (LINCOPAN e TRABULSI, 2008), o que promove a resisténcia
parcial a mecanismos de defesa do sistema imune, inibindo a ligacdo de anticorpos, a

fagocitose e a morte intracelular de anticorpos (MAI et.al. 1993).
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Os lipopolissacarideos (LPS) séo responsaveis pela produgéo de choque toxico, como
a endotoxina que é um componente estrutural da parede da bactéria e sua presenca é
intrinseca em 100% das amostras de P.aeruginosa. Pode funcionar como um fator de
viruléncia conferindo atividade imunoestimulante. Quando a bactéria morre ou sofre autélise
da parede celular, ou seja, a destruicdo celular por liberagdo de enzimas no citoplasma o LPS
é liberado e entrando em contato com outras moléculas € estimulada a producéo de citocinas
0 que gera um aumento na produc¢éo de anticorpos no hospedeiro. Podendo promover uma
adesédo da bactéria aos tecidos pulmonares e a cornea (LINCOPAN e TRABULSI, 2008).

Os fatores extracelulares de viruléncia que facilitam o rompimento da integridade
epitelial, podemos citar as exoenzimas, exotoxina, proteases, fosfolipase C, pigmentos
fenazinicos, biofilme (LINCOPAN e TRABULSI, 2008).

As exoenzimas que sao enzimas extracelulares, que séo subdivididas em exoenzima
S e exoenzima U cuja principal funcdo é defender a bactéria da fagocitose mediada por

neutrdéfilos e por macréfagos respectivamente.

A exotoxina, ou seja, substancia téxica isolada que a bactéria produz como o caso da
exotoxina A que inibe a sintese proteica e sdo produzidas pelas maiorias das cepas de P.

aeruginosa causando danos a tecidos e inibindo a acéo de fagécitos.

As proteases (enzimas) produzidas por P.aeruginosa sao responsaveis pelas lesées
tecidual associadas a hemorragia e necrose. Possui agdo na degradacdo da elastina uma
proteina presente na parede vascular e tecido pulmonar, danificando o tecido pulmonar e os
vasos sanguineos o que facilita a disseminacédo da bactéria (LINCOPAN e TRABULSI, 2008).
Causa também inativacdo da imunoglobulina (anticorpo) da classe IgG onde a funcao dos
neutrofilos séo inibidas, ou seja, causa interferéncia na resposta inflamatéria e imunolégica

(producéo de anticorpos).

A fosfolipase C lisa as células mediante a divisdo dos fosfolipidios presentes na
membrana, assim age para destruir o surfactante pulmonar (LINCOPAN e TRABULSI, 2008),
que € uma mistura lipoproteica produzido por células chamadas pneumdcitos cuja funcéo &

facilitar a troca de gases nos pulmdes.

Os pigmentos fenazinicos sédo metabolitos produzidos por P.aeruginosa cuja fungéo €
inibir a epiderme humana e linfécitos do hospedeiro (LINCOPAN e TRABULSI, 2008).

Os siderdéforos (compostos organicos) consistem em um processo de captura de ferro
do hospedeiro, pois o0 sistema de auto sintese bacteriano € inexistente (LINCOPAN e
TRABULSI, 2008).
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O biofilme (comunidades de microrganismos) confere protecdo contra o sistema de
defesa do hospedeiro como linfécitos, fagécitos, acéo ciliar do trato respiratorio, anticorpos.
Esse processo dificulta a acdo dos antibidticos (LINCOPAN e TRABULSI, 2008).

A importancia clinica de P. aeruginosa esta baseada na resisténcia natural e adquirida
aos antibacterianos de uso habitual. Relacionam-se as atividades das moléculas resistentes

a antibiéticos que estas adquiriram com a exposi¢ao ao farmaco.
2.2. Acao antibacteriana dos antibiéticos

A acéo antibacteriana dos antibioticos pode ocorrer na parede celular, nesse caso esse
grupo bloqueia a sintese da camada de peptideoglicano na parte externa da parede e 0s
microrganismos sao eliminados durante a diviséo celular por lise das células pela entrada de
agua em seu interior (processo conhecido como osmose), devido a elevada pressao osmotica
intracelular. Alguns integrantes desse grupo sdo o0s beta-lactamicos Penicilinas e
Cefalosporinas (LINCOPAN e TRABULSI, 2008).

