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1. INTRODUGCAO

As taxas de resisténcia bacteriana a diferentes farmacos séo crescentes,
representando uma das maiores causas de mortalidade e morbidade
mundialmente. Com isso, infec¢cdes associadas a bactérias multirresistentes,
necessitam de cuidados mais intensivos, internacdes hospitalares prolongadas e
maiores custos de assisténcia a saude (WHO, 2018).

De acordo com a WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO, 2018), as
bactérias multirresistentes consideradas como prioridade critica para pesquisa e
desenvolvimento de novos antibacterianos, sdo: Acinetobacter baumannii e
Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos. Outras bactérias, como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), séo consideradas como alta
prioridade e, apesar de ndo constar na lista, Staphylococcus epidermidis emergiu
nos ultimos anos como um importante agente causador de infeccédo hospitalar, o
gual vem destacando-se como um patdégeno multirresistente (HEILMANN,
ZIEBUHR e BECKER, 2018).

Considerando a necessidade da descoberta de novos farmacos mais
eficientes, os pirazéis e seus derivados destacam-se por serem moléculas
bioativas, possuindo propriedades farmacologicas, como ac¢do antidepressiva,
anticancer, anti-inflamatdria, antibacteriana, antifingica e antiviral (KARROUCHI et
al., 2018). Sdo compostos heterociclicos com dois atomos de nitrogénio adjacentes
em seu anel de cinco membros, sendo considerado como um dos grupos de
compostos mais estudados dentre a familia dos azéis (KARROUCHI et al., 2018).

Além disso, a sintese desses compostos pode ser feita por quimica limpa,
utilizando solventes renovaveis, apresentando altos rendimentos e pureza, além
das reacdes serem realizadas em pouco tempo (PIZZUTI et al., 2009). Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antibacteriana de
compostos derivados de pirazéis frente a bactérias de importancia em infec¢des
nosocomiais, como: S. aureus, S. epidermidis, A. baumannii e K. pneumoniae.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas duas moléculas sintéticas derivadas do composto pirazélico
1-tiocarbamoil-3,5-diaril-4,5-di-hidro-1H-pirazol 2a-2b, intitulados como BNO3 e
BN11. Os mesmos foram avaliados contra cepas padréo de S. aureus ATCC 25904,
S. epidermidis ATCC 35984, A. baumannii ATCC 19606 e K. pneumoniae ATCC
700603, pertencentes a bacterioteca do Laboratério de Biologia Molecular de Micro-
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organismos (LBMM), Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DMP),
Instituto de Biologia (IB), Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

A Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada através da Técnica
de Microdiluicio em Caldo como estabelecido pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018). Foram feitas diluicbes de razdo dois das
moléculas em Caldo BHI (Brain and Hearth Infusion — Kasvi®) variando de 1 a 1.024
ug.mL?, em seguida foram adicionados 50 uL do inéculo bacteriano (1,5 x 10*
UFC.mL1). Como controles foram utilizados o meio de cultivo, meio de cultivo
acrescido do in6culo bacteriano, meio de cultivo acrescido das moléculas sintéticas
pirazélicas teste e meio de cultivo acrescido de 20% de DMSO e in6culo. As placas
foram incubadas a 36°C por 24h e os testes realizados em triplicata. Apos o periodo
de incubacao, foram adicionados 10uL do corante revelador Resazurina 0,02%
(Sigma-Aldrich ®) em todas as cavidades. Para leitura o surgimento da coloracao
rosa indicou possivel viabilidade celular bacteriana, sendo assim possivel
determinar a CIM.

Com base nos resultados obtidos na CIM, foi determinada a Concentragao
Bactericida Minima (CBM), segundo CLSI, 2018. A partir dos pocos onde houve
inibicdo do crescimento bacteriano, foi coletada uma alcada para repique em agar
BHI e apos o periodo de incubacgdo de 16-18h a 36°C, foi verificado em quais
concentracfes as moléculas tiveram acgéo bactericida, indicada pela auséncia do
crescimento bacteriano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel verificar que nenhuma das
moléculas sintéticas avaliadas apresentaram acédo bactericida, dentre as
concentracOes testadas. A acao inibitoria das mesmas foi observada apenas para
as bactérias Gram-negativas utilizadas nos testes, sendo a CIM obtida na maior
concentracdo avaliada (Tabela 1).

Tabela 1: Atividade antibacteriana de moléculas derivadas do 1-tiocarbamoil-3,5-
diaril-4,5-di-hidro-1H-pirazol 2a-2b.
Cepa ATCC CIM (ug.mL™)

BNO3 BN11
S. aureus ATCC 25904 - -
S. epidermidis ATCC 35984 - -
K. pneumoniae ATCC 700603 1.024 1.024
A. baumannii ATCC 19606 1.024 1.024

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; - : ndo detectado.

Semelhante aos nossos resultados, CHANDRAKATHA et al. (2012)
demonstraram a acdo de compostos pirazoélicos frente a bactérias Gram-negativas,
como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, entretanto os valores de CIM
obtidos foram menores do que as encontradas em nosso estudo, sendo de 12,5
pg.mL2.

Diferente dos resultados obtidos em nosso estudo para bactérias Gram-
positivas, S. aureus ATCC 25904 e S. epidermidis ATCC 35984, B'HATT E
SHARMA (2017) relatam a acdo de compostos pirazélicos contra S. aureus e
Streptococcus pyogenes. Além disso, ja foi descrito a acdo desses compostos
contra MRSA (RAHMIZADEH et al., 2010).
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Estudos demonstram que as moléculas obtidas a partir de pirazéis
apresentam acao in vitro contra diferentes micro-organismos. Dentre eles, espécies
de Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, (MERT et al., 2014),
Candida albicans (B'BHATT e SHARMA, 2017), Bacillus subitlis
(CHANDRAKANTHA et al., 2012) e Mycobacterium tuberculosis (AHSAN et al.,
2011).

Apesar dos resultados apresentados aqui serem parciais e demostrarem
relevancia apenas para bactérias Gram-negativas, 0s piraz0is e compostos que
podem ser obtidos a partir deles demonstram-se bastante promissores com relacao
a suas propriedades farmacolégicas. Em estudo realizado por ANH et al. (2017)
avaliando peptideos obtidos a partir de derivados dos aminoéacidos N-alquil/aril-
pirazol, foi observada a acdo conta MRSA in vitro, sendo possivel inferir que o
mecanismo de a¢do foi na membrana celular, além de exibir também atividade anti-
biofilme e anti-inflamatoria.

Acredita-se que alteracdes na estrutura quimica dessas moléculas poderiam
alterar suas propriedades biolégicas, bem como, a associagdo com outros
farmacos pode potencializar seus efeitos. Como demonstrado no estudo realizado
por ANUSH et al. (2018), onde a combinacéo de quitosana com pirazois foi mais
eficiente na inibicdo de diferentes micro-organismos, dentre eles K. pneumoniae e
S. aureus, quando comparados ao tratamento com as moléculas individualmente.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que as moléculas
derivadas de pirazois ndo demonstraram acao contra as cepas padrdo de S. aureus
ATCC 25904 e S. epidermidis ATCC 35984, entretanto, apresentaram acao
inibitéria contra K. pneumoniae ATCC 700606 e A. baumannii ATCC. Contudo,
considera-se importante a realizacdo de mais testes a fim de melhor avaliar a acao
desses compostos, sua combinacdo com antimicrobianos convencionais, bem
como sua citotoxicidade para futura aplicacdo em férmulas farmacéuticas.
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