Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude

Programa de Pos-Graduagdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente

Ronaldo dos Santos Machado

SINTESE E AVALIAGAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE UMA BIBLIOTECA DE
DERIVADOS INDOLICOS FRENTE AO
PAINEL BACTERIANO ESKAPEE

Porto Alegre — RS
2024



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude

Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente

SINTESE E AVALIAGAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE UMA BIBLIOTECA DE
DERIVADOS INDOLICOS FRENTE AO PAINEL

BACTERIANO ESKAPEE

Ronaldo dos Santos Machado

Dissertacéo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagao em Microbiologia
Agricola e do Ambiente do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul como requisito parcial para a
aquisicdo do titulo de Mestre em

Microbiologia Agricola e do Ambiente.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Pozza

Silveira

Porto Alegre — RS
2024



CIP - Catalogacao na Publicagao

DOS SANTOS MACHADO, RONALDO

Sintese E Avaliacdo Da Atividade Antimicrobiana De
Uma Biblioteca De Derivados Inddlicos Frente Ao Painel
Bgcteriano ESKAPEE. / RONALDO DOS SANTOS MACHADO. --

i B

Orientador: GUSTAVO POZZA SILVEIRA.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Programa de Pdés-Graduagdo em Microbiologia
Agricola e do Ambiente, Porto Alegre, BR-RS,

1. Microbiologia. 2. Quimica. 3. Farmacologia. 4.
Bacteriologia. 5. Antimicrobianos. I. POZZA SILVEIRA,
GUSTAVO, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automética de Ficha Catalogréfica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




AGRADECIMENTOS

Agradeco a todas as pessoas que contribuiram para a realizagdo deste
trabalho. Em primeiro lugar, sou grato ao meu orientador, Prof. Dr. Gustavo Silveira
Pozza, pela orientag&do valiosa, paciéncia e incentivo ao longo deste processo. Seu

apoio e conhecimento foram fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho.

A minha familia pelo constante apoio e encorajamento durante todo o periodo
de elaboragao desta dissertacdo. A minha irma, Sabrina, que sempre esteve presente
nos momentos mais importantes da minha vida, me dando todo o suporte possivel
dentro do seu alcance. Suas palavras de incentivo foram um grande estimulo para

que eu prosseguisse, mesmo nos momentos mais desafiadores.

Aos meus amigos, Junior, Stéfani, Brenda, Ronaldo e Pabline, aos colegas de
bancada Edilma e Bianca e aos amigos que a profissdo me trouxe, Marcos e
Alessandra, que, de varias formas, ofereceram suporte durante essa jornada, me

ajudando a superar os desafios e me encorajando a nao desistir.

A mim, também, pois mesmo com todas as ocasifes que a vida me trouxe, as

dificuldades n&do me definem; sempre me lembro disso!

Ao PPGMAA e a todos os envolvidos por sempre me darem suporte, e
também a CAPES pela bolsa de estudos que tornou possivel a realizacdo desta
pesquisa.

A todos vocés, meu mais profundo agradecimento pela dedicagdo, apoio e
inspiragdo ao longo deste processo. Este trabalho ndo teria sido possivel sem a
contribuicdo de cada um de vocés.



Sintese E Avaliagao Da Atividade Antimicrobiana De Uma
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Resumo

No contexto contempordneo, a escassez no desenvolvimento de novos
antimicrobianos tem levado a uma redugao significativa no arsenal disponivel.
Diante dessa lacuna, a busca por agentes antimicrobianos eficazes torna-se crucial
para enfrentar infecgdes causadas por microrganismos patogénicos. Dentro das
diversas classes de farmacos antimicrobianos, existem variagdes significativas em
suas propriedades e alcance de acdo. Apesar da familiaridade com o uso de
antimicrobianos contra bactérias na pratica médica, a descoberta de novas
moléculas com esta propriedade se tornou um grande desafio nas ultimas décadas.
A sintese organica desempenha um papel fundamental nesse processo, onde o
indol, uma molécula organica, serve como base para a produ¢do de diversos
farmacos ativos. Este estudo buscou avaliar a atividade antimicrobiana de varias
pequenas moléculas em relacdo as bactérias do painel ESKAPEE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e Escherichia coli). Utilizaram-se
testes como concentragdo inibitéria minima, concentragdo bactericida minima e
ensaio de checkerboard para essa avaliagao. Os resultados obtidos indicam que,
embora as moléculas testadas ndo tenham apresentado efeitos antimicrobianos
significativos para uso terapéutico em humanos, sua eficacia em concentragdes
baixas e sua utilidade potencial em outras aplicagdes ndo podem ser descartadas,
principalmente quando se pensa em formulagdes de uso topico, devido a alta
prevaléncia de infecgbes cutaneas causadas por bactérias gram-positivas.

Palavras- Chave: Indol, Sintese organica, Painel ESKAPEE.
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Synthesis and Evaluation of the Antimicrobial Activi.ty of a Library of Indolic
Derivatives Against the ESKAPEE Bacterial Panel
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Abstract

In the contemporary context, the scarcity in the development of new antimicrobials
has led to a significant reduction in the available arsenal. Faced with this gap, the
search for effective antimicrobial agents becomes crucial in combating infections
caused by pathogenic microorganisms. Within the various classes of antimicrobial
drugs, there are significant variations in their properties and scope of action. Despite
the familiarity with the use of antimicrobials against bacteria in medical practice, the
discovery of new molecules with this property has become a major challenge in recent
decades. Organic synthesis plays a fundamental role in this process, where indole,
an organic molecule, serves as the basis to produce various active drugs. This study
aimed to evaluate the antimicrobial activity of various small molecules against the
bacteria in the ESKAPEE panel. Tests such as minimum inhibitory concentration,
minimum bactericidal concentration, and checkerboard assay were used for this
evaluation. The results obtained indicate that, although the tested molecules did not
show significant antimicrobial effects for therapeutic use in humans, their efficacy at
low concentrations and their potential utility in other applications cannot be ruled out,
especially when considering formulations for topical use due to the high prevalence

of skin infections caused by gram-positive bacteria.

Key words: Indole; Organic synthesis; ESKAPEE panel.
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1. INTRODUGCAO

Com a chegada dos antimicrobianos, o tratamento das doencgas infecciosas
passou por uma transformacao significativa. Antes desse marco, as opg¢des
terapéuticas n&o apresentavam eficacia impactante no prognostico do paciente,
resultando frequentemente no falecimento prematuro daqueles afetados por tais
infecgbes (Bbosa, G. S., Mwebaza, N., Odda, J., Kyegombe, D. B., & Ntale, M.,
2014). O século XX marcou o inicio da era dos antimicrobianos, rapidamente
disseminados pelo mundo, salvando inumeras vidas. No entanto, esse avango na
saude também trouxe consigo o desafio da resisténcia microbiana.

Resisténcias bacterianas (RB) a substancias com atividade antibacteriana
sempre existiram. No entanto, o uso indiscriminado de farmacos antimicrobianas
possibilitou a evolugdo dos mecanismos de resisténcia microbiana (Frieri, M., Kumar,
K., & Boutin, A., 2017). Isso tem levado, mais uma vez, ao surgimento de infecgdes
multirresistentes (IMR), representando um grande desafio para a saude publica. As
infeccbes causadas por microrganismos frequentemente tém um impacto
significativo na saude do individuo (Akova, M. 2016).

Ao longo do tempo, o arsenal de antimicrobianos empregados na saude
humana tem se tornado progressivamente mais restrito e limitado devido ao
surgimento emergente de patdgenos com perfil resistente. Had uma busca crescente
por novas moléculas com potencial antimicrobiano, capazes de combater infecgoes
causadas por bactérias multirresistentes (BMR), além de apresentarem baixa
toxicidade para o organismo humano e proporcionarem um bom custo-beneficio
econdmico (Lopes, M., & Cechinel-Zanchett, C. C. 2021).

Dentre os antimicrobianos mais utilizados estdo aqueles pertencentes ao
grupo das sulfonamidas. Os farmacos antimicrobianos desse grupo possuem o
grupamento funcional -SO2NHR em sua constituicdo (Kotaczek, A., Fusiarz, I.,
tawecka, J., & Branowska, D. 2014). Estes farmacos interferem na sintese de acido
félico, exercendo uma acao prejudicial na sintese do DNA, o que impede a
proliferacdo bacteriana (Skold, O. E., & Swedberg, G. 2017; Skold, O. E., &
Swedberg, G. 2017).

