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RESUMO

As Aminoguanidinas tem sido de interesse nos altimos 50 anos devido suas propriedades
bioldgicas e quimicas. Os derivados das aminoguanidinas hidrazonas representam uma classe
de compostos que contém um grupo amidina (guanil), ligado a uma por¢do hidrazona. Além
disso, apresentam atividade bioldgicas tais como, anti-diabética, antimalaria, Leishmanicida,
antifungica, antibacteriana e anti-HIV. Desta forma, o objetivo deste estudo é avaliar os
derivados aminoguanidinas hidrazonas com potencial atividade antimicrobiana e migracéo
celular in vitro. Trata-se de uma pesquisa do tipo experimental in vitro de abordagem
quantitativa e qualitativa. Foram utilizados 18 derivados de aminoguanidinas hidrazonas
sendo submetidos ao ensaio para avaliar a atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram
positivas e Gram negativas. A viabilidade celular foi avaliada por meio do método
colorimétrico Metiltetrazolium com linhagens celulares de fibroblastos 3T3 nas concentracfes
de 10 e 100 uM e o teste de migracao celular in vitro pela técnica de scratch assay utilizou a
concentracdo de 10 pM. Evidenciou-se na atividade antimicrobiana que o LQM 131
apresentou uma CIM de 12,5 ug/mL para a bactéria Shigella flexneri, e para 0 LQM 199 a
inibicdo foi nas concentracdes de 5 a 12,5 pug/mL frente as cepas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae e Shigella flexneri. Em relagcéo ao ensaio de viabilidade celular foi observado que na
concentracdo de 10 uM todas as substancias apresentaram viabilidade superior a 80%, no
entanto, na maior concentracdo de 100 puM apenas quatro substancias (LQM 96, 97, 101 e
131) mantiveram-se viaveis com percentual acima de 80%, as demais apresentaram relevante
toxicidade para as linhagens de fibroblastos. Na avaliacdo da migracdo celular, observou-se
que as substancias LQM 101, 131, 134 e 195 apresentaram-se de forma semelhante quando
comparado ao controle positivo (55,17%), com percentuais de migracdo de 55,01%, 56,98%,
58,13% e 57,95%, respectivamente, e a substancia LQM 132 apresentou diminuicdo da
migracdo dos fibroblastos com percentual de 23,31%. Contudo, conclui-se que as
aminoguanidinas hidrazonas apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas testadas,
sendo as substancias LQM 106, 131, 198 e 199 com inibicdo frente as seis bactérias testadas.
As substancias mantiveram viabilidade celular superior a 80% na concentracdo de 10 puM e na
concentracdo de 100 uM apenas quatro moléculas mantiveram a viabilidade superior a 80%.
N&o foi observada migracdo celular dos fibroblastos 3T3 quando tratados com as
aminoguanidinas hidrazonas.

Palavras - chave: Aminoguanidinas hidrazonas. Antimicrobianos. Viabilidade celular.
Migragé&o celular in vitro.



ABSTRACT

Aminoguanidines have been of interest in the last 50 years because of their biological and
chemical properties. Derivatives of the aminoguanidines hydrazones represent a class of
compounds which contain an amidine group (guanyl), attached to a hydrazone moiety.
Moreover, present biological activities such as anti-diabetic, antimalarial, antileishmanial,
antifungal, antibacterial and anti-HIV. Thus, the aim of this study is to evaluate the
derivatives aminoguanidine hydrazones with potential antimicrobial activity and cell
migration in vitro. It is an in vitro experimental research with quantitative and qualitative
approach. Eighteen hydrazone aminoguanidine derivatives were tested and evaluated for
antimicrobial activity against Gram positive and Gram negative bacteria. Cell viability was
evaluated by Methyltetrazolium colorimetric method with cell lines of 3T3 fibroblasts at
concentrations of 10 and 100 uM and test in vitro cell migration by the scratch assay
technique used concentration of 10 uM. The antimicrobial activity of LQM 131 showed a
MIC of 12,5 pg/mL for Shigella flexneri, and for LQM 199 the inhibition was at
concentrations of 5 to 12,5 pug/mL against strains Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae and Shigella
flexneri. In relation to cell viability assay, it was observed that in the 10 uM concentration all
the substances showed viability higher than 80%, however, in the highest concentration of
100 uM only four substances (LQM 96, 97, 101 and 131) remained viable with a percentage
above 80%, the others presented relevant toxicity to the fibroblast lineages. In the evaluation
of cellular migration, it was observed that LQM substances 101, 131, 134 and 195 presented a
similar form when compared to positive control (55.17%), with percentages of migration of
55,01%, 56,98%, 58,13% and 57,95%, respectively, and LQM 132 showed decreased
fibroblast migration with a percentage of 23,31%. However, it was concluded that the
aminoguanidines hydrazones showed antimicrobial activity against the tested strains, being
LQM substances 106, 131, 198 and 199 with inhibition against the six bacteria tested. The
substances maintained cell viability greater than 80% at the 10 pM concentration and at the
concentration of 100 uM only four molecules maintained viability greater than 80%. No
cellular migration of 3T3 fibroblasts was observed when treated with the aminoguanidines
hydrazones.

Keywords: Aminoguanidines hydrazones. Antimicrobials. Cell viability. In vitro cell
migration.
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1 INTRODUCAO

As substancias sintéticas sdo utilizadas pela populacdo ha alguns anos, e desde a
revolucdo industrial foram impulsionados incentivos nesta area. Dentre 0s compostos
sintéticos as aminoguanidinas tem recebido consideravel interesse de pesquisares nos ultimos
50 anos na quimica e por apresentarem amplas atividades farmacologicas (AGRAWAL et al.,
1974; WEI et al., 2016). Sdo muito estudadas em experimentos com animais de pequeno
porte, para o tratamento do diabetes e nas consequéncias provenientes desta patologia, como a
retinopatia e lesdes tissulares cutaneas, além de diminuir os niveis glicémicos dos animais
(HAMMES et al., 1991; TIAN et al., 2016).

Quimicamente as aminoguanidinas sdo moléculas utilizadas como intermediarias na
sintese de compostos heterociclicos, por apresentar em sua estrutura atomos de nitrogénio
(GOSSNITZER; FEILER; WAGNER, 2002). A parte guanidina presente nestas substancias
apresenta uma forte basicidade, além disso, esta faz parte da composicédo de muitos compostos
biologicamente ativos (ORNER; HAMILTON, 2001).

As aminoguanidinas hidrazonas ou guanilidrazonas apresentam as caracteristicas
receptoras e doadoras de ligacdes de hidrogénio, estando também aptas a desenvolver
interacOes eletrostaticas (SCHMIDTCHEN; BERGER 1997; LANGE et al., 2003; FRANCA
2016). A sintese destas substancias consiste na reagdo de condensacdo de uma carbonila e
uma amina, que € realizada sob refluxo com solvente etanol ou metanol, sendo uma reacéo
simples do ponto de vista sintético (MARTINS et al., 2004; AQUINO, 2016).

Dentre os grupos de estudo que trabalham com a sintese e a atividade bioldgica de
substancias sintéticas, o Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) desenvolve pesquisas com
a sintese e modificacdo estrutural de substancias. O estudo pioneiro para este laboratério foi
realizado na pesquisa de Epifanio (2011) que sintetizou vinte substancias de derivados
aminoguanidinas hidrazonas que foram apresentadas pela sigla LQM 1 a 20, e estas foram
avaliadas como prototipos de farmacos antineoplésicos, em que apresentaram resultados
promissores frente a trés linhagens de células cancerigenas.

As substancias supracitadas apresentaram atividade leishmanicida em testes in vitro
com as formas promastigotas de Leishmania braziliensis, tendo resultados similares ao
farmaco padrdo pentamina utilizado no teste (FRANGCA, 2014).

Outras atividades bioldgicas foram avaliadas como a propriedade antidiabética e
inibidora de produtos finais da glicacdo avancada, sendo realizado o teste in vitro antiglicante

com as 19 substancias aminoguanidinas hidrazonas e as com melhores resultados (LQM 3,
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LQM 13 e LQM 15) foram selecionadas para os testes in vivo, estas apresentaram redugdo dos
niveis glicémicos em até 65% sem causar toxicidade nos animais (SARMENTO et al., 2016).

A atividade antimicrobiana foi avaliada com as 19 substancias de aminoguanidinas
hidrazonas, em que foram selecionadas as quatro melhores substancias para estudos com
animais, sendo avaliada a atividade antisséptica com solugdes contendo as substancias LQM
3, LOM 10, LQM 15 e LQM 17 e foram testadas em ratos para verificar o tempo inibicdo do
antisséptico, os produtos apresentaram-se promissores pois mantiveram um amplo espectro de
acao, baixa toxicidade e poderiam ser utilizado em pele integra ou mucosa (BERNADO et al.,
2017).

Na pesquisa realizada por Verissimo e colaboradores (2017) provenientes do
Laboratorio de Quimica Medicinal, foram utilizadas as 19 substancias aminoguanidinas
hidrazonas para avaliacdo antimicrobiana e citotdxica, apds os testes in vitro foram
selecionadas as substancias LQM 03, LQM 10, LOM 14, LQM 17 e LQM 20 para uma
composicdo farmacéutica (creme) para avaliacdo da cicatrizagdo de feridas infectadas. Foi
observado que houve uma reducdo no tempo da cicatrizacdo das feridas de dois dias quando
comparado os grupo controle positivo da pesquisa. Outro estudo com estas moléculas avaliou
a atividade moduladora da acdo antimicrobiana frente a bactéria Staphylococcus aureus
(DANTAS et al., 2018).

Desta forma, observa-se que esta classe de 19 substancias apresentaram atividades
bioldgicas promissoras, tais como, leishmanicida, antiglicantes, antitumoral, antimicrobiana e
cicatrizante. Com base nas pesquisas citadas acima, as substancias passaram por modificacdes
estruturais e surgiram novas moléculas (Figura 1). Com isto, justifica-se nesta pesquisa testar
estas novas substancias avaliando as atividades antimicrobiana e cicatrizante in vitro, com o

intuito de explorar as atividades bioldgicas das novas aminoguanidinas hidrazonas.

