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Resumo: Hodiernamente, um dos grandes problemas da saude publica é o aumento
das doengas causadas por bactérias multirresistentes. Logo, este estudo objetivou
avaliar a atividade antibacteriana e moduladora de antibidticos de um derivado
arilaminometilénico do acido de Meldrum em cepas multirresistentes. Para a
Concentragéo Inibitéria Minima, realizou-se a microdiluicdo em caldo, com o composto
N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo- [1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-piridin-2-il}-acetamida
com cepas multirresistentes de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Para a atividade modificadora, teve-se 0 composto em
concentracao sub-inibitéria (CIM/8), associado as fluoroguinolonas. O composto direto
ndo teve atividade antibacteriana relevante. Entretanto, combinado as
fluoroquinolonas, apresentou sinergismo, reduzindo a concentra¢cdo dos antibiéticos.
Os resultados sao justificados, principalmente, pela estrutura quimica do composto
gue intensifica a acado dos antibiéticos associados. Conclui-se que este composto
derivado do arilaminometilénico do acido de Meldrum, pode ser um forte aliado dos
antibacterianos.
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1. Introducéao

Hodiernamente, percebe-se que uma das principais problematicas que
atuam sobre a saude publica em uma escala mundial, € a resisténcia bacteriana.
Nesse sentido, observa-se ainda que no transcorrer dos anos a busca por
medidas capazes de controlar esse processo apresentou-se de forma continua
(OLIVEIRA, 2008).

Nesse contexto, convém destacar ainda que o mecanismo de resisténcia
adquirido pelas bactérias a acdo dos antibidticos, estd proporcionalmente
relacionada com o uso indiscriminado e indevido deste mesmo. Essa questao
torna-se cada vez mais motivo de preocupacao na sociedade moderna, nao
apenas pelo seu elevado perfil de adquirir resisténcia como resposta a acao de
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drogas, mas também por ter como caracteristica um processo irreversivel
(SANTOS, 2004).

Os mecanismos de atuacao dos antibidticos estdo em concordancia com as
caracteristicas de sobrevivéncia das bactérias, seja esta Gram positiva ou Gram
negativa. Independente da sua natureza, um aspecto que imutavel é que a
bactéria necessita que sua parede celular esteja conservada, para que suas
funcbes se mantenham constante e inabalaveis, pois esta estrutura €
determinante e imprescindivel para sua integridade e sobrevivéncia.
(GOODMAN; GILMAN, 2008).

Frente aos aspectos ja mencionados, é perceptivel que a utilizacdo de
antibidticos como estratégia de controle para as bactérias multirresistentes, ja
ndo é suficiente para a minimizagao de tal problematica. Assim, faz-se cadavez
mais presente estudos voltados para o mecanismo de a¢cao sobre o crescimento
bacteriano, que realizam uma combinacdo entre os antibidticos ja descritos,
agindo em conjunto com compostos quimicos (SILVEIRA et al.,2006). Como
exemplo de um composto que apresenta um significativo potencial para a
realizacdo de tal combinacdo, tem-se os heterociclicos nitrogenados, que ja
apresentam grande aplicabilidade na quimica medicinal (NASATO, 2017), e
dentro desse composto tem-se o arilaminometilénico do acido de Meldrum, e
seus derivados, que também apresentam grande potencial para aplicacdo
clinica .

2. Objetivo

Avaliar a atividade antibacteriana e moduladora de antibi6ticos de um
derivado arilaminometilénico do &cido de Meldrum em cepas multirresistentes.

3. Metodologia

A priori, foi realizada a diluicAo dos antibidticos e do derivado
arilaminometilénico do acido de Meldrum, em 1ml de DMSO (dimetilsulfoxido) e
em A4gua estéril para homogeneizar a mistura. Foram usadas cepas
multirresistentes, sendo estas: Escherichia coli (EC 06), Staphylococcus aureus
(SA 10) e Pseudomonas aeruginosa (PA 24). As bactérias foram semeadas em
meio de cultura sélido Heart Infusion Agar em placa de Petri e mantidas na estufa
bacterioldgica a uma temperatura de 37° C por um periodo de 24 h.