Entre as moléculas utilizadas para sintese de farmacos contendo os mais
variados grupos funcionais e atividades bioldgicas esta o indol (Sravanthi, T. V., &
Manju, S. L. 2016; Saleem, F., & Khan, K. M. 2023). O Indol foi primeiramente

sintetizado através do oxindol, tendo como molécula de origem o corante indigo, em
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1866. Desde entdo, o indol passou a ser utilizado na sintese de insumos
farmacéuticos de importancia clinica, devido as suas propriedades, desta forma
possibilitando a adigdo de inumeros grupamentos funcionais, sendo utilizado na
sintese de farmacos (Naim, M. J., Alam, O., Alam, J., Bano, F., Alam, P., &
Shrivastava, N. 2016).

A corrida contra as BMR é uma realidade. O acelerado surgimento de
resisténcia, aliado a escassez de novos farmacos podera, nos proximos anos,
culminar em muitas mortes causadas por BMR (LOPEZ-JACOME, 2019; SALAM et
al, 2023). Estudos utilizando bactérias associadas a infecgbes em ambientes
nosocomiais foi proposto inicialmente pela organizagdo mundial de saude (OMS).
Neste estdo presentes as bactérias Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp. e Escherichia coli conhecido como painel ESKAPEE por levar as
inicias de cada género do grupo adicionado do género Escherichia devido sua
relevancia clinica epidemioldgica (Mulani, M. S., Kamble, E. E., Kumkar, S. N.,
Tawre, M. S., & Pardesi, K. R. 2019; Venkateswaran, P., Vasudevan, S., David, H.,
Shaktivel, A., Shanmugam, K., Neelakantan, P., & Solomon, A. P. 2023).

Os microrganismos ESKAPEE s&o um forte modelo para ensaios no
desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos Mulani, M. S., Kamble, E. E.,
Kumkar, S. N., Tawre, M. S., & Pardesi, K. R. 2019; De Oliveira, D. M., Forde, B. M.,
Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A., & Walker, M. J. 2020).
Além de serem amplamente distribuidos em ambientes naturais, apresentam
capacidade de se tornarem resistentes (Pendleton, J. N., Gorman, S. P., & Gilmore,
B. F. 2013; Denissen, J., Reyneke, B., Waso-Reyneke, M., Havenga, B., Barnard, T.,
Khan, S., & Khan, W. 2022).

Partindo do contexto de que a terapéutica de pacientes acometidos por
infecgbes ocasionadas por BMR é uma problematica mundial de saude publica, este
estudo tem como o objetivo o desenvolvimento de uma biblioteca de indol-
sulfonamidas com o intuito de suscitar moléculas que sejam eficientes para bactérias
comumente presentes em infeccbes em humanos. Para tal, serdo utilizados os

microrganismos que compdem o grupo ESKAPEE como modelo teste.
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2. OBJETIVO GERAL

Realizar a sintese de uma biblioteca de derivados inddlicos contendo grupos
sulfonamida, com a finalidade de testa-los em relacdo ao painel de bactérias
ESKAPEE.

2.1 Objetivos Especificos

2.1.1 Especifico 1

Sintetizar e caracterizar uma colecdo de primeira geragdo de derivados

inddlicos com o grupo sulfonamida.

2.1.2 Especifico 2

Avaliar a atividade antibacteriana da biblioteca de derivados inddlicos frente
a bactérias ATCCs do painel ESKAPEE.

2.1.3 Especifico 3

Propor uma nova colegédo de 2° geragédo de derivados inddlicos baseados

nos resultados obtidos com a 1° geragéo.

2.1.3 Especifico 4

Prospectar colegbes de moléculas de grupos de pesquisa parceiros com o
objetivo de identificar novos compostos promissores que possam ser utilizados como
base para a descoberta de novas substancias no combate a infecgbes causadas

pelos patdégenos do painel ESKAPEE.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Aspectos celulares em bacteriologia

Dentro das classificagdes gerais de seres vivos as bactérias estdo dentro
do grupo dos procariontes. Tal grupo de seres vivos € caracterizado
principalmente pela auséncia de um envoltério celular que delimite o conteudo
de nuclear do citosol e seus constituintes. Dentro do grupo dos procariontes esta
o dominio archaea e bactéria, sendo o dominio das bactérias um grupo muito
vasto e com muitas particularidades (Tortora, G. J., Case, C. L., & Funke, B. R.,
2018).

O estudo de bactérias em um contexto geral apresenta importancia em
varios setores, como ambientais e da saude. Quando se trata de aspectos
relacionados a saude, as bactérias sdo um dos importantes microrganismos
causadores de varios tipos de infecgdes de importancia médica (Sastry, A. S., &
Bhat, S., 2018).

As bactérias sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas, metabodlicas e genéticas. A classificagdo mais amplamente
difundida e uma das mais basicas, € a classificacdo de Gram, o qual separa as
bactérias em dois grandes grupos de acordo com suas propriedades citologicas
de parede celular (Murray, P. R., Rosenthal, K. S., & Pfaller, M. A, 2027).

As chamadas gram-positivas apresentam uma parede celular espessa e
pouco complexa quando comparada com as gram-negativas que apresentam
uma camada celular fina junto de uma membrana externa que recobre a bactéria
(Tortora, G. J., Case, C. L., & Funke, B. R., 2018). Essas propriedades de
membrana estao intimamente relacionadas com a classificacdo de Gram devido
a capacidade de retencéo de corantes (Murray, P. R., Rosenthal, K. S., & Pfaller,
M. A.., 2020). As bactérias gram-positivas retém com exceléncia o corante cristal
violeta corando de tons de violeta. Ja as gram-negativas ndo s&o coradas com
um contra corante como fucsina, adquirindo tons de vermelho (Tortora, G. J.,
Case, C. L., & Funke, B. R., 2018).
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3.2 Infecgoes bacterianas e bactérias de importancia médica

As infecgdes bacterianas se tornaram um problema de saude publica
global, visto que afeta todos os paises. No entanto, paises em desenvolvimento
e subdesenvolvidos acabam se tornando locais onde as infecgbes por
microrganismos resistentes sdo um problema ainda maior. Seja por falta de
acessibilidade a exames microbioldégicos ou pela falta de acesso a
antimicrobianos eficazes, dificulta os tratamentos visto que terapias
erroneamente conduzidas acarretam maiores indices de resisténcia bacteriana
(Hailemariam, M., Alemayehu, T., Tadesse, B., Nigussie, N., Agegnehu, A,
Habtemariam, T., ... & Azerefegne, E., 2021).

As infecgbes bacterianas podem acometer diversos sitios anatémicos em
pacientes. Entre as infecgbes mais comuns observadas em individuos
imunocompetentes as infecgdes do trato geniturinario (ITU) sdo as mais
prevalentes mundialmente. Escherichia coli parece ser o agente causador mais
comumente isolado de amostras de pacientes com este tipo de infecgao. Se
estima que cerca de 150 milhdées de pacientes sdo acometidos por ITU
anualmente e que destes cerca de 95 % dos casos o agente isolado é E. coli
(McLellan, L. K., & Hunstad, D. A. 2016; Lopes, M., & Cechinel-Zanchett, C. C.
2021).

A ITU é caracterizada pela instalagdo de um agente bacteriano no
sistema urinario que compreende desde a uretra até os rins. O uro patégeno
inicialmente se instala na uretra proveniente principalmente da microbiota fecal,
apos ascende a bexiga contaminando essa regido. Caso a infecgdo ndo seja
contida pelo sistema imunolégico ou o uso de antimicrobianos, a bactéria
percorre os ureteres podendo atingir os rins desencadeando um quadro de
pielonefrite Haddad, J. M., & Fernandes, D. A. O. 2019).

Além de E. coli uro patogénica, outros agentes podem acometer o trato
urinario e desencadear um quadro infeccioso. Staphylococcus, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus e Enterococcus sao géneros bacterianos com espécies
importantes principalmente quando se tratando de infec¢gdes nosocomiais
obtidas pela inser¢do de sondas e cateteres urinarios (McLellan, L. K., &
Hunstad, D. A. 2016; Almutawif, Y. A., & Eid, H. M. 2023).
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Ao longo do tempo os antimicrobianos vém se tornando de eficacia
reduzida visto ao crescente indice de resisténcias adquiridas, podendo em
alguns locais serem observadas infecgdes comunitarias causadas por patdgenos
resistentes (Al-Qawasmeh, R. A., Huesca, M., Nedunuri, V., Peralta, R., Wright,
J., Lee, Y., & Young, A. 2010).