A mesma acado das Penicilinas € encontrada em outros antibidticos também beta-
lactamicos. Cefalosporinas e Carbapenémicos, atuando na inibicdo de enzimas da classe das
chamadas proteinas fixadoras de Penicilina (penicilin binding protein ou PBP) que participam
da sintese da parede celular (LINCOPAN e TRABULSI, 2008). As PBPs possuem agéo
transglicosidase (insere mondmeros de peptideoglicano na sintese da camada de
peptideoglicano), transpeptidase (faz ligacao peptidica entre oligoproteinas que ligam as
cadeias de peptideoglicano) e carboxipeptidasease (removem o monémero de

peptideoglicano livres para limitar a extenséo da parede celular) (BAPTISTA, 2013).

Ha varias geracdes de Penicilinas e Cefalosporinas em que os primeiros derivados
possuem acdo em bactérias especificas como o0 caso da P.aeruginosa e as geracdes
posteriores houve maior espectro e poder de neutralizacdo de bactérias resistentes
produtoras de beta-lactamases (fator de resisténcia) (BAPTISTA, 2013). Essa enzima beta-
lactamase, hidrolisa o grupamento beta-lactdmico bloqueando sua ac¢do. Portanto, as novas
geracdes desta droga surgiram com inibidores de beta-lactamase, como as meticilinas
(BAPTISTA, 2013); (BARREIRO e FRAG, 2008). Os carbapenémicos sao mais resistentes a
hidrélise das maiorias das beta-lactamases e possuem um espectro maior de atividade.
Fazem parte deste Ultimo grupo os antibidticos Imipenem e Meropenem (POSSEBON e
CAMARGO; 2003).

Os derivados de Aroil - Acetonitrila (ACN) também conhecida como cianeto de metila
serd uma nova droga testada para verificar a sua potencialidade mediante a resisténcia da

bactéria P.aeruginosa. A matéria prima possui formula molecular CH3CN, consistindo em um
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liquido incolor, odor aromatico e € considerado o citrilo organico mais simples e menos denso

gue a agua.
3. Metodologia

Procedimento utilizado para realizacdo de testes de sensibilidade bacteriana, em
microdiluicdo seriada conforme objetividade do teste verifica-se a potencialidade da droga,

pois serdo testadas em concentracdes diferentes.

As cepas utilizadas encontram-se congeladas em criotubos e para utilizagéo nos testes
sdo descongeladas, utlizando alca bacteriolégica uma quantidade de bactérias sédo
transferidas para placa de Petri meio MacConkey, este meio é amplamente utilizado para
identificacdo de bactérias Gram-negativa e o seu caldo € preparado seguindo instru¢des do
fabricante. As placas sdo incubadas em estufa +/- 37°C por aproximadamente 24h, as cepas

selecionadas sdo analisadas conforme seu crescimento e alteracdo metabdlica.

Em um fluxo laminar séo utilizadas placas de microdiluicdo de fundo chato cada placa
possui 24 pogos onde € identificado com o nome da bactéria a ser testada nesse caso P.
aeruginosa, o nome da droga e sua concentracdo. Os testes sdo realizados em pogos

duplicata como parametro, em que os dois devem apresentar resultados iguais.

O fluxograma a seguir (Figura 1) demonstra as etapas dos testes realizados.

Primeira coluna ha 800pl de | Primeira coluna: solucdo +
solucdo +100pg/ml da droga —— bactéria + droga.
diluida.

l || DiluicBo seriada. .
Segunda coluna ha 450pl de - bSEQU,",da c{(ﬁ:luna. solugdo +
solucgio. L actéria + droga.

i Adigdo de 50pl de | |

Terceira coluna ha 450pl de bactéria diluida. Terceira coluna: solucdo +

solucao. —| bactéria + droga.

;

Quarta coluna: controle.

|—| Primeiro par de pocos ha 450pl de solucio.

!

Segundo par de pogos ha 450pl de solucdo + bactéria.

!