Para a preparacao dos inoculos, tubos de ensaio contendo solucéo salina
estéril (0,9% NaCl) foram preparados, em seguida adicionou-se a amostra
bacteriana ja crescida nessa solugéo, os tubos foram levados ao agitador vortex
e tiveram sua turbidez comparada com a escala de McFarland 0.5 que
corresponde a 10° UFC (Unidades Formadoras de Colbnias).

Para a realizacéo da Concentracao Inibitoria Minima, foram preparados tubos
Eppendorf contendo 900 pl do meio de cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion)
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a 10% e 100 ul do in6culo. O conteudo foi distribuido em placas de microdiluicao
de 96 pocos, sendo adicionados 100 pl em cada pogo. Em seguida, foi feita a
microdiluicdo seriada utilizando-se 100 pl dos compostos, até o penultimo poco,
sendo este o controle de crescimento bacteriano, de modo que a concentracao
variou de 512 a 8 pg/ml. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e as
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C e mantidas por 24h
(OLIVEIRA et al, 2017). Para a leitura do resultado da CIM, 20 pl de resazurina
foram adicionados em cada poco, apés um periodo de 1h, foi possivel observar
a mudanca de cor, onde a cor rosa indicou que houve o crescimento bacteriano
e a permanéncia da cor azul indicou a auséncia de crescimento bacteriano.

Para a realizacdo da acao modificadora do composto, em tubos Eppendorf
foram adicionados 1162 pl de BHI 10%, 150 pl do in6culo de cada bactéria e
uma quantidade do composto atendendo a concentragao sub-inibitéria (CIM/8 =
128 pg/ml). Para os controles de modulacdo do teste, foram preparados
Eppendorfs com 1350 pl do meio BHI 10% e 150 pl do in6culo. O contetdo dos
tubos foi distribuido em placas de microdiluicdo de 96 pocos, 100 pl em cada
poco, em sentido numérico. A microdiluicdo seriada foi realizada com 100 ul de
cada antibidtico, até o penultimo poco. Os testes foram realizados em triplicata
e as placas levadas para estufa bacteriolégica por 24h a uma temperatura de
37 °C, apOs esse periodo foi realizado a leitura do teste com a resazurina,
observando a mudanca de cor.

Para a analise dos resultados obtidos, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 5.0, os dados foram analisados através de um teste ANOVA de
duas vias, sendo utilizado como dados centrais a média geométrica das
triplicatas e o desvio padrdo da média. Posteriormente, teve-se a realizacédo do
teste post hoc de Bonferroni, sendo considerado significativo um valor de p <
0,05 e < 0,0001 e p > 0,05 foi considerado insignificante.

4. Resultados

A atividade antibacteriana direta do composto N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo-
[1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-piridin-2-il}-acetamida, contra as bactérias de
Escherichia coli (EC 06), Pseudomonas aeruginosa (PA 24) e Staphylococcus
aureus (SA 10), ndo apresentaram resultado satisfatorio para o ambito clinico.
Pois, através do teste da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do composto
sobre as bactérias multirresistentes, o resultado da concentracao foi equivalente
a um valor de 1024 pg/ml, sendo este um resultado ndo muito relevante.