3.3 Patégenos ESKAPEE como modelo para avaliagcao antimicrobiana

O numero de BMR responsaveis por infeccbes em humanos vém
crescendo abruptamente nos ultimos anos, e com isso, o numero de pacientes
internados por longos periodos em ambientes nosocomiais concomitante vem
crescendo. Tal fato, muitas vezes s&o observados devido a ineficiéncia
terapéutica, uma vez que as resisténcias surgem tado rapido quando o
lancamento de novos medicamentos antibacterianos (Lopez-Jacome, L. E.,
Fernandez-Rodriguez, D., Franco-Cendejas, R., Camacho-Ortiz, A., Morfin-
Otero, M. D. R., Rodriguez-Noriega, E., & Garza-Gonzalez, E. 2022). No ritmo
atual, se nado forem elucidados novos mecanismos de agao, bem como novos
antimicrobianos contra patdgenos, € esperado que para o ano de 2050 as mortes
ocasionadas por BMR superem as causadas por doencgas crdnicas de impacto,
tais como, o proprio cancer (Lépez-Jacome, L. E., Fernandez-Rodriguez, D.,
Franco-Cendejas, R., Camacho-Ortiz, A., Morfin-Otero, M. D. R., Rodriguez-
Noriega, E., ... & Garza-Gonzalez, E. 2022).

Partindo do grande numero de infecgbes de dificil tratamento,
associadas a resisténcia em ambito hospitalar, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) elencou os agentes bacterianos mais comumente envolvidos em quadros
infecciosos em humanos. Compondo o grupo de patogenos ESKAPEE (Mulani,
M. S., Kamble, E. E., Kumkar, S. N., Tawre, M. S., & Pardesi, K. R. 2019).

Devido a relevancia clinica das infec¢gdes ocasionadas por E. coli, além
da sua participagdo na disseminagao de elementos modveis de viruléncia e
resisténcia, o painel ESKAPE passou a ser ESKAPEE, sendo o ultimo algarismo
referéncia a E. coli (Llaca-Diaz, J. M., Mendoza-Olazaran, S., Camacho-Ortiz,
A., Flores, S., & Garza-Gonzalez, E. 2013; Ruekit, S., Srijan, A., Serichantalergs,
O., Margulieux, K. R., Mc Gann, P., Mills, E. G., ... & Swierczewski, B. E. 2022).
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3.3.1 Enterococcus faecium

apresenta morfologia em forma de cocos, Gram-positivo, anaerdbio
facultativo, de carater oportunista, sendo muito frequente em pacientes
portadores de desordens imunoldgicas, como a imunossupressao
medicamentosa ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Em
ambientes hospitalares essa espécie esta entre as mais prevalentes no quesito
colonizagao de pele e intestino (Elsner, H. A., Sobottka, I., Mack, D., Laufs, R.,
Claussen, M., & Wirth, R. 2000).

No que diz respeito a resisténcias, E.s faecium apresenta resisténcia
préxima a 100% para B-lactamicos (BROWN et al.,2008). Na América do Norte
na década de 80 foi emergente o surgimento de Enterococcus resistente a
vancomicina (VRE). Em 2002 foi detectada em 61% dos isolados dessa espécie
(Elsner, H. A., Sobottka, I., Mack, D., Laufs, R., Claussen, M., & Wirth, R.2000;
Meschiari, M., Kaleci, S., Monte, M. D., Dessilani, A., Santoro, A., Scialpi, F., ...
& Mussini, C. (2023).

Além dos mecanismos de resisténcia e sua capacidade de
disseminagao, ainda conta com genes de viruléncia que influenciam na cadeia
de infecgdo em hospedeiros humanos. Algumas estirpes de E. faecium
apresentam genes que codificam uma proteina denominada proteina de
superficie enterocdcica. Essa proteina fornece a capacidade de formacao de um
espesso biofilme conferindo a capacidade de colonizar superficies inanimadas.
Essa caracteristica possibilita que colénias da bactéria se instale em
instrumentos médicos, aumentando a chance de uma infecgédo cruzada uma vez
que a ativagdo do gene € mediada por temperatura (Gao, W., Howden, B. P., &
Stinear, T. P. 2018).

3.3.2 Staphylococcus aureus

Um importante representante da microbiota da pele, Staphylococcus
aureus, € comumente isolado de inumeras superficies, presente em grande
quantidade nas fossas nasais e nas axilas. Um grande percentual da populagéo
apresenta de forma irregular S. aureus, como microrganismo persistente em sua
microbiota (Pendleton, J. N., Gorman, S. P., & Gilmore, B. F., 2013). Algumas
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cepas de S. aureus apresentam alguns fatores de viruléncias representados
pelas proteinas de lise como proteases, hemolisinas e colagenases que
contribuem na instalacdo e invasdo do microrganismo (Gnanamani, A.,
Hariharan, P., & Paul-Satyaseela, M., 2017; Cheung, G. Y., Bae, J. S., & Otto,
M., 2021.).

Uma caracteristica que pode levar a complicagdes nos quadros
infecciosos por S. aureus é a atividade que algumas estirpes possuem de
produzir toxinas nocivas aos humanos. A exotoxina TSST-1 isolada em cerca de
25% das cepas é responsavel pela sindrome do choque toxico (PARSONNET et
al,2005). Assim, S. aureus também apresenta a capacidade de produzir
enterotoxinas responsaveis por gastroenterites, muitas vezes ocasionadas por
alimentos contaminados pela toxina da bactéria (Azimirad, M., Dezfulian, A.,
Alebouyeh, M., Esfehani, R. B., Shahrokh, S., & Zali, M. R. 2017.; Raineri, E. J.,
Maal3, S., Wang, M., Brushett, S., Palma Medina, L. M., Sampol Escandell, N., &
van Dijl, J. M. 2022).

Devido sua alta prevaléncia e disseminagao S. aureus acaba facilmente
contaminando ferimentos, sitios cirurgicos, e gerando infecgbes nosocomiais
(Raineri, E. J., Maal3, S., Wang, M., Brushett, S., Palma Medina, L. M., Sampol
Escandell, N, ... & van Dijl, J. M. 2022)). As infecgdes por essa espécie podem
ainda ser de carater agudo ou crénico a depender das caracteristicas da cepa
presente. Algumas dessas cepas apresentam a capacidade de formacdo de
biofilme em superficies como implantes de marcapasso o que contribui para a
cronificagcéo da infecgédo (Pendleton, J. N., Gorman, S. P., & Gilmore, B. F. 2013;
Abdullah, N., Erdmann, O. S., & Borges, B. E. 2021).

O pigmento estafiloxantina que confere a coloragdo amarelada a essa
espécie de bactéria € um carotenoide com capacidade de sequestrar espécies
reativas liberadas por fagoécitos do sistema imunoldgico, que um fator de
viruléncia importante na resisténcia do patdégeno frente ao sistema imune do
hospedeiro (Xue, L., Chen, Y. Y., Yan, Z., Lu, W., Wan, D., & Zhu, H. 2019).

O primeiro relato de deteccao e identificacdo de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) ocorreu em 1961. Atualmente devido ao uso de
antimicrobianos que fazem pressao seletiva as cepas MRSA cada vez mais
comuns, representando um problema global (De Oliveira, D. M., Forde, B. M.,
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Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A., ... & Walker, M. J.
2020).

3.3.3 Klebsiella pneumoniae

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, K. pneumoniae é um
patdogeno altamente disseminado, eapresentam altos indices de infecgdes
hospitalares e comunitarias. Sdo bactérias gram-negativas em forma de bastao,
comumente isoladas em sitios infecciosos do trato urogenital, respiratorio e em
alguns casos em amostras de liquido céfalo-raquidiano (Bellich, B., Lagatolla, C.,
Rizzo, R., D'Andrea, M. M., Rossolini, G. M., & Cescultti, P. 2020)).

Uma infecgdo por K. pneumoniae apresenta maior prevaléncia em
imunocomprometidos, jovens e idosos. Devido ao fato dessa bacteria possuir de
forma intrinseca inumeros fatores de viruléncia, suaa instalacdo em um
organismo é facilitada. Apresenta capsula que atua como fator antifagocitario
além de adesinas e fimbrias que facilitam o estabelecimento da infec¢ao, por
facilitarem a fixacdo do patdgeno nos tecidos (Bellich, B., Lagatolla, C., Rizzo,
R., D'Andrea, M. M., Rossolinii G. M., & Cescuttii, P. 2020;
Karampatakis, T., Tsergouli, K., & Behzadi, P. 2023).