Terceiro par de pocos ha 450pl de solucdo + bactéria +
DMSO 3%

Na primeira coluna horizontal sdo adicionados 800ul de solucdo em cada poco que
nesse caso € o meio de cultura liqguido MacConkey, na segunda e terceira coluna horizontal
é adicionado 450yl de solucéo respectivamente e na quarta coluna horizontal sera o controle

onde é adicionado 450yl de solucéo.
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Posteriormente, adiciona-se quantidade especifica de 100ug/ml da droga previamente
diluida nos pogos da primeira coluna horizontal, totalizando 900ug/ml (meio + droga). Essa
diluicdo dos derivados de Aroil - Acetonitrila é obtida da concentragdo de 10ug/ml, 5ug/ml,
2,5ug/ml, 1,25ug/ml e 0,75ug/ml, que sofreram alteracbes quantitativas conforme
recomendacao do orientador tendo o projeto permanecido até o final com estas concentracdes
de drogas.

O célculo obtido consiste na diluigdo de um solvato no caso a droga ocorrendo a partir
de 50mg de seu pé em 1 ml de solvente nesse caso 0 Dimetil-sulféxido (DMSO) a 3%, cuja
finalidade é diluir a droga e 0 DMSO nessa concentracdo ndo apresenta-se toxico para inibir

0 crescimento bacteriano, apos as drogas sdo armazenados em um refrigerador em criotubos.

Em seguida realiza-se o método de diluicAo seriada na placa utilizando pipeta
micrométrica, que consiste em retirar 450ul de solugdo dos pogos da primeira coluna
horizontal e sdo transferidos para os po¢os da segunda coluna e 450pul dos pogos da segunda
coluna para os pocos da terceira coluna e 450ul dos pogos da terceira coluna para respectivo
descarte, realiza-se descarte da ponteira utilizada para cada pogo. O processo resultara no

igualamento da quantidade de solugéo de todos os pocos da placa.

A quarta coluna € o grupo controle e nesse nédo realiza diluicdo. No primeiro par de
pogos é adicionado somente 450ul do meio de cultura liquido MacConkey e no segundo par
de pocos além do meio de cultura liqguido MacConkey adiciona 50ug/ml da bactéria
Pseudomonas aeruginosa. No terceiro par de pocgos séao adicionados 450ul do meio liquido
MacConkey, 50ug/ml de bactéria e 50ul de DMSO a 3%.

Ha necessidade de uma quantidade especifica de bactérias para que as medidas
sejam equivalentes entre droga e cepa, para isso € utilizado dois tubos de vidro esterilizados,
no primeiro tubo adiciona-se 3000ul de agua esterilizada e no segundo tubo adiciona-se
2970yl de agua esterilizada. Essa agua é esterilizada conforme protocolo estabelecido num
processo chamado de autoclavagem em que a esterilizacdo € obtida através da presséo do

vapor da agua a 120°C.

Utilizando alga bacterioldgica transfere uma quantidade de bactérias ativadas numa
placa de Petri para o primeiro tubo até total absorcao, realizando comparagdo com a escala
de MacFarland 0.5 onde a turvacdo da coloracdo deve ficar branco gelatinoso. A escala
MacFarland 0.5 € utilizada para comparar a quantidade de bactérias a serem analisadas,
guando o primeiro tubo atingir a quantidade equivalente pela escala, serdo retirados do
primeiro tubo 30pl do complexo de 4gua mais cultura bacteriana e transferida para o segundo
tubo totalizando 3000ul.
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Deste segundo tubo com auxilio da pipeta retira-se 50ul da bactéria diluida onde é
transferida para cada poco da placa correspondente atentando-se para ndo adicionar nos
pocos controle identificados somente com solugéo (Figura 2).

Figura 2. Placa de 24 pocos com demonstracdo das etapas dos testes.

Pocos da primeira Realizado
linha horizontal diluicao apés
onde sdo adicao da
adicionados 800pl drooa
de solucdo + [
100pg/ml da droga Adicionado
50pl da
Segundo e bactéria
terceiro pocos da diluida nos
linha horizontais respectivos
onde é adicionado pocos
e dasorat Pocos controle Pocos com 450pl de Pocos com 450pl de
somente 450pl solucao + bactéria solucdo + bactéria + DMSO
de solucdo

Fonte: Autora do trabalho.