Figura 1 - Desenho esqueméatico da sintese das novas aminoguanidinas hidrazonas.

19 derivados Atividade
aminoguanidina L .
. antimicrobiana |
\Verissimo e hidrazonas |_ N
colaboradores I ovas
(2017) substancias
Atividade |

cicatrizante in vivo

Fonte: Autor, 2019.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia bacteriana

As doencas provenientes de processos infecciosos acometem as populacfes desde 0s
primordios causando a morte de milhares de pessoas durante muitos anos, com a falta de
tecnologias adequadas para o devido conhecimento da etiologia dessas enfermidades néo era
possivel criar estratégias de prevencdo, cura e combate das patologias (FUZETA, 2017).

O inicio de século XX foi marcado pela revolucdo da descoberta dos antibidticos, em
um contexto marcado por diversas enfermidades infecciosas sem tratamento adequado.
Ressalta-se a importancia das pesquisas realizadas por Alexander Fleming que em 1928,
descobriu em uma contaminagdo por fungo em suas culturas bacterianas, uma inibi¢cdo dos
microrganismos, causadas por substancias produzidas pelo fungo Penicillium notatum, no
qual Fleming chamou de penicilina (CALIXTO; CAVALHEIRO, 2012; LIA, 2014).

A repercussé@o para esta descoberta proporcionou a prevencao de milhares de mortes
que ocorriam nesse periodo, tendo em vista que ndo existia uma forma eficaz para o controle
bacteriano (CAVALCANTE; ANJOS; VANDESMET, 2016). Além disto, os benéficos para
salde publica foram relevantes, pois 0s custos hospitalares consequentemente diminuiram e
0s pacientes tiveram melhor qualidade na assisténcia de suas enfermidades bacterianas
(PEREIRA; PITA, 2005).

Apds a descoberta de Fleming, foi possivel produzir a penicilina em escala industrial,
este feito se deve as pesquisas realizadas por Howard Florey e Ernst Boris Chain, no qual
haviam desenvolvidos técnicas de purificacdo de substancias. Com isto, em 1944 foram
tratados varios soldados provenientes das forcas aliadas com ferimentos dos conflitos
ocorridos na época (TAGLIABUE; RAPPUOLL, 2018). De forma geral, Observou-se a época
uma diminuicdo nos indices de morbimortalidade, decaindo para 4% das doencas causadas
por bactérias (KARDOS; DEMAIN, 2011). No ano seguinte, os trés pesquisadores ganharam
o préemio Nobel de Fisiologia e Medicina (TAGLIABUE; RAPPUOLL, 2018).

O século XX foi marcado pelo desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
tendo como referéncia, por exemplo, a penicilina, incentivando novas pesquisas para explorar
outras classes a partir deste. Contudo, foram sendo observados que algumas cepas de bactérias
ndo eram sensiveis a quimioterapia bacteriana disponivel, por mecanismos ainda
desconhecidos a época (CHOPRA; HESSE; O'NEILL, 2002).
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A resisténcia microbiana foi detectada com a descoberta da penicilina, Fleming foi um
dos primeiros a observar que algumas cepas ndo eram sensiveis ap0s a exposi¢cdo ao
antibidtico, contudo, ndo foi considerado relevante naquele momento como um problema
preocupante (AMINOV, 2010; CAVALCANTE; ANJOS; VANDESMET, 2016). O avanco
das pesquisas na busca de novas substancias trouxe para humanidade a oportunidade na
eliminacdo desses patdgenos, porém, a utilizacdo de forma demasiada desses agentes
antimicrobianos foi conferindo as bactérias ao longo do tempo mecanismos de resisténcia
cada vez mais eficaz (GOULD, 2016).

Atualmente, é de suma importancia conhecer a diferenga morfoldgica das bactérias
Gram positivas e negativas e quais 0s mecanismos de resisténcia bacteriana para uma escolha
adequada da terapéutica, tendo em vista que a utilizacdo dos farmacos ocorre de forma
irracional pelos pacientes e por prescrices em alguns casos sem a devida comprovacao da
espécie envolvida no processo infeccioso, além disso, a exposi¢do das bactérias a diversos
agentes na area hospitalar também é uma das causas preocupantes para os 0rgaos de saude
publica (FRANCO et al., 2015).

A resisténcia microbiana esta relacionada a algumas caracteristicas presentes nas
bactérias, como por exemplo, a estrutura da parede celular que difere em bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Os microrganismos bacterianos Gram positivos apresentam uma
parede celular espessa (20-80 nm), composto por peptideoglicana que estdo presentes 0s
acidos teicoicos e lipoteicoico, além de proteinas que ficam ancoradas na membrana
plasmatica (VERMELHO; BASTOS; SA, 2007).

Em relacdo as bactérias Gram negativas a parede celular possui uma camada fina (<10
nm), porém, apresenta uma membrana externa que estdo aderidos os lipopolissacarideos e
as porinas, no espaco periplasmatico encontram-se as lipoproteinas e os peptideoglicana,
seguida da membrana citoplasmaticas (Figura 2). Este arcabouco bacteriano torna as
bactérias Gram negativas mais complexas quando comparadas com as Gram positivas,
além disso, conferem diferentes propriedades a bactéria em particular resposta a tensfes
externas, tais como, calor, radiacdo UV e antibiéticos (VERMELHO; BASTOS; SA, 2007;
MAI-PROCHNOW et al., 2016).
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Figura 2 - Diferenca da parede celular de bactérias Gram positivas e Gram negativas.
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Fonte: MICROBIOLOGY INFOR, 2019.

Alguns mecanismos de resisténcia sdo citados na literatura, e de acordo com Costa e
Silva Junior (2017) pode-se mencionar a inativacdo enzimaética do farmaco, alteracdo do sitio
alvo do antibidtico, bombas de efluxo, modificacdo da permeabilidade da membrana e
desenvolvimento de biofilmes (Figura 3), estas sdo as principais adaptaces de defesas das

bactérias quando expostas as classes de antimicrobianos.
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Figura 3 - Mecanismos de resisténcia adquiridos pelas bactérias.

Antibiético A Antibiético 8 Antibiético C
®
o)
> e®

Reducéo

dc mﬂuro /

AA ) Expressdo de
A \ bombas de efluxo

Inativacio Alteracdodo
enzimé&tica sitio de ligag3o
A 4 \
/ \ Receptor-alvo

=z W Q @

Fonte: NOGUEIRA et al., 2016.

A inativacdo enzimatica € uma das principais formas de resisténcia, no qual, os
microrganismos sintetizam enzimas que vao causar a inativacdo, o bloqueio ou modificacao
na estrutura quimica do antibiotico, causando a inibicao de seus efeitos terapéuticos (HUANG
et al., 2017). Um exemplo muito conhecido desse mecanismo sdo as beta lactamases, essas
enzimas produzidas por algumas estirpes bacterianas, no qual, quebram o anel beta-lactamico
que fazem parte da estrutura quimica das penicilinas, causando a perda do efeito bioldgico do
farmaco (PUTAROV; GALENDE, 2011)

Outra forma evolutiva para resistir aos farmacos, ocorre por meio da alteracdo do sitio
de ligacdo do antibiético, em que observa-se modificacGes neste alvo, sem obrigatoriamente
ter interferéncia na aptiddo bacteriana, porém com pequenas alteracdes para compensar as
novas caracteristicas. Por exemplo, quando acontece variacbes no RNA polimerase ou na
DNA girase, as bactérias apresentam resisténcia aos antibioticos como as rifamicinas e
quinolonas, respectivamente (LAMBERT, 2005; WRIGHT, 2011).

As bombas de efluxo sdo proteinas presentes nas membranas de bactérias Gram
positivas e negativas, sua funcdo é transportar uma substancia do meio intracelular para o
extracelular, isto ocorre devido ao aumento da expressdo das bombas de efluxo ou a proteina
expressa uma substituicdo de aminoacidos conferindo a cepa uma maior eficiéncia na

extracdo do antibiotico. Este mecanismo pode ocorrer de forma especifica para um substrato
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ou agir de forma multivariada para varias classes de farmacos antimicrobianos (BLAIR et al.,
2015).

Neste contexto, ressalta-se que essa estratégia bacteriana ndo esta associada
obrigatoriamente a resisténcia a classe de farmaco ou da concentracdo terapéutica, mas a
resisténcia mediada pela poténcia da espécie no efluxo dessas substancias (PIDDOCK, 2006).

A permeabilidade da membrana bacteriana € essencial para as interacbes com 0s
antibidticos, pois nas bactérias Gram negativas esta € composta por uma bicamada composta
por fosfolipidios e lipidios, além de algumas porinas. Alteragdes na quantidade ou tamanho
das porinas e na hidrofobicidade conferem as cepas resisténcias aos farmacos, como os f-
lactamicos que por ser hidrofilico penetram nas células por meio dos poros, e os macrolideos
por serem hidrofébicos atravessam a bicamada lipidica (DECLOUR, 2009; MUNITA,
ARIAS, 2016).

Outra forma de resistir aos antibidticos criados pelos microrganismos € a sintese dos
biofilmes, no qual os organismos produzem uma matriz para aderéncia nas superficies e é
formada uma barreira de protecdo contra os agentes nocivos (CAUMO et al., 2010). A matriz
¢ composta por substancias poliméricas extracelulares, que sdo constituidos por lipidios,
proteinas, polissacarideos, entre outros, e confere um agregado e a comunicacdo entre as
bactérias (KARATAN; WATNIK, 2009).

Com a evolucdo dos mecanismos de resisténcia adquiridos pelas bactérias, na
atualidade reflete-se uma das principais causas de morbimortalidade no mundo, e de acordo
com Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (2013) estes microrganismos
resistentes causam mais de 2 milhGes de infecgdes, no qual acarreta em média 23.000 6bitos
anualmente nos Estados Unidos (EUA). Estima-se que as infecgOes bacterianas acometerédo
mais de 10 milhdes de mortes mundialmente até 2050, segundo relatério no Reino Unido,
estes dados mostram a necessidade de se implantarem medidas de prevencdo e novas
estratégias para o controle microbiano em nivel mundial (SEPTIMUS, 2018).