Gradativamente, infec¢des por K. pneumoniae vem se tornando de mais
dificil tratamento, uma vez que as resisténcias aos farmacos como aos
carbapenémicos vem se disseminando de forma alarmante em ambientes
hospitalares e comunitarios por via plasmidial. (Pendleton, J. N., Gorman, S. P.,
& Gilmore, B. F. 2013; Kot, B., Piechota, M., Szweda, P., Mitrus, J., Wicha, J.,
Gruzewska, A., & Witeska, M., 2023)

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos apresentados por essa
espécie é um problema global. As enzimas B-lactamase de espectro estendido
(ESBL) e as carbapenemases acabam esgotando as opg¢des terapéuticas, o que
eleva as altas taxas de mortalidade, observadas em infecgbes por K.
pneumoniae. Farmacos eficazes como polimixinas além de apresentarem
significativa toxicidade, ndo sédo de facil acesso para todos, o que pode ser
desfavoravel ao tratamento (De Oliveira, D. M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris,
P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A., & Walker, M. J. 2020).
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As diferentes carbapenemases oriundas das cepas de K. pneumoniae
representam o principal mecanismo de resisténcia dessas bactérias. As cepas
K. pneumoniae carbapenemase (KPC) apresentam extensos fenoétipos para
resisténcia aos antimicrobianos aliado a sua capacidade de ser transferidas para
outras bactérias acaba contribuindo para o panorama das multirresisténcias
(Bellich, B., Lagatolla, C., Rizzo, R., D'Andrea, M. M., Rossolini, G. M., & Cescultti,
P., 2020).

Além da KPC outros genes podem ser transferidos entre bactérias gram-
negativas, inclusive de espécies diferentes. O gene blaOXA, é responsavel por
codificar uma enzima denominada oxacilinase que apresenta amplo espectro de
inativacao frente a antimicrobianos. O gene blaNDM, codifica a enzima New
Delhi Metalobetalactamase. Essas enzimas apresentam extensa acgao
neutralizantes de antimicrobianos contando com variagdes genéticas que
aumentam a abrangéncia de acgédo. Todas podendo serem transmitidas via
plasmidial (Blair, J. M., Webber, M. A., Baylay, A. J., Ogbolu, D. O., & Piddock,
L. J., 2015; Pourgholi, L., Farhadinia, H., Hosseindokht, M., Ziaee, S., Nosrati,
R., Nosrati, M., & Boroumand, M., 2022).

3.3.4 Acinetobacter baumannii

Se trata de uma bactéria gram-negativa, com morfologia cocobacilar e
inatividade fermentativa. Uma infec¢do por A. baumannii ocorre geralmente em
pacientes que estdo por algum tempo em ambientes nosocomiais. Desta forma,
apresenta carater oportunista infectando com frequéncias pacientes com lesées
por queimaduras, em ventilagdo mecanica, além do trato urinario de pacientes
com sondas. (Zhu, W., Chu, Y., Zhang, J., Xian, W., Xu, X., & Liu, H., 2020).

Esta espécie de bactéria apresenta alta capacidade de resisténcia em
ambientes. Assim, pode permanecer por meses em ambientes com variacdes de
PH, temperatura e restrigbes nutritivas. Dessa forma, € uma bactéria capaz de
contaminar objetos se disseminado através de fémites em ambientes de saude,
como centros de terapia intensiva (CTl) (Vila, J., Marti, S., & Sanchez-Céspedes,
J., 2007; Mea, H. J., Yong, P. V. C., & Wong, E. H., 2021). Essa espécie
apresenta maior capacidade de sobreviver nas extremidades dos dedos, por

apresentar espessamento do espaco periplasmatico da sua parede celular, o
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que promove a capacidade de resistir ao ressecamento possibilitando a
contaminagdo cruzada entre pacientes por se manter viavel (Houang, E. T.,
Sormunen, R. T., Lai, L., Chan, C. Y., & Leong, A. S., 1998; Simpson, B. W.,
Nieckarz, M., Pinedo, V., McLean, A. B., Cava, F., & Trent, M. S., 2021).

Em se tratando de mecanismos de resisténcias a antimicrobianos A.
baumannii apresenta por si sO resisténcia intrinseca a algumas classes de
antimicrobianos, como bombas de efluxo para alguns dos principais farmacos
antimicrobianas. A partir de 2011 a 2016 ocorreu um rapido crescimento na
identificacdo de isolados de A. baumannii portadores de resisténcia a
carbapenémicos, se tornando uma das maiores ameagas a saude publica global
no ambito da infectologia (De Oliveira, D. M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris, P.
N., Schembri, M. A, Beatson, S. A., & Walker, M. J., 2020).

De acordo com a OMS, o género Acinetobacter € considerado o0 mais
relevante em termos de espécies com perfil de resisténcia em comparagdo com
outros membros do painel ESKAPEE. Isso se deve a sua alta prevaléncia de
isolados extensivamente resistentes aos antimicrobianos (XRA), representando
um grande risco em ambientes hospitalares (Dehbanipour, R., & Ghalavand, Z.,
2022).

3.3.5 Pseudomonas aeruginosa

Se trata de uma bactéria gram-negativa, com morfologia bacilar, que
apresenta motilidade, gracas a presenga de um unico flagelo, em relagéo a
disposicédo de oxigénio € anaerdbica facultativa, podendo se replicar muito bem
em ambientes de microaerofilia (Davies, J. C., 2002; Qin, S., Xiao, W., Zhou, C.,
Pu, Q., Deng, X, Lan, L., ... & Wu, M., 2022).

Patogeno amplamente disseminado em ambientes aquaticos, P.
aeruginosa € um microrganismo patogénico para humanos. Embora raramente
acometa individuos saudaveis, essa bactéria apresenta altos indices de
contaminacgao de pacientes portadores de desordens imunoldgicas e de doengas
respiratorias crénicas como a fibrose cistica, sendo um patégeno oportunista (De
Oliveira, D. M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson,
S. A, & Walker, M. J., 2020). Mundialmente é responsavel por cerca de 10% das

infeccbes em ambientes nosocomiais e gradativamente vem-se aumentando o
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isolamento dessa bactéria em casos de infecgdes comunitarias (De Oliveira, D.
M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A,, &
Walker, M. J., 2020).

Metabolicamente tem a capacidade de extrair nutrientes de diversas
fontes organicas, incluindo hidrocarbonetos como diesel e por isso essa bactéria
tem capacidade de se estabelecer em ambientes extremos, o que facilita sua
cadeia de infeccdo em ambientes hospitalares (Pendleton, J. N., Gorman, S. P.,
& Gilmore, B. F., 2013). Possui também notdria capacidade de formagéo de
biofilmes em superficies, possibilitando sua instalacdo na superficie de
dispositivos médicos (Lopez-Jacome, L. E., Fernandez-Rodriguez, D., Franco-
Cendejas, R., Camacho-Ortiz, A., Morfin-Otero, M. D. R., Rodriguez-Noriega, E.,
... & Garza-Gonzalez, E., 2022; Qin, S., Xiao, W., Zhou, C., Pu, Q., Deng, X,
Lan, L., ... & Wu, M., 2022).

Estes patdgenos apresentam ampla gama de mecanismos de acgéo
frente a agentes antimicrobianos. Uma caracteristica comumente observada
para P. aeruginosa sao as alteracbes de permeabilidade da membrana que
resultam em resisténcia ao farmaco Imipenem. Esta resisténcia ocorre através
da perda ou alteragdo de uma porina externa denominada OprD que € o principal
receptor para a internalizacdo do farmaco (Poole, K, (2011).; Kiani, M., Astani,
A., Eslami, G., Khaledi, M., Afkhami, H., Rostami, S., ... & Zandi, H. 2021).

Além disso, diferentes cepas dessa espécie podem apresentar até doze
diferentes tipos de bombas de efluxo do tipo Resistance Nodulation Division que
conferem resisténcia a uma ampla quantidade de antimicrobianos como G-
lactdmicos (Hocquet, D., Plésiat, P., Dehecq, B., Mariotte, P., Talon, D., &
Bertrand, X., 2010; Rahbar, M., Hamidi-Farahani, R., Asgari, A., Esmailkhani, A.,
& Soleiman-Meigooni, S., 2021).