Apoés as placas com a microdiluicdo completas séo colocadas para incubar em estufa
a 37°C num periodo de 24h. Posteriormente ao periodo de incubacédo procede-se a leitura dos
resultados obtidos nas placas de cultura. A leitura é realizada nas placas de microdiluicao a
olho nu identificando o possivel desenvolvimento bacteriano nos pogos comparando com 0s

pocos controle de acordo com as concentragdes das drogas utilizadas.

O grupo controle funciona como um indicador de que os resultados ndo foram de
alguma forma comprometida, nos pocos que contém apenas o meio de solu¢cdo ndo deve
haver crescimento bacteriano, caso contrério indica que o teste esta invalidado, partindo do
pressuposto de que ndo foram adicionadas bactérias nesses pogos. Entretanto, nos pocos
com o meio de solugéo e bactérias deve haver crescimento bacteriano significando que o meio
€ propicio ao crescimento das cepas e nos pogos onde ha o meio de solucdo, bactérias e
DMSO deve haver crescimento bacteriano o que significa que a utilizagdo de DMSO néo

interferiu no crescimento das bactérias.

Caso nédo ocorra crescimento bacteriano é realizado testes em placa de Petri em meio
agar MacConkey em que consiste transferir com auxilio da alca bacterioldgica cultura do meio
liquido da placa para o meio sélido passando em sentido diagonal. Essa placa é colocada em
estufa a 37°C e o resultado é verificado em 24h, examinando o crescimento bacteriano, essa
andlise é denominado como andlise de 48h do mesmo teste de sensibilidade e é confirmatério

para potencialidade da droga sobre a bactéria.

4. Resultado e Discussao
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As andlises de todos os pog¢os em duplicata foram realizadas através dos pogos meio
controle por onde é examinado o crescimento ou inibicAo da bactéria. No par de pocos
somente com a solucdo MacConkey é observado que a coloragdo se apresenta de forma
limpida considerada um resultado negativo para crescimento bacteriano, indicando que néo
houve algum tipo de interferéncia. Se o meio apresentar resultado positivo a coloragéo
permanece turva, indicando crescimento bacteriano e o0s testes estdo invalidados, ndo
havendo possibilidade de realizar andlise na placa de microdiluigdo, pois o meio esta

inadequado para comparacao.

No par de pocos onde h& solucado MacConkey e bactérias e no par de po¢cos com
solucdo, bactérias e DMSO 3% a coloracdo apresenta-se de forma turva indicando

crescimento bacteriano.

Os resultados iniciais sdo obtidos em 24h e aqueles que demonstrou ser negativos

para crescimento bacteriano foram confirmados em testes de 48h.

Os testes realizados com a bactéria Pseudomonas aeruginosa do Banco de Cepa
2017 e os resultados obtidos da sensibilidade antimicrobiana seguem conforme indicado na
tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos testes das drogas utilizadas e suas concentragbes em pg/ml. Sdo Paulo,
2018.

Drogas 10 5 2,5 1,25 0,75 Resultado 48hr 10 |5
AQ 1+2 + + + + +
NEG 4 + + + + +
NEG 1+2 + + + + +
NEG 3 + + + + +
NEG 5 + + + + +
NEG 512 - - + + + - -
NEG 511 - - + + + - -

Meio: Negativo. Meio e Bactérias: Positivo.  Meio, Bactérias e DMSO: Positivo.

Legenda. Simbolos: + (positivo) houve crescimento bacteriano.
- (negativo) ndo houve crescimento bacteriano.
Foi possivel analisar que as drogas utilizadas AQ 1+2, NEG 4, NEG 1+2, NEG 3 e
NEG 5 nas concentracbes de 10ug/ml, 5pug/ml, 2,5ug/ml, 1,25ug/ml e 0,75ug/ml, nos testes

de 24h, evidenciam a resisténcia bacteriana ao tratamento antimicrobiano, havendo
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crescimento da bactéria, indicado pelo simbolo (+). Ndo houve necessidade de realizar testes
de 48h.