Na Franca foi registrado mais de 1 milhdo de pacientes acometidos por doencas
bacterianas, apresentadas pela base de dados nacional do Programa de medicalizacdo do
sistema de informacdo de medicina, cirurgia e obstetricia (PMSI COM) de 2014,
evidenciando uma média de 6 dias de interna¢es nos hospitais publicos ou privados do pais,
destas 7% corresponderam a infeccdes resistentes (LEOTOING et al., 2018).

Estudo realizado em hospitais comunitarios e universitarios do Libano mostrou que
55% dos pacientes apresentaram infecgOes nosocomiais, destes os clientes que eram

provenientes do ambiente hospitalar universitarios apresentaram maiores indices de
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resisténcia bacteriana quando comparados com os adquiridos nas comunidades (MATTA et
al., 2018).

No Brasil, o controle das infec¢bes € realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), no qual publicou em 2016 no Boletim de Seguranca do Paciente e
Qualidade em Servicos de Saude os indices das notificacdes de infeccBes primaérias de
corrente sanguinea com 22.499 casos provenientes de unidades de terapia intensiva de todo o
pais (BRASIL, 2016). Evidencia-se que as infeccdes de pds-operatorio dos servicos de saude
pais correspondem a 14 a 16% dos pacientes submetidos a cirurgias (BRASIL, 2009).

Pesquisas realizadas em hospitais mostram que 0s principais sitios de infecgdes sdo o
trato respiratorio inferior, sistema genito-urinario, trato gastrointestinal e infeccéo da corrente
sanguinea (RATTANAUMPAWAN; THAMLIKITKUL, 2017), pele e infeccdes de tecidos
moles, infeccBes cardiacas, 0sseas e articulares, dentre outras, essas informag¢fes mostram a
necessidade da vigilancia das medidas preventivas basicas para minimizar essas morbidades
(LEOTOING et al., 2018).

Essas enfermidades causam danos para oS pacientes, pois aumenta o tempo de
permanéncia nos hospitais, podem levar a danos psicologicos, tendo em vista que em alguns
casos os clientes ficam afastados do seu convivio social e estdo em exposi¢do a outros agentes
infecciosos do ambiente hospitalar que de modo geral apresentam algum tipo de resisténcia,
deixando estes vulneraveis a outras infec¢cdes ou mesmo ao 6bito (KAYE et al., 2014).

Além disto, os dispéndios gerais para o sistema de salde sdo crescentes, nos EUA
estima-se que em 2015 foram gastos uma média de 3,2 trilhGes de ddlares nesse setor, com
impacto de 17,6% do produto interno bruto (SCHUMOCK et al., 2015). E complexo
determinar a relagdo dos custos provenientes da resisténcia bacteriana, mas a estimativa é que
sejam mais de $20 bilhdes dos gastos nos cuidados de saude diretamente associados e que
podem levar quase duas vezes esse valor na perda da produtividade (ROBERTS et al., 2009;
CDC, 2013).

Muitas espécies bacterianas estdo envolvidas nos processos infecciosos, a intensidade
deste depende de alguns fatores intrinsecos e extrinsecos dessas cepas, tais como, a
patogenicidade, fatores de viruléncia (fimbrias, producéo de endotoxinas), adesdo bacteriana
nas células, além disso, para um ambiente propicio a multiplicacdo dessas estirpes 0s
hospedeiros apresentam imunidade baixa (VIEIRA, 2009).

De modo geral, as bactérias presentes nas infec¢es dependerdo do tipo de patologia
gue acomete o0 6rgao ou do ambiente propicio para 0 microrganismo, por exemplo, nos casos

de infecgdes do trato urinario inferior, foi realizado um estudo recente que mostrou por meio
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de urocultura que as cepas bacterianas Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus sp.,
Staphylococcus sp. e Pseudomonas sp. foram as principais causadoras desta infecgéo
(FERREIRA et al., 2017).

Nas lesdes tissulares provocadas ou agravadas por processo infeccioso bacteriano
pode-se encontrar a celulite, erisipela, foliculite, furinculo, abscesso e impetigo, esses casos
em geralmente apresentam doencas associadas que retardam a recuperacdo no tecido afetado
(KAYE et al., 2015; PIRES et al., 2015). Algumas feridas ocasionadas por queimaduras estdo
propensas a infeccdo devido a exposicdo das camadas da pele e ao préprio ambiente
hospitalar que podem ficar expostas a diversas cepas bacterianas resistentes (LACHIEWICZ
etal., 2017).

De acordo com Santos et al. (2016) as principais bactérias que acometem as infec¢des
de sitio cirargico sdo S. aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiellaspp, Enterobacter spp, Morganella morganii, coliformes e Bacteroides
spp., que podem levar a consequéncias como as deiscéncia cirurgicas das feridas, sendo
encontrados também em feridas diabéticas e nas causadas por traumas (KASSAM et al.,
2017).

Neste contexto supracitado, com a evolugdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana
e as morbidades causadas por estas, atualmente observa-se a necessidade de novas substancias
para substituir ou complementar os antibi6ticos utilizados nas terapéuticas, que apresentam
propriedades quimicas seguras e apropriadas, evitando-se interacdes indesejadas (HAQUE et
al., 2018).

Estudos recentes evidenciam que a atividade bioldgica apresentada por uma substancia
esta relacionada com sua estrutura molecular, e alteragdes nesta podem potencializar ou
diminuir essas propriedades (MEDEIROS et al., 2017). Desta forma ressalta-se a importancia
de se pesquisar novas substancias com modificacdes estruturais que apresentem atividades

antimicrobianas.

2.2 Cicatrizacao de feridas

A pele constitui o maior 6rgdo do corpo humano, esta pode representar até 15% do
peso total, que pode exercer varias fungdes como a de revestir o organismo isolando o0s 6rgaos
internos do ambiente externo. Desta forma, apresenta uma complexidade estrutural de tecidos,

no qual tem a finalidade de protecdo, termorregulacdo, percepcdo e secrecdo, entre outras,
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assim desenvolveu meios para remodelacdo adaptando-se as condi¢cBes ambientais e de
reparacao quando lesionada (EVANS et al., 2013).

Este orgdo é constituido histologicamente por trés camadas sendo a epiderme que
recobre superficialmente a pele; a derme € intermediéria, sendo composta por tecido
conjuntivo e encontram-se as terminacGes nervosas, glandulas e tipos celulares presentes na
pele; e a hipoderme ou tecido celular subcuténeo é a por¢cdo mais profunda da pele (Figura 4)
(PORTO, 2014).

Figura 4 - Estrutura fisiologica da pele.
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Fonte: Shutterstock, 2018.

Assim como os demais sistemas humano, a pele pode sofre alteracfes provenientes de
fatores etioldgicos intrinsecos e extrinsecos, no qual desencadeiam transformacdes na
homeostase da pele, tendo como consequéncia, o surgimento das feridas cutaneas, levando a
incapacidade funcional (DUARTE; ALVES, 2013).

A ferida ocorre por uma lesdo fisica no corpo proveniente de uma solucdo de
continuidade, este traumatismo promove consequéncias nas morfologias cutaneas superficiais
e nas subjacentes do tecido (HUSSEIN et al. 2011). Muitas causas podem levar a etiologia das
lesBes tissulares podendo estar associada a varios fatores como traumatismos, queimaduras,
Ulceras por pressdo, Ulceras por estase venosa, lesdes em pés diabéticos e feridas por
radioterapia, estes sdo os fatores que mais acometem os individuos (MALAQUIAS et al.,
2014)

De acordo com dados dos custos hospitalares provenientes dos portadores de feridas,
em média 4,5 bilhdes de dolares anuais foram destinados para terapéuticas com 0s pacientes
com lesdes tissulares nos Estados Unidos no ano de 2009 (KAYE et al., 2015). Nota-se que a
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incidéncia das feridas no mundo foi de aproximadamente 8,5 milhdes de individuos, em se
tratando das lesdes por pressdo, e também em torno de 12,5 milhdes de ulceras venosas e 13,5
milhdes de feridas diabéticas serdo destinadas para terapéutica clinica (LAWALL, 2012).

Quando o individuo é acometido por uma lesdo tissular ocorre o fenémeno da
cicatrizacdo, este € um processo complexo que compde na sistematizacdo das células,
mediadores quimicos e producdo de matriz extracelular, proliferacdo de células
parenquimatosas, no qual o intuito é a recuperacdo do tecido acometido pela injaria
(SANTOS et al., 2012; GONZALEZ et al., 2016).

Para compreender o processo fisiologico da cicatrizacdo das feridas, pode-se
classificar esse fendmeno em feridas de espessura parcial, no qual a epiderme e parte da
derme séo atingidas, assim como os foliculos capilares e as glandulas sudoriparas, e as feridas
de espessura total, sendo este comprometimento de toda epiderme, derme e tecido subcuténeo,
que pode atingir o tecido muscular e 6sseo (MEIRELES; SILVA, 2011).

Os dois processos de cicatrizagdo supracitados ocorrem de formas diferentes nas
lesbes tissulares, e nas feridas de espessura parcial a regeneracdo transcorre pela
reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele que foi atingida. Esse
processamento é finalizado com uma cicatriz imperceptivel (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

Né&o obstante, nos ferimentos de espessura total esse processo torna-se mais complexo,
tendo em vista que requer a reparacdo de um novo tecido de granulagdo, epitelizacdo e
contracdo das lesdes ocorrendo desta forma o reparo completo da ferida (MEIRELES;
SILVA, 2011). Para compreender o processo de cicatrizacdo de forma didatica este foi divido
em quatro fases onde estéo interligadas e sobrepostas: hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e
remodelacdo do tecido. Essa sequéncia deve seguir a ordem cronoldgica, por um determinado
tempo e periodo de tempo ideal (GOSAIN; DIPIETRO, 2004; PESSANHA; OLIVEIRA,
2015).

Iniciada a lesdo tissular, dar-se inicio a fase de hemostasia, mecanismo fisiol6gico que
ocorre como um reflexo de emergéncia bioldgica, acontecendo minutos apés a lesdo aguda no
qual é proporcionado o disseminacdo de sangue, preenchendo o local da solugdo de
continuidade com plasma e elementos celulares, especialmente plaquetas (BERGER et al.,
2014).