Além dos mecanismos fisicos de resisténcia, cepas de P. aeruginosa
contam com mecanismos genéticos enzimaticos para neutralizar a agao de
antimicrobianos de amplo espectro. Cepas dessa espécie podem carregar
consigo genes do tipo ESBL, blaKPC, entre outros, conferindo assim
caracteristica de multirresistente (Wolter, D. J., Kurpiel, P. M., Woodford, N.,
Palepou, M. F. I., Goering, R. V., & Hanson, N. D., 2009; Halat, D. H., &
Moubareck, C. A., 2022).
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3.3.6 Enterobacter spp.

Este género compreende um grupo de bactérias gram-negativas, moveis
em formato de bastdo. Muitas espécies deste género estdo comumente
relacionadas a infecgbes de trato respiratorio e geniturinario. No entanto, os
quadros mais graves e de maior mortalidade ocorrem quando a bactéria atinge
as vias hematogénicas e se dissemina pelo corpo. Em ambientes nosocomiais
onde o fluxo de individuos enfermos & aumentando, ha favorecimento da
disseminagdo dessas bactérias (Davin-Regli, A., Lavigne, J. P., & Pages, J. M.,
2019).

Cepas de espécies multirresistentes de Enterobacter sdo uma realidade
global. Bactérias desse género podem apresentar a capacidade de carregar os
principais genes: KPC, Oxacilinase (OXA) e ESBL o que confere resisténcia aos
farmacos mais utilizados na pratica clinica (Gomez-Simmonds, A., Annavajhala,
M. K., Wang, Z., Macesic, N., Hu, Y., Giddins, M. J., ... & Uhlemann, A. C., 2018).
Existem poucas opcdes terapéuticas eficazes, ficando restrito ao uso de
colistina, tigeciclina e as polimixinas como ultima alternativa contra esses
patogenos (Pendleton, J. N., Gorman, S. P., & Gilmore, B. F., 2013; Tompkins,
K., & van Duin, D., 2021).

Até 2005, cerca de 99,9% das cepas de Enterobacter apresentavam
sensibilidade aos carbapenémicos. No entanto, atualmente essa realidade n&o
€ mais observada, uma vez que no contexto global ja se é possivel observar
relatos de cepas resistentes em todos os 6rgdos da OMS (De Oliveira, D. M.,
Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A., & Walker,
M. J., 2020).

3.3.7 Escherichia coli

Esta espécie de bactéria vem sendo informalmente incorporada ao
grupo de patégenos ESKAPE. Essa inclusdo se justifica pela notavel habilidade
da bactéria em adquirir genes de resisténcia, e sua elevada ocorréncia em
infecgdes do trato urinario, além da sua capacidade de penetrar na corrente
sanguinea e disseminar-se pelo organismo, desencadeando quadros sépticos.
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Assim, este acrbnomo passou a ser recentemente referido como ESKAPEE
(Ruekit, S., Srijan, A., Serichantalergs, O., Margulieux, K. R., Mc Gann, P., Mills,
E. G., ... & Swierczewski, B. E., 2022).

Nas ultimas décadas, varias estirpes multirresistentes de E. coli vem
sendo observadas pelo mundo. As cepas ST131 e ST95 sdo exemplos
uropatogénicas multirresistentes (Li Petri, G., Holl, R., Spano, V., Barreca, M.,
Sardo, |., & Raimondi, M. V., 2023).

Cepas resistentes apresentam capacidade de neutralizar a agéo das
principais classes de antimicrobianos incluindo as aminopenicilinas,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, cefalosporinas e os carbapenémicos (De
Oliveira, D. M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson,
S. A., & Walker, M. J., 2020).

O fato de E. coli conseguir receber e transferir genes de resisténcia a
outros membros do grupo Enterobactereales faz com que este seja um 6timo
vetor de genes de resisténcia (De Oliveira, D. M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris,
P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A., & Walker, M. J., 2020).

Existem varias cepas de E. coli que carregam genes de resisténcia,
como o gene mcr-1, que confere resisténcia a colistina, um antibiotico da classe
das polimixinas. Essa resisténcia é preocupante porque as polimixinas séo
muitas vezes consideradas uma das ultimas opgdes de tratamento para
infeccbes causadas por bactérias multirresistentes (Rodriguez-Santiago, J.,
Cornejo-Juarez, P., Silva-Sanchez, J., & Garza-Ramos, U., 2021).

Os genes de resisténcia, incluindo o mcr-1, podem ser transmitidos entre
diferentes cepas de E. coli e até entre diferentes espécies bacterianas por meio
de vetores plasmidiais, como os plasmideos dos tipos Incl2 e IncX4. Esses
plasmideos podem carregar genes de resisténcia e serem transferidos
horizontalmente entre as bactérias durante processos de conjugacgao bacteriana,
permitindo a disseminagao rapida e ampla da resisténcia a antibioticos (Migura-
Garcia, L., Gonzalez-Lopez, J. J., Martinez-Urtaza, J., Aguirre Sanchez, J. R.,
Moreno-Mingorance, A., Hofle, U., & Gonzalez-Escalona, N., 2020).

A disseminagdo do gene mcr-1 através desses vetores plasmidiais &
preocupante, pois pode levar a propagacéao rapida da resisténcia a colistina em
diferentes populag¢des bacterianas, tornando infecgbes por E. coli ainda mais
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dificeis de tratamento (Zhang, S., Huang, Y., Yang, G., Lei, T., Chen, M., Ye, Q.,
.. &Wu, Q., 2021).

3.4 O indol como esqueleto para a sintese de compostos
farmacologicamente ativos

Por meio da sintese de compostos orgéanicos, é viavel alcangar uma
extensa variedade de moléculas com potencial terapéutico. Dentro desse
campo, os compostos heterociclicos emergem como uma valiosa fonte para a
producdo de novas moléculas bioativas, desempenhando um papel crucial no
avancgo e na criagao de novos farmacos com propriedades terapéuticas (Zhang,
S., Huang, Y., Yang, G., Lei, T., Chen, M., Ye, Q., ... & Wu, Q., 2021.; KALARIA,
P.N., KARAD, S. C., & RAVAL, D. K., 2018; Kalaria, P. N., Karad, S. C., & Raval,
D. K., 2018; Ebenezer, O., Jordaan, M. A., Carena, G., Bono, T., Shapi, M., &
Tuszynski, J. A., 2022; Li Petri, G., Holl, R., Spano, V., Barreca, M., Sardo, |., &
Raimondi, M. V., 2023).

Em razdo destes compostos heterociclicos apresentarem algum
heteroatomo, como oxigénio, nitrogénio e ou enxofre em suas moléculas, se tem
a possibilidade da formacdo de ligagbes de hidrogénios. Tal constituicdo
possibilita assim interacdes com biomoléculas como sitios ativos formando
ligagdes estaveis. Além disso, contribui também na solubilidade do farmaco,
regulando a lipossolubilidade e potencializando a solubilidade em meio aquoso,
melhorando as propriedades farmacologicas para farmacos cujo sitio de agéo
sejam ambientes hidrofilicos. Com isso, as estruturas heterociclicas sao visadas
pela industria farmacéutica na producdo de inumeros insumos ativos para as
mais variadas aplicagbes farmacoldgicas (Wan, Y., Li, Y., Yan, C., Yan, M., &
Tang, Z.., 2019).

O indol se destaca como sendo interessante do ponto de vista
farmacoldgico. Este fato €& decorrente de sua estrutura privilegiada que
apresenta esqueleto molecular com as caracteristicas de atuar de diversas
formas, como: cofator enzimatico, mimese de biomoléculas e interagir com
receptores celulares devido sua estrutura semelhante as encontradas em
organismos biologicos.

Grupamentos funcionais podem ser sintetizados a partir do esqueleto

inddlico permitindo a construcdo de amplas bibliotecas de compostos com
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extensas aplicagdes biotecnolégicas (Vo, Q. V., Trenerry, C., Rochfort, S.,
Wadeson, J., Leyton, C., & Hughes, A. B., 2014).

O indol € uma molécula onde um anel pirrélico esta fundido a um anel
benzénico. O nitrogénio presente em sua estrutura apresenta conformacgéao plana
e seus elétrons participam do sistema aromatico. Assim, de acordo com a regra
de Huckel, o indol € considerado uma molécula aromatica pois apresenta em sua
composi¢cdo um total de 10 elétrons pi, distribuidos em 8 ligagdes duplas e um
par n&o ligantes no nitrogénio do anel pirrol (Chen, J., & Xie, S., 2018).