As drogas utilizadas NEG 512 e NEG 511, nas concentragdes de 10pg/ml e 5pg/ml,
nos testes de 24h, os resultados obtidos demonstraram que ndo houve crescimento
bacteriano indicando que a bactéria é sensivel ao tratamento antimicrobiano, pois seu
desenvolvimento € inibido, indicado pelo simbolo (). Entretanto, nas concentra¢des de 2,5
pg/ml, 1,25pug/ml e 0,75ug/ml, houve crescimento bacteriano, evidenciado a resisténcia ao

tratamento antimicrobiano, (figura 3).

Figura 3. Resultado de 24h na placa de microdiluicdo seriada com antimicrobiano NEG 512.

. Pocos de 10pg/ml

> Pocos de 5pg/ml, ndo
houve crescimento
bacteriano. Pocos de

p 2,5ug/ml com
crescimento
bacteriano.

Pocos de 1,25 (e
0,75pg/ml com
cresc%enfo

bacteriano.

Meio, bactérias e
DMSO 3%:
Positivo

Meio com bactérias: Positivo Meio controle com solucédo: Negativo

Fonte: Autora do trabalho.

Realizado testes confirmatérios de 48h com NEG 511 e NEG 512 nas concentragfes
de 10pg/ml e 5ug/ml, onde foram confirmados os resultados negativos, ndo havendo
crescimento bacteriano (figura 4). Na situacéo dos resultados se apresentarem positivos é
identificado pela presenca de bactérias nas placas com crescimento na forma isolada ou de

colbnias.

Figura 4. Resultados dos testes em 48h nas placas em 4gar MacConkey.

Fonte: Autora do trabalho.

Resultados negativos de crescimento bacteriano com antimicrobiano NEG 512 em 10ug (a4

direita) e 5 ug (4 esquerda).

Segundo Lincopan e Trabulsi (2008), a resisténcia ao tratamento antimicrobiano,
indica que o tratamento serd ineficaz com essas concentragdes, tornando-se um problema no
tratamento do organismo infectado. Ocorre no microrganismo uma resisténcia natural ou

adquirida a droga utilizada (LIVERMORE, 2002), os fatores que interferem séo da propria
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constituicdo do microrganismo que se adapta a diferentes ambientes e a exposicao as drogas,

inibindo a acdo do antimicrobiano tornando-o ineficiente.

Assim é possivel identificar a facilidade com que a bactéria se torna um agente
infeccioso multirresistente a diferentes drogas testadas.

Os testes realizados com a bactéria Pseudomonas aeruginosa do Banco de Cepa
2018 e os resultados obtidos da sensibilidade antimicrobiana seguem conforme indicado na
tabela 2.

Tabela 2. Resultados dos testes das drogas utilizadas e suas concentracdes em pg/ml. Sédo Paulo,
20109.

Drogas 10 5 2,5 1,25 0,75 | Resultados 48 hr 10 5
AQ 1+2 + + + + +

NEG 4 + + + + +

NEG + + + + +

1+2

NEG 3 + + + + +

NEG 5 + + + + +

NEG - + + + +

512 )

NEG - - + + +

511 |

Meio: Positivo Meio e Bactérias: Negativo Meio, Bactérias e DMSO: Negativo

Legenda. Simbolos: + (positivo) houve crescimento bacteriano.
- (negativo) ndo houve crescimento bacteriano.

Os resultados obtidos com as drogas utilizadas AQ 1+2, NEG 4, NEG 1+2, NEG 3 e
NEG 5 nas concentragfes de 10pg/ml, 5pg/ml, 2,5ug/ml, 1,25ug/ml e 0,75ug/ml nos testes de
24h, demonstram a resisténcia bacteriana ao tratamento antimicrobiano, ocorrendo

crescimento da bactéria e portanto ndo houve necessidade de realizar testes de 48h.