O acontecimento da agregacdo plaquetaria e formacdo do codgulo proporcionam a
liberacdo de agentes quimiotaticos como o fator de transformagdo do crescimento beta

(TGFpB), além de alguns tipos de aminas, que contribuird na cascata da cicatrizagdo,
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estimulando outros tipos celulares que potencializaram a fase seguinte da cicatrizagdo
(VELNAR; BAILEY; SMRKOL, 2009; DANCKWARDT; HENTZE; KULOZIK, 2013).

Os fendmenos que ocorrem durante a hemastase contribuem para uma resposta efetiva
na fase da inflamacéo, na qual esta etapa caracteriza-se pelo recrutamento de células para a
area da ferida, com o proposito de eliminar agentes infecciosos e restos celulares. Além disso,
séo observados os sinais cardinais da inflamagéo, incluindo edema, calor, rubor, dor e perda
da sensibilidade em alguns casos dependendo da local afetado. Esses acontecimentos duram
em média 24 e 48 horas e podendo persistir por até duas semanas (LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

Muitos séo os tipos celulares envolvidos nessa fase, e as células que primeiro chegam
a regido sdo os neutréfilos seguidos dos mondcitos, por acdo da quimiotaxia, essa resposta €
exercida por acdo das quimiocinas liberadas durante a fase de hemostase e pelos mastocitos
(WILGUS; ROY; MCDANIEL, 2013). Como resultado da degradacdo dos mondcitos, tém-se
colageno, a fibronectina e a trombina (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

Além disso, os macréfagos também sdo encontrados, este desempenha a funcgéo de lise
e fagocitose, essas fungdes sdo explicadas pelo grande nimero de enzimas hidroliticas, que
confere aos macrofagos a capacidade em degradar diversos tipos de materiais, eliminando da
lesdo todo o produto solubilizado pelos neutréfilos, inclusive os neutréfilos mortos. Isto
explica a importancia dessas células na transicdo entre a inflamacdo e a fase proliferativa
(MEIRELES; SILVA, 2011).

Consecutivamente a atividade dos leucdcitos polimorfonucleares, comeca entdo o
estagio da proliferacdo, esta se caracteriza pela subdivisdo em trés subfases: a angiogénese,
fibroplasia e a reepitelizacio (CORTES, 2013). Sendo esta fase determinada pelo surgimento
do tecido de granulacdo, que € constituido por um leito capilar, fibroblastos, macréfagos, um
frouxo arranjo de coldgeno, fibronectina e 4acido hialurénico (TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008).

Com a perda da vascularizacdo do leito da ferida, causa no tecidual o sofrimento pela
hipdxia, diminuicdo do potencial de hidrogénio (pH) e aumento do lactato, essa resposta
promove o0 processo da angiogénese. O lactato estimula a libertacdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de fibroblastos basico (LFb) e TGFp, além disso, as células
endoteliais sintetizam enzimas que atuam na matriz extracelular (MEC), proporcionando
fenestras onde os capilares podem formar uma nova rede, surgindo a formacao das arteriolas,

e com isso restabelecendo a vascularizagdo (BELDON, 2010).
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Concomitante os processo de angiogénese, ocorre a fibroplasia que atua na deposi¢ao
e remodelagdo da MEC, isso acontece por acdo dos fibroblastos, que possui a fungdo de
sintetizar colageno, este é depositado na MEC com a funcdo de constituir uma estrutura com
suporte rigido, com o objetivo de sustentar a forca da tensdo produzida pela cicatriz
(WILLIAMSON; HARDING, 2004).

Na reepitelizagdo, os queratindcitos produzem enzimas que estimulam a proliferacéo
das células epiteliais, estas migram a partir do leito para o centro da lesdo, com o propdsito de
induzir a contracdo e formar novo tecido epitelial da ferida, desta forma, reduzindo a sua
superficie (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Durante a fase da remodelagem, as fibras de colageno do tipo 111 sdo substituidas para
as de tipo I, que apresenta qualidade superior. Por conseguinte, ocorre a formacdo do tecido
cicatrizacdo e caracteriza-se com as transformacfes da forma, tamanho e resisténcia da
cicatriz. Ha& ainda uma constante producdo e degradacdo do coladgeno, proporcionando uma
organizacdao em orientacdo linear, como lateral, isso acontece por um periodo relativamente
longo de 12 a 15 meses, possibilitando que a cicatriz assemelhe-se ao tecido normal
(MEIRELES; SILVA, 2011).

O processo de regeneracdo das lesdes tissulares classifica-se a cicatrizacdo em trés
tipos, por primeira intencdo, no qual as bordas da ferida estdo aproximadas e suturadas, sdo 0s
casos das feridas cirdrgicas. Na cicatrizagdo por segunda intencdo, ocorre maior perda de
tecido, esta demora a cicatrizar e ficam propensas as complicacdes como infec¢bes, como
exemplos tem-se deiscéncia de feridas pds-cirdrgica, e na cicatrizacdo de terceira intencdo
ocorre quando a ferida é deixada aberta, por causa da presenca de infec¢do, quando esse
processo é debelado, as bordas das feridas sdo aproximadas e a cicatrizagdo ocorre por meio
da reepitelizacdo (BELDON, 2010).

Alguns fatores sdo relevantes para que a cicatrizacdo das lesdes ocorra de forma
efetiva, podem ser categorizado em locais, que dizem respeito aqueles que interferem nas
caracteristicas da ferida, sendo eles: oxigenacdo, infeccdo, corpo estranho e a suficiéncia
venosa. Engquanto que nos fatores sistémicos estdo relacionados ao estado geral do individuo,
e observa-se a idade, sexo, horménios sexuais, estresse, isquemia, diabetes, obesidade,
alcoolismo, tabagismo, imunocomprometidos e nutrigdo (LEAL; CARVALHO, 2014).

Neste contexto, o processo infeccioso € um dos fatores que influenciam diretamente na
cura das lesGes, pois 0s microrganismos que colonizam as feridas interferem nas fases da
cicatrizagdo, podendo prolongar a fase inflamatdria, o periodo de epitelizagdo, contragdo do

leito da lesdo, assim como na deposicdo de colageno, além disso, de modo geral
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microrganismos que se mostram em grau superior nas feridas sdo as bactérias quando
comparado aos demais agentes patoldgicos, estas sintetizam endotoxinas contribuem para a
destruicdo tissular (PAGGIARO; NETO; FERREIRA, 2010).

O mecanismo de resisténcia bacteriana no processo de cicatrizacdo que tém restringido
as opgoes dos antibidticos sintéticos utilizados nesta terapéutica, pois, estes ndo exercem suas
funcdes de modo satisfatério, causando prejuizo para o individuo com feridas infectadas.
Desta forma evidencia-se a necessidade em buscar novas alternativas para o tratamento dessas
lesbes (DAESCHLEIN et al., 2015).

2.3.1 Migracdo celular in vitro

O processo de cicatrizacdo é caracterizado pelos diversos estagios no reparo tecidual
para o seu equilibrio. Essas respostas do organismo sdo reguladas por moléculas de
sinalizacdo e células presentes na matriz extracelular, que sdo acionadas apds uma solucao de
continuidade no tecido (GONZALEZ et al., 2016).

Nesse processo ocorre a migracao celular, na qual, estdo envolvidos os neutrofilos,
macrdfagos, linfocitos, queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais, entre outras. Essa
migracdo promove O reparo e regeneracdo dos tecidos. Atualmente, alguns testes séo
realizados com esses tipos celulares em modelos in vitro para avaliacdo do potencial de novas
substancias como agente cicatrizante, dentre 0s ensaios pode-se mencionar a camara de
boyden, stopper-based e scratch ou wound healing (GOETSCH; NIESLER, 2011; PLANZ,
WANG; WINDBERGS, 2018).

O scratch € uma técnica em que se observa a migracao das células apos a realizacdo de
uma fenda artificial, que pode ser denominada de arranh&o. Estas células estdo dispostas em
uma monocamada, que tendem a se moverem na direcdo da fissura com o intuito de fechar o
arranhdo, promovendo a estabilidade do novo contato entre as células (LIANG; PARK;
GUAN, 2007; GLAR, et al., 2012).

A realizacdo do scratch consiste basicamente na criacdo da fenda (arranhdo) na
monocamada de células, seguida de registros fotograficos nos intervalos determinado para a
avaliacdo da migragéo celular no sentido de fechar o arranhdo e o comparativo das imagens
para determinagéo do percentual de migracdo em comparagdo com os controles utilizados no
ensaio (LIANG; PARK; GUAN, 2007; KRAMER et al., 2013).

Estudos evidenciam as vantagens apresentadas pelo ensaio do scratch, no qual de

acordo com Goetsch e Niesler (2011) este € um método adequado para migracdo de células
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aderentes, possibilita uma precisdo na equacdo do percentual de reparo tecidual, possui um
custo efetivo acessivel para laboratérios de cultivo celular, viabiliza uma analise morfolégica
e a disposicdo proteica das células e permite uma avaliagdo preliminar para ensaios
cicatrizantes em animais.

Para este ensaio bioldgico, sdo utilizadas as células que comumente estdo envolvidas
no processo cicatricial, estudos recentes evidenciam algumas dessas linhagens celulares como
as epiteliais envolvidos em lesdes da cérnea (KUMARI et al., 2018), células do epitélio
respiratorio nasal e do epitélio brénquico foram avaliados no processo migratorio e na
regeneracdo da lesdo tissular (SCHWARTZ et al., 2018), os queratindcitos (PLANZ; WANG;
WINDBERGS, 2018) e os fibroblastos foram testados para cicatrizagdo de feridas da pele
(BAYRAMI et al., 2018), todas as pesquisas supracitadas foram realizadas pelo ensaio de
scratch.

Os fibroblastos séo utilizados em testes in vitro devido a sua fungdo fisioldgica para o
equilibrio apés uma solugdo de continuidade na pele, estas células sdo responsaveis pela
sintese, reposicdo e remodelamento da matriz extracelular, proliferacdo, migracdo, incitar o
crescimento e a ativacao de proteases (ROLIN et al., 2014; JIANG et al., 2018).