Os estudos com o Indol datam de meados do século XIX, a partir dos
experimentos com o corante indigo Bayer e Knop inicialmente reduziram o indigo

ao indol (Figura 1) (Nagendrappa, G., 2014).

H C6H807OU OH
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indigo isatina dioxindol
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Destilacdo
indol oxindol

Figura 1. Rota sintética de preparacao do indol (1) a partir do indigo.

O indol (1) apresenta a capacidade de sofrer substituicdo eletrofilica
aromatica na posi¢cao 3 do anel pirrol, através de mecanismos como a reagéo de
Vilsmeier-Haack. A possibilidade de o indol sofrer substituigdo eletrofilica na
posicédo 3 (destacada em vermelho) viabiliza a adigdo de grupos eletrofilicos a
sua estrutura, originando diversos compostos derivados do indol (Xue, J., Zhang,
Y.S., Huan, Z,, Yang, J. D., & Cheng, J. P. 2022).

Moléculas derivadas do indol podem ser encontradas em alguns produtos
naturais, atuando como metabdlitos ativos em plantas. Moléculas como os
glicosinolatos apresentam nas plantas inumeras fungdes, podendo estar
presentes em respostas de defesa imunoldgica vegetal. O indol-3-carbinol I13C é
um glicosinolato originado da decomposigdo do indol-3-metil glicosinolato por
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acao catalitica da enzima mirosinase (figura 2). Diversos estudos relatam o
potencial do I3C como agente antitumoral, atuando frente as células de tumores
de prostata, colon e mama (Katz, E., Nisani, S., & Chamovitz, D. A., 2018). Um
estudo in vitro buscou avaliar a agcdo do I3C frente a linhagens de células
epiteliais tumorais (MCF10CA1a) e ndo tumorais (MCF10A). Foi relatatado que
o I3C foi nocivo a linhagem tumoral levando as células a um estado apoptético,
0 que nao foi observado na linhagem nao tumoral (Rahman, K. W., Aranha, O.
P., & Sarkar, F. H., 2003). Além disso, outros estudos descreveram que os
mecanismos por tras da acdo antitumoral do I13C (Figura 2), ainda ndo foram
bem elucidados, mas suas propriedades de induzir autofagia de células tumorais
de mamiferos é evidentemente uma dessas (Nakamura, Y., Yogosawa, S.,
lzutani, Y., Watanabe, H., Otsuji, E., & Sakai, T., 2009; Galluzzi, L., De Santi, M.,
Crinelli, R., De Marco, C., Zaffaroni, N., Duranti, A., ... & Magnani, M., 2012).
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Figura 2. indol-3-metil glicosinolato I13C.

Outras propriedades atribuidas a derivados inddlicos foram relatadas
(Zhang, N., Turpoff, A., Zhang, X., Huang, S., Liu, Y., Almstead, N., ... & Karp, G.
M., 2016; Silveira, C. C., Mendes, S. R., Soares, J. R., Victoria, F. N., Martinez,
D. M., & Savegnago, L., 013).

Farmacos inddlicos estdo na lista dos mais comercializados do mundo
(Naim, M. J., Alam, O., Alam, J., Bano, F., Alam, P., & Shrivastava, N. , 2016).
Por exemplo, sumatriptano: utilizada no tratamento de quadros de enxaqueca;
delavirdina: antiviral empregado como inibidor de transcriptase reversa do virus
imunodeficiéncia humana (HIV); indometacina: anti-inflamatério ndo esteroidal
indicado para o tratamento de artrites e outros processos inflamatorios;
zafirlucaste: antagonista de receptores dos leucotrienos que inibe o processo de



29

bronco constipacdo sendo utilizado para o tratamento de asma brénquica
(Figura 3) (Naim, M. J., Alam, O., Alam, J., Bano, F., Alam, P., & Shrivastava,
N., 2016).

Indometacina Sumatripano
NH,

HN—S_
T
N
|

Zafirlucaste Delavirdina
Figura 3. Exemplos de derivados inddlicos comercialmente disponiveis como farmacos.

Compostos derivados do 5-bromoindol sdo descritos como promissores
na sintese de moléculas bioativas. Rudavath et al. (2018) avaliaram a acéo
antitumoral de compostos derivados do 5-bromoindolil A e B (Figura 4), através
de ensaio de citotoxicidade em células de linhagem tumoral.
Os compostos exibiram uma atividade antitumoral potente nas linhagens
celulares de cancer HL60 e A549, demonstrando valores de IC50 de 3.913 uM e
4.838 uM, respectivamente. Esses valores foram comparados com os da
cisplatina, um farmaco padrao, que apresentou valores de IC50 de 27 uM e 3

MM, respectivamente.
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Figura 4. 5-Bromoindolil arilceto hidrazida A e B.
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Por outro lado, Hassan et al. (2023) investigaram a atividade anticancer
dos derivados do 5-bromoindol-2-hidrazina (Figura 5), os quais demonstraram
capacidade de bloquear a tirosina quinase (TKI) nos receptores do fator de
crescimento epidérmico EGFR (epidemic growth factor receptor). Esses
receptores sao proteinas de transmembrana com atividade de quinase
citoplasmatica, desempenhando um papel crucial na transducédo de sinais de
crescimento do meio extracelular para o meio intracelular. Esse bloqueio resultou
na interrupcao do ciclo celular das células cancerosas e na indugao da apoptose,

sem afetar as células normais.

Figura 5. 5-Bromoindol-2-nitrofenil-hidrazina.

3.5 Sulfonamidas

Entre os antimicrobianos disponiveis estdo as sulfonamidas, que sao
farmacos antimicrobianos sintéticos com atividade bacteriostatica e bactericida
(Wilden, J. D., 2010). As drogas sulfa, desde a sua introdugdo no mercado no
século 20, vem sendo utilizadas ndo apenas no tratamento de infec¢des
bacterianas, mas para inUmeras outras infec¢coes e disfungdes humanas, tais
como, infecgbes fungicas, virais, parasitarias, atividade anti-inflamatoria,
antagonista ndo seletivo de receptor de vasopressina, entre outras atividades
(Kofaczek, A., Fusiarz, |., tawecka, J., & Branowska, D., 2014).

O emprego das sulfonamidas para o tratamento de infecgdes bacterianas
€ amplamente difundido no mundo, sendo, também muito utilizado frente a
infecgdes veterinarias (Chen, J., & Xie, S., 2018). Historicamente chamadas de
“sulfas” foi a primeira classe de antimicrobiano quimioterapico de éxito na pratica
meédica para o tratamento de bactérias, fungos e protozoarios (Ilbrahim, H. S.,
Eldehna, W. M., Abdel-Aziz, H. A., Elaasser, M. M., & Abdel-Aziz, M. M., 2014).

Em 1935 Gerhard Domagk publicou o artigo com o titulo “A contribution
to chemotherapy for bacterial infections", onde relata a atividade antibacteriana
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do Prontosil rubrum, nome dado ao composto 4-[(2,4-diaminofenol) azo]
benzeno sulfonamida (Figura 6), cujo nome comercial rubrum vem de sua cor
avermelhada e seu emprego inicial destinado a coloragao de bactérias. A sintese
do composto foi inicialmente descrita por Mietzsch e Klarer em 1932 (Azevedo-
Barbosa, H., Dias, D. F., Franco, L. L., Hawkes, J. A., & Carvalho, D. T., 2020).

Q _NH,
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Figura 6. Prontosil rubrum, antibacteriano utilizado inicialmente para coloragdo de bactérias.

O prontosil rubrum é um composto contendo grupo azo (—N=N-). A
compreensao que as sulfonamidas sao compostos ativos contra bactérias veio
inicialmente do estudo de Tréfouél et al. 1935 (Gillette, J. R., 1971) onde
observou in vitro que a enzima azoredutase realiza redugdo do grupo azo do
Prontosil Rubrum em um grupamento amino (-NH2). Dessa forma, produzindo
um metabdlito ativo a sulfanilamida, uma sulfonamida e 1,2,4 -triaminobenzeno

como produto secundario (Figura 7) (Stork, W., 2005).
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Figura 7. Biotrasnformagao do Prontosil Rubrum.
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A atividade bacteriostatica das sulfonamidas de primeira geragao, como
a 4-aminobenzenosulfonamida, ocorre por competicdo com o acido para-amino
benzoico (PABA). Devido a semelhangca molecular entre o farmaco e o PABA
ocorre interferéncia na via de sintese de acidos nucleicos, pois o acido folico é
essencial para a sintese das purinas, timina e metionina em bactérias. Tal
mecanismo se da através da interrupgao da atividade da enzima dihidro-pteroato
sintetase que origina o 7,8-diidropteroato e consequentemente a ag&o catalitica
da enzima dihidrofolato sintetase resulta no acido tetrahidrofélico, como
demostrado no (Figura 8) (Richey, D. P., & Brown, G. M.,1969).
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Figura 8. Agcéo da 4-aminobenzenosulfonamida.