A droga utilizada NEG 512 na concentracao de 10ug/ml, no teste de 24h o resultado
obtido evidenciou que ndo houve crescimento bacteriano indicando que a bactéria é sensivel
ao tratamento antimicrobiano, pois é visualizado que seu desenvolvimento foi inibido. Porém,
os resultados obtidos nas concentracdes de 5ug/ml, 2,5ug/ml, 1,25pg/ml e 0,75pug/ml, em
testes de 24h, verificou-se crescimento bacteriano, expressando a resisténcia ao tratamento

antimicrobiano e ndo havendo necessidade de realizar testes de 48h (Figura 5).
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Figura 5. Resultados de 24h na placa de microdiluicdo seriada com antimicrobiano NEG 512.

Pocos de 10pg/ml nao houve
crescimento bacteriano.

| Pocos de 1,25
pg/ml com
crescimento
bacteriano, igual

Pocos de 5pg/ml _|
com crescimento
bacteriano, igual
nos pocos de 2.5 -

pg/ml. ™nos pocos de 0,75
pg/mi.
Meio controle: Meio com bactérias: Meic’), bactérias e
Negativo Positivo. DMSO 3%: Positivo.

Fonte: Autora do trabalho.

Realizado teste de 48h com NEG 512 na concentragdo de 10pg/ml, confirmou o

resultado negativo, ndo havendo crescimento bacteriano (Figura 6).

Figura 6. Resultado do teste em 48h na placa em agar MacConkey.

Fonte: Autora do trabalho.

Resultado obtido com antimicrobiano NEG 512 na concentragdo de 10ug, negativo para

crescimento bacteriano.

Realizando uma comparacao com os testes realizados na bactéria do banco de cepa
2017 em que a droga NEG 512 na concentracdo de 5ug/ml, apresentou sensibilidade e no
banco de cepa de 2018 resisténcia, evidencia que no primeiro banco de cepa citado € uma
bactéria sensivel para a droga e no segundo banco de cepa € uma bactéria resistente para
a mesma droga e concentracdo. Isso se deve ao caso em que ambas sao provenientes de

extracOes em locais diferentes

Segundo Lincopan e Trabulsi (2008) sera um fator de resisténcia ao tratamento, em
gue o antimicrobiano ndo apresentara efeito de inibicdo a bactéria no organismo infectado,
pois 0 microrganismo encontra meios de perpetuacéo utilizando mecanismos para inativar o

efeito do antimicrobiano.

A droga utilizada NEG 511 nas concentragfes de 10pug/ml e 5pg/ml, nos testes de 24h,

0 resultado obtido foi a sensibilidade microbiana, ndo havendo crescimento bacteriano e a
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inibicdo foi confirmada pelos testes de 48h onde n&o ocorreu crescimento. No entanto, os
testes de 24h nas concentragbes de 2,5ug/ml, 1,25pg/ml e 0,75ug/ml, os resultados

evidenciam a resisténcia bacteriana, identificando o seu crescimento.
5. Consideracdes Finais

A partir dos dados analisados pode-se concluir que as drogas de derivados de Aroil -
Acetonitrila, AQ 1+2, NEG 4, NEG 1+2, NEG 3 e NEG 5 nas concentracfes de 10ug/ml, 5
pa/ml, 2,5pug/ml, 1,25pg/ml e 0,75ug/ml, foram ineficazes para impedir o crescimento da

Pseudomonas aeruginosa.

Por tratar-se de uma bactéria muito resistente envolvida em inUmeros casos de
infeccdo adquirida e hospitalar, ocorre que a bactéria desenvolveu mecanismos de resisténcia

e superou a acao das drogas testadas.

No entanto, a NEG 511 nas concentragdes de 10ug/ml e 5ug/ml e a NEG 512 na
concentracdo de 10ug/ml, apresentaram resultados satisfatorios, inibindo o crescimento
bacteriano. Demonstra que a utilizagdo apropriada e de forma racional tornaré o tratamento

eficaz no seu propdsito de combater o agente infeccioso.

Nas concentragdes de 2,5ug/ml, 1,25pg/ml e 0,75ug/ml de NEG 511 ocorre resisténcia
bacteriana a droga, assim como na NEG 512 nas concentragbes de 5ug/ml, 2,5 pg/ml,
1,25ug/ml e 0,75ug/ml. E possivel afirmar com base nos resultados apresentados que NEG
511 e NEG 512 sé&o drogas promissoras como antimicrobiano com agdo em Pseudomonas

aeruginosa.
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