Além disto, os fibroblastos sdo responsaveis pela producdo de colageno em grandes
quantidades, fornecendo sustentacdo e elevando a resisténcia para a nova matriz extracelular
que surgiu para cicatrizagdo da ferida (MARTIN; NUNAN, 2015; STUNOVA;
VISTEJNOVA, 2018). Desta forma, todas essas funcdes exercidas pelos fibroblastos
fornecem dados consistentes para a realizacdo de ensaios in vitro como o scratch, utilizando

estas linhagens celulares para avaliacdo de novas terapéuticas cicatrizantes.

2.1 Aminoguanidinas hidrazonas

As aminoguanidinas hidrazonas constituem uma classe de substancias com interesse
de pesquisas atualmente, tendo em vista suas propriedades bioldgicas e quimicas. A
aminoguanidinas nada mais é que a estrutura da guanidina ligada a um grupamento amino
(Figura 5) (CLAYDEN et al., 2009; AQUINO, 2016).
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Figura 5 - Estrutura quimica da aminoguanidinas.

Fonte: Autor, 2019.

A aminoguanidinas hidrazonas € formada pela adicdo de um carbono iminico ao
nitrogénio 3 (Figura 6). Os estudos avaliando as propriedades medicinais das
aminoguanidinas hidrazonas sdo realizados ha alguns anos, a atividade antitumoral frente a
células do sarcoma foi testada por Agrawal et al. (1974) no qual avaliou cinco compostos,
dentre eles, o 5-Hidroxi-2-formilpiridina guanil-hidrazona, contudo, este ndo apresentou
resultado satisfatorio quando comparado as demais substancias como inibidores da sintese de
DNA (AGRAWAL et al., 1974).

Figura 6 - Estrutura quimica da aminoguanidinas hidrazona.
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Fonte: Autor, 2019.

Em uma pesquisa recente foram avaliados vinte compostos aminoguanidinas
hidrazonas frente a linhagens tumorais de carcinoma do c6lon, melanoma e glioblastoma, em
que uma substancia apresentou maior seletividade para as células testadas com inibicdo de
97,2%, 92,6% e 97,8%, respectivamente, (Figura 7 A) sendo uma potente propriedade
medicinal com perspectivas para terapéuticas antitumorais (FRANCA et al., 2016).

Uma série de substancias imidazo [2,1-b] tiazolguanilhidrazona foram testadas frente
as sessenta tipos de linhagens de células cancerigenas, trés compostos apresentaram-se mais
ativos e destes um estava relacionado ao possivel mecanismo de acdo da inibicdo quinase
dependente de ciclina 1 (CDK1) (Figura 7 B) (ANDREANI et al., 2000).

A partir da série de supracitada, 0 mesmo grupo de pesquisa sintetizou uma nova

classe de compostos, e foi evidenciado que dois compostos apresentaram seletiva inibigdo da
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quinase RSK2 e elevada atividade frente & linhagem de células tumorais de mama MCF-7
(Figura 7 C, D), com esse possivel mecanismo estes compostos poderiam ser uma opg¢ao para

terapéutica antitumoral que atuariam no ciclo celular (ANDREANI et al., 2011).

Figura 7 — Aminoguanidinas hidrazonas com propriedades antitumorais.
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As aminoguanidinas hidrazonas (ou Guanilhidrazonas) também sdo alvos de pesquisas
tripanossomicida, no qual Messeder et al. (1995) testaram mais de vinte compostos frente ao
parasito Trypanosoma cruzi, e foi observado que o composto mais ativo (Figura 8 E)
apresentou I1Cso de 17,1 pg/mL, o possivel mecanismos de acdo deste composto estaria
relacionado com auséncia de substituintes que formam as interacGes de hidrogénio. Outro
mecanismo de acdo das guanilhidrazonas da-se por meio da interacdo com o DNA do T. cruzi
o qual permite a atividade eficaz desta classe de compostos (SANTOS-FILHO; FIGUEROA-
VILLAR; ARAUJO, 1997).

Algumas bis guanilhidrazonas foram avaliadas frente as formas tripomastigotas de T.
cruzi, o composto mais ativo foi o cloridrato de 1,3-bis (4-guanil-hidrazonofenoxi) —propano
(Figura 8 F), a acdo desta substancia poderia estad relacionada a atividade catidnica da
membrana ou com o DNA do parasito, embora a substancia apresenta uma boa atividade
tripanossomicida, quando comparadas com as guanilhidrazonas simples foram consideradas
menos ativas (BORGES; MESSEDER; FIGUEROA-VILLAR, 2004).

As guanilhidrazonas foram avaliadas apos a interacdo com as micelas, no qual foi

evidenciada atividade satisfatoria em testes in vitro com o T. cruzi para a forma
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tripomastigotas do parasito, podendo associar esta propriedade medicinal com a interacdo da
membrana celular do microrganismo (BORGES; FIGUEROA-VILLAR, 2000).

Figura 8 - Guanilhidrazonas com atividade tripanossomicida.
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Explorando as propriedades bioldgicas destes compostos, a atividade antimicrobiana
foi avaliada por alguns autores, no qual, na pesquisa de Bairwa e colaboradores (2010) os
compostos de é&cidos cinamicos e as guanilhidrazonas foram avaliados frente ao
Mycobacterium tuberculosis, apresentando uma concentragdo inibitéria de 6,49 pg/mL, este
foi o resultado do composto mais ativo da série estudada, sendo um alvo de interesse para
pesquisas futuras contra a tuberculose e fornece dados para uma possivel associacdo sinérgica
com farmacos padrédo nesta terapéutica.

Outras cepas bacterianas Gram positivas e negativas foram testadas com uma série de
substancias de aminoguanidinas hidrazonas, no qual foi evidenciada concentracdo inibitéria
de 1lupg/mL frente a Salmonella typhimurium, sendo este eficaz de 1 a 2 vezes quando
comparado ao controle padrédo utilizado, foram avaliados ainda com cepas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e quinolina, com resultados promissores quando comparado ao
controle positivo (WEI et al., 2016).

Em uma pesquisa publicada recentemente, constatou-se que derivados desta classe de
substancias apresentaram efeitos de inibicdo de bombas de efluxo NorA em Staphylococcus
aureus resistente, e quando associado ao antibiético norfloxacina reduziu as concentraces
inibitérias variando de 2 a 16 vezes a inibicdo, desta forma, esta foi a primeira publicacdo
com as aminoguadinas hidrazonas utilizadas nesta linha de pesquisa (DANTAS et al., 2018)

Outras propriedades medicinais foram testadas e publicadas com os derivados
aminoguadinas hidrazonas tais como, atividades anti-malaria, anti-HIV (AHMED et al. 2012),
testes antifungicos e anti-inflamatorios in vivo (WEI et al., 2016), avaliagdo anti-hipertensiva
(FOYE et al., 1990), Antidiabética (LARSEN et al., 2001). Diante do exposto, esta classe de

substancia mostra-se promissora para ampliar as atividades biol6gicas referidas acima.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os derivados aminoguanidinas hidrazonas com potencial atividade

antimicrobiana e migracéo celular in vitro.

3.1 Objetivos especificos

» Determinar a concentracéo inibitéria minima das aminoguanidinas hidrazonas;

» Auvaliar a viabilidade celular por meio do teste colorimétrico do Metiltetrazolium das
aminoguanidinas hidrazonas;

» Avaliar o potencial da migracgdo celular in vitro (Scratch Assay) das aminoguanidinas
hidrazonas.
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa do tipo experimental in vitro de abordagem quantitativa e
qualitativa, na qual foram sintetizados derivados aminoguanidinas hidrazonas para a avaliacdo
da atividade antimicrobiana com o método de Microdiluicdo em Caldo para determinar a
concentracdo inibitoria minima (CIM) e o teste migracdo celular in vitro utilizando Scratch
assay.

4.1 Locais do estudo

A sintese dos derivados aminoguanidinas hidrazonas realizou-se no Laboratério de
Quimica Medicinal (LQM), da Escola de Enfermagem e Farmacia (ESENFAR); o ensaio da
Microdiluicdo em Caldo ocorreu no Laboratério de pesquisa em Tratamento de Feridas
(LpTF) da ESENFAR e o teste viabilidade celular e migracdo celular in vitro utilizando a
técnica Scratch assay foi realizado no Laboratério de Biologia Celular (LBC) do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) todos na Universidade Federal de Alagoas - UFAL.

4.2 Sintese dos derivados Aminoguanidinas hidrazonas.

A sintese das substancias deste estudo foi realizada com modificacGes estruturais com
base na pesquisa realizada por Verissimo e colaboradores (2017), no qual utilizou as
substancias denominadas LQM de 1 a 19, sendo avaliada a atividade cicatrizante de feridas
infectadas. A partir destes resultados, novos derivados foram sintetizados e selecionados para
este estudo, gerando também 18 substancias, identificadas pela sigla LQM, cujo esquema
reacional de obtencéo esta ilustrado abaixo.

As aminoguanidinas hidrazonas foram preparadas pela reacdo de um aldeido
aromatico com cloridrato de aminoguanidinas (1:1,25) (Figura 9). Os reagentes foram
dissolvidos numa quantidade minima de etanol, sendo aquecidos sob refluxo e agitados
overnight (FRANCA et al., 2016).

Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, os produtos precipitaram e foram
recuperados, filtrando-se sob vacuo. Quando ndo precipitaram, o solvente foi evaporado a
vacuo. Todas as reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) e

0s produtos obtidos na forma de p6 foram caracterizados por RMN de hidrogénio e carbono
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treze, ponto de fusdo, infravermelho; e a pureza verificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)(FRANCA et al., 2016).

Figura 9 - Rota sintética das substancias aminoguanidinas hidrazonas.
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Fonte: Autor, 2019.

Para o célculo do logaritmo do coeficiente de particdo (Log P) das aminoguanidinas
hidrazonas foi utilizado o software Marvin — ChemAxon. Foi realizado o calculo das
substancias sem o cloridrato (HCI), pois o programa ndo reconhecia 0 HCI e a substancia

LQM como um composto Unico, mostrando o valor do Log P do HCI separado.
4.3 Ensaios biologicos in vitro
4.3.1Microrganismos utilizados

Os microrganismos testados foram as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) e as bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 14942), Enterobacter
cloacae (ATCC 13047) e Shigella flexneri (ATCC 12022). Optou-se neste estudo por esses
microrganismos, pois as cinco primeiras sao as mais frequentes em infeccdes de feridas e por
agravarem o processo de cicatrizacdo das lesdes tissulares (MASSIE et al,. 1992; ANGEL et
al., 2011; SANTOS, et al. 2016), e mais raramente a S. flexneri (GREGORY; STARR;
OMDAL, 1974).