Perturbacdes na sintese dos acidos nucleicos acabam impedindo a
multiplicagdo da célula até sua apoptose, além disso possibilita a inativacdo do
patogeno pela agédo do sistema imunoldgico do hospedeiro (Ait Lahcen, A., &
Amine, A., 2018). Inumeros farmacos antimicrobianos contendo o grupo
sulfonamida s&o descritos. Entre estes, os mais utilizados sdo a Sulfacetamida,
Sulfametoxazol e Sulfassalazina, (figura 9) (Baran, W., Adamek, E., Ziemianska,
J., & Sobczak, A., 2011).
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Figura 9. Sulfonamidas como farmacos antimicrobianos.

Devido ao surgimento de cepas resistentes, as sulfonamidas raramente
sdo utilizadas de forma isolada para o tratamento de infecgbes bacterianas. A
sua associagao de trimetoprim-sulfametoxazol possibilitou que o farmaco
apresentasse novamente atividade antibacteriana (Tenorio, G., & Carranza, R.
R., 1976).

Com a descoberta da atividade biolégica das sulfonamidas diversas
variagdes quimicas foram sintetizadas, para as mais variadas fung¢des, incluindo
entre essas a atividade anticancer (Rakesh, K. P., Wang, S. M., Leng, J.,
Ravindar, L., Asiri, A. M., Marwani, H. M., & Qin, H. L., 2018).

3.5.1 Farmacocinética, farmacodinamica das sulfonamidas

No geral as sulfas apresentam uma boa absor¢ao via oral, cerca de 70
a 100% do farmaco é absorvido por via gastrointestinal (Korolkovas, A., &
Franga, F. F. D. A. C. D. F., 2006). Além disso, as sulfonamidas também podem
ser administradas via intravenosa em pacientes que apresentam restricdes
guanto ao uso via oral. Por via topica seu uso é muito restrito a casos de
gueimados onde € usado a sulfadiazina de prata a qual previne a sepse causada
por colonizagdo de patdégenos bacterianos nos ferimentos de queimaduras
(Howland, R. D., Mycek, M. J., Harvey, R. A., & Champe, P. C., 2006).
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A distribuicdo das sulfonamidas é feita a partir da via hematogénica no
qual as moléculas do farmaco se ligam a albumina sérica. A sua forma conjugada
a proteinas plasmaticas pode ser evidenciada a uma proporcao de 15% a 90.
Assim, obtém-se um fendbmeno de aumento do tempo de meia-vida do farmaco
(Prescott, J. F., 2013).

A forga da ligagdo depende da constante de ionizag&o (pKa) do farmaco.
Quando o pKa, do farmaco € baixo ela se liga mais fortemente a albumina. As
sulfonamidas tém uma boa distribuicdo através dos liquidos corpdreos, tendo
uma boa difusdo em agua (Prescott, J. F., 2013). Dessa forma, apresenta a
capacidade de atingir espagos como as meninges e a placenta, importantes
sitios se tratando de infec¢des bacterianas de dificil tratamento (Howland, R. D.,
Mycek, M. J., Harvey, R. A., & Champe, P. C., 2006).

No figado as sulfonamidas sofrem processo de oxidagéo de fase |, além
de acetilagcdo de fase Il e conjugagdo ao acido glicuronideo seguido de
hidroxilagdo aromatica. Seus produtos de biotransformacédo sao inertes contra
bactérias. No entanto, apresentam um potencial toxigénico significativo, tendo
seu uso empregado com cautela principalmente em pacientes com desordens
renais (Garcia-Galan, M. J., Diaz-Cruz, M. S., & Barceld, D., 2008).

Nos rins podem levar a formagdo de cristais por precipitacdo em
determinadas faixas de pH. Esses cristais podem ser fisicamente nocivos ao
trato urinario. De forma geral, a excre¢ao das sulfas ocorre por via renal atraves
da filtragdo glomerular (Howland, R. D., Mycek, M. J., Harvey, R. A., & Champe,
P. C., 2006). Residuos de sulfonamida ainda podem ser encontrados no leite,
pois esses farmacos também sao excretados através das glandulas mamarias e
se concentrarem no leite (Raviolo, M. A., Rambla-Alegre, M., Clausell-Tormos,
J., Capella-Peiro, M. E., Carda-Broch, S., & Esteve-Romero, J., 2007).

As sulfonamidas se apresentam como um pé branco de aspecto
cristalino, com reduzida hidrossolubilidade em solventes aquosos. Apresentam
comportamento anfotérico devido ao fato de possuirem grupamentos funcionais
mistos, ou seja, acidos e basicos (Korolkovas, A., & Burckhalter, J. H., 1988).
Dessa forma as sulfonamidas se comportam como zwitterions em algumas faixas
de pH. O comportamento zwitterions é caracterizado por uma molécula hibrida
dipolar. Caracteristica a qual desempenha importancia nas propriedades
antibacterianas das sulfonamidas (Korolkovas, A., & Burckhalter, J. H., 1988).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Microrganismos Modelo

Para o estudo, foram empregadas cepas do grupo ESKAPE
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC), nomeadamente E.
faecalis (ATCC 29212), S. aureus (ATCC 25923), K. pneumoniae (ATCC
700603), P. aeruginosa (ATCC 27853), A. baumannii (ATCC 19606) e E.
aerogenes (ATCC 13048), conforme descrito por Dala Lana et al., (2019). Além
disso, devido a sua importancia epidemioldgica, E. coli (ATCC 25922) também
foi incluida na pesquisa.

4.2 Sintese dos derivados inddlicos

Sintese dos compostos derivados do indol (1)

Os compostos foram sintetizados e purificados mediante o uso de
reagentes e solventes adquiridos comercialmente. Apds a conclusdo dos
procedimentos de sintese, os compostos foram purificados e avaliados por meio
de cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica gel 60G F-254.
A visualizagdo foi realizada sob luz UV (256 nm). Em seguida, procedeu-se a
cromatografia flash, utilizando colunas de silica gel 60 (230-400 mesh) e um
sistema de eluentes apropriados.

Os espectros de RMN-"H foram adquiridos em um equipamento Bruker
Avance Ill 400 MHz, empregando tetrametilsilano (TMS) como padréo interno e
CDCIl3; como solvente.

Sintese do 1H-indol-3-tiol (2)

Inicialmente, a reag&o ocorreu entre 5,12mmol de indol (1) e 5,12mmol de
tioureia em 12mL de metanol, sendo essa solucio tratada com uma mistura de
5,12 mmol de iodo e 5,12 mmol de iodeto de potassio em 12 mL de agua,
adicionada gota a gota (Figura 10) adaptado de Rocha, A., Marques, M. M. B.,
& Lodeiro, C., 20009.
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Figura 10. Sintese do 3-tio-indol (2).

A solugao foi submetida a agitagdo constante, utilizando-se um agitador
magneético a temperatura ambiente por um periodo de 4 horas e 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 8 mL de uma solu¢do de NaOH 2M ao meio
liquido, e o baldo foi colocado em um sistema de refluxo a 78 + 5 °C, sendo
mantido nessa condigdo por 40 minutos para eliminar o metanol, seguido de
rotaevaporacao.

Ao final desse periodo, foram adicionados 10 mL de HCI 6M. Apds, foi
realizada a adicdo de uma porcao suficiente de sulfato de sddio anidro para
formacdo de um corpo de fundo de sulfato de sédio anidro. Em seguida, o
produto foi filtrado e seco em bomba, resultando em um sélido de coloragéo
amarelada com odor caracteristico devido ao grupamento tio, corroborando as
descrigdes de Rocha, Marques & Lodeiro (2009). O rendimento variou entre 78%
e 89%. Um teste de ponto de fusdo (PF) foi conduzido no soélido, situando-se
entre 99 e 100 °C.