Os resultados conseguidos nos testes de modulagdo com o composto N-
{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo-[1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-piridin-2-il}-
acetamida associado a acdo das fluoroquinolonas (lomefloxacina, ofloxacina e
norfloxacina), apresentaram acdo sinérgica em todas as combinacoes,
diminuindo a concentracao inibitéria minima dos antibiéticos sobre as bactérias
multirresistentes. Em Escherichia coli (EC 06) a CIM com lomefloxacina,
ofloxacina e norfloxacina, foi de 16 pg/ml; 16 ug/ml e 32 pg/ml, depois da
associacao reduziram para 8 ug/ml; 4 pg/ml e 8 pg/ml respectivamente. Com
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Staphylococcus aureus (SA 10), obteve-se como resultado da concentracdo
inibitéria minima do lomefloxacina um valor de 64 pg/ml, com ofloxacina a
concentracéao foi de 16 pug/ml e a norfloxacina apresentou um resultado de 128
pg/ml. Com a associagédo dos fluoroquinolados com o composto os resultados
da CIM passaram a ser de 16 pg/ml, 8 pg/ml e 64 pg/ml, respectivamente. Nos
ensaios com a Pseudomonas aeruginosa (PA 24), a concentragdo inibitoria
minima dos antibioticos: lomefloxacina, ofloxacina e norfloxacina foram
respectivamente, 16 pug/ml, 16 pg/ml e 128 pg/ml. J& quando a acdo desses
antibidticos foi combinada com a acéo do produto testado, os resultados da CIM
reduziram para 8 ug/ml, 4 ug/ml e 64 pg/ml (FIGURA 01).

Os resultados sinérgicos, observados nos ensaios da atividade modificadora
dos antibioticos, quando associados a acao do composto N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-
dioxo-[1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-piridin-2-il} acetamida, esta
diretamente relacionada com a estrutura quimica do composto, bem como como
0 mecanismo de acdo dos antibioticos, onde a combinacdo desses fatores
permite que ocorra uma intensificacdo na atividade de atuacédo dos antibiéticos
sobre as bactérias multirresistentes.

O mecanismo de a¢do desses antibibticos, inibem da atividade do DNA, bem
como a acdo de algumas enzimas provocando a morte celular. Esses
antibacterianos, atuam sobre a DNA girase, que € o principal objeto de atuacéo
nas bactérias Gram negativas, como € o0 caso da Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, e afetam também a enzima Topoisomerose IV que é
a principal via de acéo desses bactericidas em organismos Gram positivas, como
€ 0 caso da Staphylococcus aureus (OLIVEIRA; PEREIRA, 2010).

N o rfloxacina
Norflo+AAM

O flo xacina
Oflo +AAM

L o m eflo xacina
Lome+AAM
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Figura 01. Atividade modificadora de antibidticos de N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo
[1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-piridin-2-il}-acetamida com norfloxacina, ofloxacina e
lomefloxacina contra E. coli 06, S. aureus 10 e P. aeruginosa 24.

5. Concluséo
No presente estudo, foi possivel observar a partir do objetivo do trabalho e
dos resultados dos testes, que a acao do produto N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo-
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[1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-piridin-2-il}-acetamida  isoladamente  nao
apresentou resultados relevantes para a aplicacdo no ambito clinico, pois devido
a sua alta concentracao de acao, os riscos de toxicidade apresentam-se bastante
elevados.

No entanto, quando este composto € associado a a¢do dos antibioticos
fluoroquinolonas: lomefloxacina, orfloxacina e norfloxacina, os resultados
apresentados sado satisfatorios. Onde, contra a Escherichia coli (EC 06) e
Pseudomonas aeruginosa (PA 24), que sao bactérias Gram negativas e até
mesmo contra a bactéria Staphylococcus aureus (SA 10), que € uma Gram
positiva, a associacdo entre o produto e os antibiéticos apresentaram efeito
sinérgico. Ou seja, em todas as situagbes, a partir da combinacdo da acao
antibiética com o composto N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo-[1,3]dioxano-5-
ilidenometil)-amino]-piridin-2-il}-acetamida, 0s resultados mostrados
correspondem a uma diminuicao consideravel na concentracao inibitéria minima,
capaz de atuar e interferir sobre o crescimento bacteriano. Assim, pode-se dizer
gue o composto N-{6-[(2,2-Dimetil-4,6-dioxo-[1,3]dioxano-5-ilidenometil)-amino]-
piridin-2-il} acetamida potencializa a acao dos antibiéticos pertencentes aclasse
dos fluoroquinolados, tendo a associacéo destes compostos atuando como uma
alternativa promissora contra o crescimento bacteriano das cepas Gram
negativas Escherichia coli (EC 06) e Pseudomonas aeruginosa (PA 24) e da
Gram positiva Staphylococcus aureus (SA) .
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