4.3.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) por meio da Microdiluicdo em
Caldo.

O teste de Microdiluicio em Caldo avaliou a atividade antimicrobiana das
aminoguanidinas hidrazonas. O protocolo seguido foi baseado no Clinical Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2012) na qual o Caldo Mueller-Hinton foi distribuido nas placas de
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microdiluicdo de 96 pogos, formada por 12 colunas (1 - 12) e 8 linhas (A - H), onde foram
depositados 100 pL. de meio por pogo.

A concentracdo estoque da solucdo contendo as substancias sintéticas foi de 400
pug/mL. Nas colunas de 1 a 9 da linha A foram adicionados 100uL de solug¢do estoque e
enquanto as colunas 10, 11 e 12 foram destinadas respectivamente, para o Controle Negativo
(CN), com DMSO diluido em solugdo salina estéril, caldo Mueller-Hinton e o indculo
bacteriano; Controle de Crescimento (CC), em que foram utilizados Caldo Mueller Hinton e o
indculo microbiano; e Controle de Esterilidade da placa (CE), no qual foi utilizado apenas o
Caldo Mueller-Hinton. Para o controle positivo foi usado o antibiotico Ciprofloxacina.

Apbs esse processo, 100 uL do conteddo de cada orificio da linha A, foi transferido
para a linha B e ap6s homogeneizacdo, 0 mesmo volume foi transferido para a linha C,
repetindo assim o processo até a linha H no qual foi desprezado o excesso, obtendo-se as
seguintes concentragdes 200 a 1,56 ug/mL. Em seguida as placas passaram por leitura da
absorbancia a 492 nm, em espectrofotdmetro antes da inoculagdo bacteriana.

Os in6culos microbianos foram preparados baseado no protocolo proposto pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS) de 2003, utilizando a escala de 0,5 de
McFarland (1 x 10°® Unidade Formadora de Colénias/mL). As bactérias foram diluidas em 3
mL de solugdo salina estéril e 1 mL dessa solucdo foi rediluida na proporcédo de 1:10 de
soluco salina estéril para obter a concentragdo de 10’ UFC/mL. Foram adicionados 5 pL do
indculo bacteriano no poco com meio de cultura, resultando na concentracdo final de
aproximadamente 5 x 10° UFC/mL ( ou 10* UFC/pogo), sendo depositados nos pogos das
colunasde 1a1l.

As microplacas foram embaladas em papel filme e incubadas em uma estufa
bacteriolégica a 35 °C de 16 a 20 horas, apds esse periodo, foi realizada uma nova leitura no
espectrofotometro, e logo apds foi acrescentado em cada orificio, 20 pL de uma solugdo
aquosa de Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium (TTC) a 5% (v/v) sendo as placas reincubadas a
35 °C por mais 3 horas.

O Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium incolor, € reduzido a ao sal formazam (Figura 10)
por acdo das desidrogenases presentes nas mitocondrias dos microrganismos, esta reducdo
confere uma coloracdo vermelha nas bactérias que permaneceram vivas (OPWIUS et al.,
2012).
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Figura 10 - Reacgéo de reducéo do Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium para formazam.
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(Fonte: OPWIUS et al., 2012)

Ap0s a Ultima incubacdo, observou-se houve a presenca de coloracdo avermelhada nos
pocos, indica que ndo teve inibicdo do crescimento microbiano, enquanto que a inexisténcia
da coloracdo avermelhada indica que a substancia possui uma acdo inibitoria frente ao

microrganismo testado.

4.3.3.1 Célculo da inibi¢do microbiana

Com a leitura espectrofotométrica foi determinada a inibicdo microbiana para cada
microrganismo, que foi calculada por meio da porcentagem de inibicdo do crescimento
microbiano, em diferentes concentracfes das substancias testadas, para cada microrganismo

de acordo com a equacdo:

Ac
% Inibicdo do crescimento microbiano = [1 - (%)] X100

Onde:

Ac representa a média das absorbancias por concentracdo de substancia testada e ja
subtraida do valor da absorbancia obtida para cada concentracdo de substancia sem a adicao
do inéculo;

Ay a média das absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia
testada) (GUDINA et al., 2010). Para determinacdo do percentual de inibi¢do bacteriano, foi
considerada toda substéncia que apresentou valor superior a 80% do crescimento microbiano

guando comparado com o controle de crescimento (HOLETZ, et al. 2002).
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4.3.4 Ensaio de viabilidade celular por meio do teste colorimétrico do Metiltetrazolium
(MTT)

Todas as substancias foram avaliadas no modelo de viabilidade celular em macréfagos
da linhagem J774, e foram consideradas ndo toxicas aquelas que apresentaram viabilidade
acima de 80% (dados nédo publicados). A partir desses resultados, foram selecionadas dez
substancias para prosseguir com os ensaios bioldgicos. Sendo as aminoguanidinas hidrazonas
LQM 96, LQM 97, LQM 101, LQM 106, LQM 131, LQM 132, LQM 134, LQM 135, LQM
138 e LQM 195.

O teste colorimétrico do Metiltetrazolium (MTT) foi realizado para identificar a
atividade citotoxica das aminoguanidinas hidrazonas. Essa técnica é capaz de avaliar o estado
metabolico da célula e a viabilidade celular a partir da reducdo do sal tetrazélio (coloracédo
amarela) a formazan (coloragdo azul escuro), sendo utilizado para a avaliacdo da viabilidade
celular in vitro.

O teste se baseia na atividade mitocondrial das células pela reducéo do sal MTT, essa
reducdo acontece atraves da clivagem do sal de tetrazdlio, de coloragdo amarelada, em cristais
de formazan que possuem uma coloracao azul escuro, pela enzima succinato desidrogenase,
que se encontra nas mitocOndrias ativas. A densidade Optica da reacdo resultante é
determinada pelo espectrofotdmetro. Quanto mais escura a coloragdo ao fim da reacdo, maior
a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

As substancias selecionadas foram avaliadas com células de fibroblastos 3T3, o qual
foram cultivados em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% de
soro bovino fetal (FBF), L-glutamina (2 mM) e gentamicina (40 pg/mL) em incubadora
umidificada em atmosfera com 5 % de CO, a 37 °C.

Para inicio do teste, os Fibroblastos 3T3 foram adicionados em placas de 96 pocgos
com a densidade de 7 x 103 células / poco, e ap6s 16 h de incubacdo (37 °C), as células
aderentes foram tratadas com as substancias LQMs nas concentragdes de 10 e 100 pg/mL em
meio de cultura DMEM suplementado com 5 % de soro fetal de bovino, L-glutamina e
gentamicina foram posteriormente cultivados durante 24 horas (37 °C).

Em seguida, Apos a incubagdo com o tratamento das substancias, foram adicionados
22,5 uL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) (Sigma-Aldrich -
EUA) (5 mg/mL em PBS) a cada pogo durante 4 horas de incubagéo a 37 °C. O sobrenadante
foi descartado e uma solugdo de DMSO (150 pl/pogo) foi adicionada em cada placa de cultura

para solubilizar os cristais de formazan formados. Como controle de morta celular foi
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utilizado o Tween a 3 %. A absorbancia de cada pogo foi registrada utilizando um
espectrofotdbmetro de microplacas e a densidade Optica (DO) foi medida a 540 nm.

Foram utilizadas quatro cavidades individuais por tratamento com 0s compostos, e a
atividade de reducdo de MTT foi determinada com a porcentagem de células em comparacao
com os grupos controle. Assim o percentual de viabilidade celular foi calculado por meio da

férmula:

R absorbancia de células tratadas
% Viabilidade = — - — X 100
absorvancia de células nao tratadas

4.3.5 Ensaio da migracdo celular in vitro (Scratch Assay)

Os efeitos das substancias LQM 96, LQM 97, LQM 101, LQM 106, LQM 131, LQM
132, LOM 134, LQM 135, LQM 138 e LQM 195 na migracdo de fibroblastos 3T3 foram
avaliados por ensaio de cicatrizacdo por arranhadura

No teste de migracdo celular os fibroblastos 3T3 foram cultivados em garrafas para
cultura celular estéril (poliestireno), contendo meio de DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SBF) e adicionados em estufa a 5% de CO, a 37 °C por 24 horas, para
alcancarem alta confluéncia. Apos a constatacdo da confluéncia da monocamada, foram
realizadas as subculturas utilizando-se a solucdo de tripsina-EDTA para desprender as células
aderidas.

Ap0s esse processo, os fibroblastos foram semeados em placas de 24 pocos (7 x 10%) e
mantidos em estufa a 5% de CO2z a 37 °C, até atingirem confluéncia maxima. Verificado a
confluéncia, o sobrenadante do meio de cultura foi desprezado, e foi substituido por meio de
cultura DMEM suplementado com SFB 2%, e em seguida foi realizado o ensaio de Scratch,
ou seja, um risco em linha reta na regido mediana da placa com a ponta da pipeta de 200uL
(Figura 11). Este procedimento leva a uma solucdo de continuidade entre as células. A
remocao das células que resultaram do arranhdo, os pogos foram lavados com solucdo salina

tamponada com fosfato (PBS).
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Figura 11 - Técnica de arranhadura (Scratch assay) dos fibroblastos 3T3.

Nota: A — Aderéncia celular. B — Arranhadura na regido mediana do poco. C — Migracao celular.
Fonte: Adaptado de VEDULA et al., 2013.

Em seguida, as placas receberam as substancias LQMs que foram utilizadas na
concentracdo de 10 pug/mL, sendo que esta concentracao foi definida de acordo com o teste de
viabilidade celular MTT ja realizado, e o controle foi determinado com o meio de cultura
DMEM suplementado com SBF 2% (LIANG; PARK; GUAN, 2007).