O produto final foi avaliado inicialmente utilizando uma mistura de
hexano/acetato de etila (EtOAc) na proporgao de 1:1, acrescida de uma gota de
isopropanol e revelada em placas de silica gel 60G F-254. Como controles, foram
utilizados indol, tioureia e tioindol (obtidos da biblioteca do grupo). Para a
visualizagao, foi empregada luz UV (com comprimento de onda de 256 nm),
sendo observado o consumo do reagente de partida através da fraca marcacgéo
referente ao indol, e surgimento de uma marcagao na posi¢cao referente ao

tioindol.

Sintese do cloreto de 1H-indol-3-sulfonila (3)

A reagdo, seguindo a metodologia proposta por Madabhushi e
colaboradores (2014), foi iniciada adicionando 0,15 g, (1,0 mmol) de tioindol 2 a
um baldo reacional contendo 3 mL de agua, adjunto a 0,07 g (1,0 mmol) de KCI.

Em seguida, foram adicionados 1,9 g (2,5 mmol) de oxone. A reacgédo foi
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acompanhada a cada 5 minutos por CCD, até que se tivesse o consumo total do
reagente de partida em 20 minutos, tendo como padrdo de cromatografia o
tioindol, utilizando como solvente Hexano/EtOAc 7:3 acrescido de uma gota de
EtOH isopropilico (Figura 11).
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Figura 11. Proposta de sintese dos cloro-sulfonil-indol (3).

4.3 Aspectos éticos

Este estudo dispensa a apreciacdo de comités de ética, uma vez que,
apenas serao utilizadas cepas ATCC no processo.

4.4 Analise estatistica

O presente projeto dispensa a realizagao de testes estatisticos uma vez
que a metodologia adotada néo utiliza essa ferramenta para analise dos dados

gerados.

4.5 Avaliacao da Concentragao inibitéria minima (MIC)

Para a determinagdo da MIC foi empregada a técnica de avaliagéo
adaptada da metodologia descrita no manual do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) m100(2020). O in6culo de trabalho foi preparado em
caldo Mueller-Hinton (MH) em tubos cénicos altamente transparentes. Estes
tubos foram entdo incubados em movimento constante a 36 £ 1°C por um

periodo de 4 horas, até que ocorresse turvacgao.

A partir dessa amostra, foi preparado um inéculo de trabalho. Com o
objetivo de obter um caldo com cerca de 10* unidades formadoras de col6nia
(UFC)/mL £ 1 log, o indculo foi ajustado pela adi¢do de caldo MH estéril até a
observacado de uma absorbancia entre 0,08 e 0,13 a 625 nm.

O ensaio para determinar a MIC foi realizado em uma placa de 96 pogos
de fundo redondo, organizada em 12 colunas e 8 linhas. As colunas foram
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numeradas de 1 a 12, e as linhas foram marcadas com letras de A até H. O
ensaio foi dividido em trés grupos principais: nas colunas de 1 a 10, foi realizado
o teste (T); na coluna 11, foram posicionados os controles positivos (CP) nas
posicdes A, B e C, e os controles negativos (CN) nas posi¢des F, G e H; na
coluna 12, foi colocado o grupo de antimicrobianos referéncias (ARF).

O teste foi padronizado para que, ao final da adigdo dos reagentes, o
volume total fosse de 100 yL em cada poc¢o. Na linha A, foi pipetado o primeiro
ponto das diluicdes seriadas, sendo transferidos 95 pL de solugao indculo + 5 L
das moléculas teste nos pogos correspondentes ao grupo T e 5 pL de
antimicrobianos padrées ampicilina (AMP) no grupo AFR. Nos demais pogos
(linhas B até H) dos grupos T e GAP, foram pipetados 50 yL de solug¢ao indculo.
Posteriormente, utilizando uma pipeta multicanal, foram feitas dilui¢des seriadas,
transferindo 50 yL da linha A para a linha B, homogeneizando sete vezes, e
repetindo esse procedimento até a linha H.

Por fim, as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Apds esse
periodo, foi realizada a avaliacdo e determinacado da MIC, considerando como a
ultima diluicdo seriada onde nao foi possivel observar turvacdo a olho nu

conforme (Figura 12).
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Figura 12. Ensaio de MIC conforme os grupos do experimento.

Legenda: Laranja: grupo Teste (T); Azul: grupo controle positivo (CP); Cinza: grupo

controle negativo (CN) e Roxo: grupo antimicrobiano referéncia (ARF).

4.6 Avaliacao da Concentragao bactericida minima (MBC)
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Ap0s o periodo de incubagao para determinar a MIC, foram identificados
0S POcOos nos quais ndo houve crescimento na presenga das moléculas em teste.
Esses pogos foram inoculados em agar MH, utilizando uma referéncia de posi¢cao
conforme (Figura 13). As placas foram entdo incubadas por 24 horas a 37 °C, e
posteriormente, foi observada a presenca ou auséncia de formagéo de colbnias
no meio.

A MBC foi entdo determinada como o ponto no qual ndo houve formacéao
de colbnias quando incubadas em uma subcultura em meio sélido, conforme
descrito por (Yamaguchi, N., Satoh-Yamaguchi, K., & Ono, M., 2009).

B 3 [ E F

~_

Figura 13. Mapa referéncia MBC.

4.7 Teste de Checkerboard (CK)

Para conduzir o ensaio, foram utilizadas cepas padrdes de acordo com
os resultados prévios de MIC obtidos. Os antimicrobianos ARF, foram
preparados de acordo com as MICs recomendadas pela CLSI, (2020),
especificas para a cepa ATCC em estudo.

Os antimicrobianos e moléculas sintéticas da biblioteca foram
combinados de acordo com a cepa testada: vancomicina (vanco) para bactérias
gram-positivas e ampicilinpara bactérias gram-negativas.

O presente teste foi adaptado seguindo o ensaio proposto por Kuper et
al. (2009). Para o experimento, foram utilizados inéculos corrigidos para atingir
uma proporgdo de 10° UFC/mL, a partir de um indculo inicial padronizado com
base na escala de McFarlan de 0,5 (equivalente a 0,08 a 0,13 de absorbancia
em 625 nm), correspondendo a 108 UFC/mL. Em seguida, foi realizada uma
diluicdo em caldo Mueller-Hinton (MH), conforme descrito por (Kuper, K. M.,
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Boles, D. M., Mohr, J. F., & Wanger, A., 2009).

O ensaio foi realizado em uma placa de 96 pogos de fundo redondo.
Inicialmente, foram pipetados 95 uL do inéculo padrdo em cada um dos pogos.
Em seguida, foram adicionados nos pogos de teste e padrdées 5 uL da solugao
contendo os compostos de teste e os antimicrobianos padrées (Figura 14).

A concentracgao foi ajustada de forma que o primeiro pogo contivesse uma
concentragao de 60 ug/mL do antimicrobiano padréo e 250 uyg/mL das moléculas
em teste. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo seriada, transferindo 50 uL
de um pocgo para o seguinte, repetindo esse procedimento para obtengdo das
dilui¢des binarias, conforme descrito por (Lorian, V., 2005).
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.
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Figura 14. Exemplo de placa do teste de CK.

Os resultados obtidos ap6s o periodo de incubacéo foram avaliados por
meio do célculo do indice de Concentragéo Inibitéria Fracionada (ICIF),
utilizando o valor da Concentragdo Inibitéria Fracionada (FIC), conforme
ilustrado nas (Figuras 15 e 16) (Kumar, S. N., Siji, J. V., Nambisan, B., &
Mohandas, C., 2012).



Calculo:
FIC= A

MICa
Ex.

FIC=0.05/0.1=0.5.

Onde:
A = MIC do composto combinada.
MICa= MIC do composto isolada.

Figura 15. Determinagao da FIC.

ICIF=FICa + FICe

Ex.
ICIF=05+05=1

Onde :
FICx € a FIC do composto 1.
FICs € a FIC do composto 2.

Figura 16. Determinagao da ICIF.
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Os valores de ICIF foram analisados de acordo com a classificacao
descrita por Kumar et al, 2012, conforme a (Tabela 1).

Tabela 1. Interagbes de ICIF de acordo com os valores de CIF.

Interagdo ICIF
Sinergismo ICIF =0,5
Aditivo 0,5>ICIF <1
Indiferente 1>ICIF<2
Antagonismo ICIF > 2

IFIC: indice de concentragao inibitéria fracionada.
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