As imagens foram captadas com cadmera digital acoplada ao microscépio invertido de
fase (Olympus 1X70), utilizando software NIS Elements F3.2 e foram obtidas do mesmo
campo de visao da ferida, criando pontos de referéncia na parte externa da placa e na platina
do microscopio com marcadores de ponta fina. Desta forma, a avaliacdo da migracdo dos
fibroblastos foi realizada por meio das fotografias nos tempo de 0, e 24 horas.

4.3.6 Andlise estatistica
Os dados sdo expressos como média + SEM. A analise estatistica foi determinada

usando o teste t de Student. As diferencas entre 0s grupos foram consideradas estatisticamente

significantes quando P <0,05. Os gréaficos foram gerados usando o software GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese das substéncias aminoguanidinas hidrazonas

As dezoito aminoguanidinas hidrazonas foram sintetizadas pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM). Este trabalho foi responsavel por avaliar as
atividades antimicrobianas e migracdo celular in vitro dessas substancias, que estdo

apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Estruturas quimicas das aminoguanidinas hidrazonas.

- Formul P o
Cadigo ormuta Log P eSO Estrutura quimica
molecular molecular
H
\N,N\H/NH2
LOM96  CgHi13CINSO 0,81 228,68 ©/\ NH HCI
N
IIjI NH
NS
LQM 97  CgH1oCIFN, 1,11 216,64 N Y
F NH HCI
H
~ \N,N NH,
LOM 101  CyoH12CINs 0,99 237,69 . [
N X /1}\11 NH,
LOM 104  C;H4CINs 0,42 199,64 | N T
/N NH HCI
E NH
\ .
LQM 106 CoHyCIFsN, 1,85 266,65 N Hel
F.C NH
3
H
SN N
LOM 131  CyoH15CINg 1,18 226,71 O/\/\ [ e
H
N

. NH
LOM 132  CgHisCIN, 1,01 204,70 N
NH HCI
MeO.
LQM 133  Cy,H17CIN,O 1,37 268,74 SN e 2

NH HCI
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LQM 134

LQM 135

LQM 136

LOM 138

LQM 195

LQM 196

LQM 197

LQM 198

LQM 199

C13H17CINg

C14H19CIN,4

C14H15CIN,4

C14H1oCIN,O

C11H120|N5

C10H11CIN,O

C12H13CIN,O

C12H12CIF3N,g
0O

C12H11C|3N4O

2,05

2,50

2,71

1,89

1,80

1,05

1,59

2,47

2,80

264,75

278,78

274,75

294,78

249,70

238,67

264,71

332,71

333,60

H
~ \N,N\n/NHz
\_0 NH
HCI
CF,
H
Sy NeNH,
\_0O NH
HCI

Cl




43

LOM 200 C12H14CINsO 0,77 279,3

As modificacOes estruturais das substancias mostram-se com caracteristicas distintas,
tais como, grupos retiradores de elétrons, aumento da hidrofobicidade e prolongamento de
cadeia lateral (espagador).

Outro parametro avaliado foi o logaritmo do coeficiente de parti¢cdo (Log P), que de
acordo Lipinski e colaboradores (2001) e Duchowicz e colaboradores (2007), para que uma
substancia apresente solubilidade e permeabilidade é preciso algumas caracteristicas que é
mencionada na Regra de Lipinski, e dentre os itens desta regra é citado que o valor de Log P
ideal deve ser abaixo de 5, desta forma, a substancia poderia penetrar nas membranas e
promover seu efeito farmacologico.

A partir das substancias sintetizadas foram realizados testes bioldgicos para avaliacao
da atividade antimicrobiana e migracao celular in vitro das aminoguanidinas hidrazonas, e 0s
resultados foram discutidos com base nas modificacGes estruturais apresentadas pelas

substancias.

5.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por meio da Microdiluicédo

em Caldo.

O ensaio da CIM foi realizado com cepas bacterianas Gram positivas e negativas. Na
tabela 2, se observa os valores das CIMs frente as cepas Staphylococcus aureus e S.
epidermidis, bem como os respectivos valores percentuais de inibicéo.

De modo geral, os compostos testados apresentaram valores de CIM variando entre 5 e
200 pg/mL. Em adicdo, no que se refere as cepas S. aureus e S. epidermidis, as substancias
LQM 106, 131, 198 e 199 demonstraram inibi¢cdo nas concentracdes de 25, 20, 20 e 5 pug/mL,
respectivamente, todas com percentual de inibicdo bacteriano superior a 90%. Por fim, a
melhor atividade bacteriana foi observada para o LQM 199, com a menor inibicdo na

concentracédo de 5 pg/mL para as duas estirpes testadas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentracéo inibitéria minima das substancias aminoguanidinas hidrazonas
frente as cepas bacterianas Gram-positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus

epidermidis.
Concentracéo inibitoria minima
Cadigo Estrutura quimica S. aureus S. epidermidis
[pg/mL] % [pg/mL] %
LOM 17% g L 038 - 3,6 .
LQM 96 @ NH HCl 200 99,2 200 89,7
LQM 97 /@” N D 100 99,2 100 99,5
NH HCl
LQM 101 C@A T e - - - -
LQM 104 Oﬂ - . . .
NH2
LQM 106 @” e 25 989 25 97,3
LQM 131 W " ol 20 99,8 20 99,7
LOM 132 Oﬂ 100 914 200 985
NH HCI
LQM 133 \Q/\:L 100 99,2 100 99,4
NH HCI
LQM 134 ©i5\ NH HCI 100 99 100 99,1
LQM 135 @ HHCl 50 97,6 100 99,2
LQM 136 50 99,3 50 86,6

NHH




NH HCI

LQM 138 (;5
LQM 195 g \L(H e
LQM 196 & " kel
LQM 197 g

HCl

NH2
LQM 198 ;;

XN o N
\ 0 NH
LQM 199 g HCI
cl

\\ \NJ\I\H/NH2
LQM 200 o NH
NH, HC1
[¢]
Ciprofloxa m

cina** ) O A

50

50

100

25

20

50

0,15

99,2

96,9

100

99,3

99,7

98,6

99

100

50

100

200

50

20

50

0,31

88,6

95,4

99,4

99,9

99,1

99

99,4

100
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Nota: -- Nenhum percentual de inibicdo observado; [ug/mL] concentragdo em microgramas por

mililitro; % percentual de inibig&o bacteriana; Ciprofloxacina utilizado como controle positivo.

Fonte: * Os dados do LQM 17 foram apresentados por Verissimo e colaboradores (2017). **Estrutura

quimica da Ciprofloxacina, ZHANG et al., 2011.

Com relacdo a avaliacdo das cepas Gram negativas, quatro bactérias foram utilizadas

para determinar os valores da CIM, sendo elas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacter cloacae e a Shigella flexneri. Em seguida, todos os dados foram tratados e

organizados na Tabela 3.

Foi observado que a maioria das aminoguanidinas hidrazonas testadas inibiu a bactéria

E. coli, com exce¢do dos compostos LQM 96, 101 e 104 (os quais ndo demonstracdo
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inibicdo). Adicionalmente, os valores da CIM mais significativos variaram entre 5 e 25
pg/mL. Para as cepas P. aeruginosa e E. cloacae, 0 LQM 199 mostrou valores de inibigéo de
10 e 12,5 pg/mL, respectivamente. As substancias LQM 131, 198 e 199 (CIM 12,5; 25 e 6,25
pg/mL, respectivamente) exibiram resultados promissores frente a cepa S. flexneri, quando

comparado aos demais compostos.
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Tabela 3 - Concentracéo inibitéria minima das substancias aminoguanidinas hidrazonas frente as cepas bacterianas Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae e a Shigella flexneri.

Cadigo

Concentracdo inibitoria minima

Estrutura quimica

LQM 17*

LQM 96

LQM 97

LQM 101

LQM 104

LQM 106

LQM 131

LQM 132

E. coli P. aeruginosa E. clocae S. flexneri

[ug/mL] % [pg/mL] % [ug/mL] % [ug/mL] %

15,5 -- 29,3 -- -- - - --

-- -- 200 93,2 200 90,9 - --

20 99,8 100 97,3 -- - - --
20 99,9 50 99,8 100 99,8 50 99,9
25 95,6 50 97,5 50 99,4 12,5 99,6

20 98,5 200 96,0 -- - - --




LQM 133

LQM 134

LQM 135

LQM 136

LQM 138

LQM 195

LQM 196

200

20

20

20

20

99,8

99,4

99,5

99,6

99,9

97,6

99,3

200

200

100

200

99,7

99,4

98,9

99,7

200

200

200

200

93,8

99,8

99,7

99,7

100

200

100

100

100

200

200

99,3

99,3

99,4

99,8

100

93,6

97,9
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LQM 197 g
LQM 198 ;)E
LQM 199 g
\;;o

LQM 200

2
Ciproflo
xacina*

O A

20
HCI
NH2
20
5
20
‘ 0,009

99,8

98,6

99,9

99,1

100

200

50

10

100

0,31

99,9

99,9

99,9

98,7

100

200

50

12,5

0,03

99,8

99,5

99,6

100

100

25

6,25

100

0,31

99,8

99,9

99,8

99,9

100
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Nota: -- Nenhum percentual de inibigdo observado; [ug/mL] concentragdo em microgramas por mililitro; % percentual de inibicdo bacteriana; Ciprofloxacina

utilizado como controle positivo.

Fonte: * Os dados do LQM 17 foram apresentados por Verissimo e colaboradores (2017). **Estrutura quimica da Ciprofloxacina, ZHANG et al., 2011.
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O controle positivo ciprofloxacina apresentou valores inferiores a concentragdo de 1
pg/mL na CIM, este antibiotico pertence a classe da fluorquinolona de terceira geracdo com
acao na inibicdo da sintese de acidos nucleicos (DNA girase) e apresenta amplo espectro
bacteriano com efeito bactericida (HOPPER; WOLFSON; WOLFSON, 1991; VELEMA et
al., 2015).

Os dados apresentados nas tabelas 2 e 3 sugerem que o LQM 199 com o substituinte
3,4-dicloro nas posicdes meta e para da fenila, apresentou os melhores resultados frente as
bactérias Gram positivas e negativas. Em contraste, os derivados LQM 101 e 104 com
substituintes 2-indol e 2-piridina foram completamente inativos frente as mesmas cepas.

Pesquisas realizadas com substéncias contendo grupamento aminoguanidinas,
mostraram excelentes resultados frente as bactérias Gram positivas e negativas, onde um
composto contendo atomos de cloro nas posicdes orto e para da fenila, apresentou atividade
bacteriana variando entre 1 e 8 pg/mL, sobre as espécies S. aureus, E. coli, Salmonella
typhimurium e P. aeruginosa (WElI et al., 2018).

No estudo de Dantas e colaboradores (2018) foi evidenciado que a aminoguanidinas
hidrazonas contendo cloro nas posi¢cdes meta e para da fenila exibiu um valor da CIM de 32
ug/mL frente a cepa de S. aureus, possuindo atividade superior ao controle positivo. Neste
estudo, o LQM 199, mostrou-se mais ativo do que os demais compostos, com a CIM variando
entre 5 e 12,5 pg/mL, esta substancia também apresenta uma substituicdo 3,4-dicloro, o que
corrobora com os estudos supracitados, 0 que pode sugerir que possivelmente a melhor
atividade deste composto (LQM 199) estaria relacionando com a eletronegatividade
apresentada pelo cloro.

A atividade bacteriana foi avaliada com uma série de bis-aminoguanidinas hidrazonas,
onde todos 0s compostos se mostraram ativos no teste da CIM, dentre as cepas a Enterobacter
cloacae apresentou inibigdo na concentracdo em 52,9 pg/mL (SHRESTHA et al. 2017), este
dado assemelha-se as substancias LQM 131 e 198 deste estudo, que para esta bactéria teve
uma CIM de 50 pg/mL, respectivamente.

Diante dos resultados antimicrobianos apresentados, foi possivel fazer uma relacéo
estrutura-atividade para os compostos, desta forma, as moléculas serdo agrupadas de acordo
com as respectivas semelhancas quimicas, bem como suas atividades.

Pode-se verificar na atividade antimicrobiana de bactérias Gram positivas para as
substancias que apresentavam em sua estrutura grupamentos retiradores ou doadores de
elétrons se comportam de maneira diferente, por exemplo, a substancia LQM 96 (CIM de 200

pg/mL) que apresentava uma metoxila (doador de elétron) e 0 LQM 133 (CIM de 100 pg/mL)
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néo apresentou atividade significativa, da mesma forma que grupos retiradores, como o0 LQM
97 (CIM de 100 pg/mL).

Adicionalmente, 0 LQM 97 para a cepa Gram negativa E. coli apresentou CIM de 92,3
pg/mL. Para tanto, a presenca do CF3; na posicdo para no composto LQM 106 reduziu
significativamente (aproximadamente 8 vezes) a CIM quando comparado com 0 composto
LQOM 97. Além disso, houve inibicdo para as seis estirpes bacterianas Gram positivas e
negativas. Considerando a ordem de eletronegatividade, a substancia LQM 106 possui 0
substituinte mais eletronegativo que os demais e que sua atividade poderia esta relacionada a
esta caracteristica. Além disso, 0 LQM 106 apresentou o Log P de 1,85 sendo maior que seu
andlogo LQM 97 (Log P de 1,11), possivelmente a melhor atividade também estaria
relacionado a lipofilicidade da substancia.

Pesquisas mostram que o fluor faz ligagcbes com enzimas e proteinas que sdo
importantes para a fisiologia bacteriana, este faz ligacdo nos sitios que hidroxilas (OH)
geralmente se ligam, podendo, por exemplo, inibir o papel da enolase durante a glicdlise,
primeira fase da respiracdo celular, a acidificacdo do meio também contribui para aumentar a
ligacdo do fluor as enzimas (MARQUIS; CLOCK; MOTA-MEIRA, 2003). Desta forma,
pode-se sugerir que possivelmente a inibicdo enzimética poderia estar relacionada a atividade
do composto LQM 106.

Comparando as aminoguanidinas hidrazonas LQM 133, 134, 135, 136 e 138 foram
observados que a atividade antimicrobiana mantiveram uma CIM com valores de inibicdo
similares umas das outras. O LQM 134 apresenta um anel ciclohexano fundido a fenila e o
composto LQM 135 apresenta um anel cicloheptano também fundido a fenila. Quando
comparados 0s dois compostos, foi observado que o LQM 135 teve uma leve reducdo da
atividade bioldgica para a cepa S. aureus com uma CIM de 50 pg/mL.

Comparando-se as substancias LQM 132, 133, 134 e 138, o perfil € diferente para
cada microrganismo, o composto LQM 132 (com anel ciclohexano), mostrou uma CIM com
valores entre 100 e 200 pg/mL para as cepas S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa e foi
inativa para a E. clocae e S. flexneri. O composto LQM 132 passou por uma rigidificacdo do
anel ciclohexano condensado a uma fenila, originando os LQM 133, 134 e 130, observou-se
que o LQM 134 que ndo possui substituinte foi mais ativo apenas para a cepa E. coli (20
pg/mL). Ao se adicionar um grupamento doador de elétron (metoxila) na posicdo para (LQM
133), a atividade em todos os microrganismos &€ em concentracdes altas ou auséncia de
atividade. Entretanto, quando a metoxila é adicionada na posi¢gdo meta (LQM 138) e aumenta

os carbonos ligados no anel fenil, a atividade é recuperada, porém, apenas para trés
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microrganismos sendo eles: S. aureus (50 pg/mL), S. epidermidis (50 pg/mL) e E. coli (20
pg/mL).

Ressalta-se que a bactéria E. coli foi sensivel a quatro substancias deste grupo, a
excecdo foi para o LQM 133 que apresentou uma CIM dez vezes maior que 0s demais
compostos, foi observado que deste grupo de substancia o LQM 133 apresentou o0 menor Log
P 1,37 quando comparado aos demais LQM, o que pode esta relacionada a maior CIM para a
cepa E. coli. A caracteristica comum neste grupo de substancias € o aumento da
hidrofobicidade, com isto, sugere-se que possivelmente esta caracteristica esteja relacionada
as atividades antimicrobianas.

Substéncias com caracteristicas hidrofobicas atuam interagindo com a membrana
celular dos microrganismos, nas bactérias o rompimento da permeabilidade da membrana
causada por um composto leva ao efeito antimicrobiano (KIM; FARRAH; BANEY, 2007).

Na pesquisa realizada por Oliveira e colaboradores (2012) foi evidenciado que as
substancias testadas apresentaram uma relacdo com a lipofilicidade das moléculas, a atividade
antimicrobiana foi menor com os compostos menos lipofilicos, ou seja, quanto mais
hidrofdébica a substancia melhor foi a sua atividade antimicrobiana.

Com relagdo ao composto LQM 131 foi realizado a adigdo de carbonos para aumentar
a cadeia lateral da substancia, esta modificagdo proporcionou resultados promissores na
atividade antimicrobiana, causando a inibicdo nas seis estirpes testadas, sendo a melhor CIM
para a cepa S. flexneri com inibicdo na concentracdo de 12,5 pg/mL. Adicionalmente, 0 LQM
131 passou por uma substituicdo do anel fenil sendo adicionado uma 2-quinolina (LQM 195),
porém a atividade manteve-se alta, quando comprado ao seu precursor. As trés substancias
(LQM 131 e 195) apresentaram inibicdo para a cepa E. coli com CIM de 25 e 20 pg/mL,
respectivamente. Desta forma, foi evidenciado que o LQM 131 foi o mais promissor deste
grupo de substancia podendo associar a atividade biologica ao aumento da cadeia lateral do
composto.

Com relacdo as substancias que apresentavam o anel furano na estrutura, i.e., LQM
196, 197, 198, 199 e 200, o comportamento frente aos microrganismos Gram positivos é bem
homogéneo, ou seja, LQM 196, que apresentava o anel furano fundido a fenila ndo apresentou
atividade satisfatoria para a S. aureus (100 pg/mL) e S. epidermidis (200 pg/mL). No
momento em que o0s anéis ndo sdo mais fundidos (LQM 197 a LQM 200), a atividade
aumenta significativamente, como pode ser verificado na tabela 2.

O LQM 197, que ndo apresentava substituinte, bem como o LQM 198 (grupamento
CF3; em orto), apresentou atividade moderada (20 a 50 pg/mL), a depender se S. aureus ou S.
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epidermidis, observou-se uma potencializacdo para o0 LQM 199 (5 pg/mL, para S. aureus e S.
epidermidis) uma vez que este foi o mais ativo de toda a série, 0 Unico que apresenta
substituinte 3,4-dicloro na fenila ligado ao furano, sendo este composto considerado como o
hit desta série.

Em relacdo aos microrganismos Gram negativos, o perfil de atividade para os
derivados furanicos (LQM 196 a 200) é mais heterogéneo, no qual se observa que o furano
condensado a fenila (LQM 196) ndo apresentou atividade significante para nenhum dos
microrganismos, a excecdo para a cepa bacteriana E. coli (20 pg/mL). Para as substancias
com furanos ndo condensados a fenila (LQM 197 a 200), h4 uma variacdo de atividade
moderada (20 a 50 pg/mL) a perda da atividade.

Comparando-se os LQM 197, 198 e 200, foi observado que o LQM 197 apresentou
CIM em altas concentracfes para as cepas Gram negativas, ao adicionar o CF; em orto na
fenila (LQM 198) melhorou a atividade frente as cepas de P. aeruginosa, E. clocae e S.
flexneri com CIM de 50, 50 e 25 pg/mL, respectivamente. Quando o CF3 foi substituido por
um NH, em orto na fenila originando o LQM 200, a inibicdo foi na concentracdo de 100
pg/mL para as bactérias P. aeruginosa e S. flexneri, e inativo para a cepa E. clocae. Nesse
grupo de substancias o LQM 198 é o que apresenta a maior eletronegatividade devido o
substituinte CF3 e também obteve o maior Log P 2,47, quando comparados aos LQM 197 e
200, possivelmente a atividade bacteriana estaria relacionada a essas caracteristicas da
molécula.

De maneira analoga as bactérias Gram positivas, 0 LQM 199 mostrou atividade
significativa para todos os microrganismos (E. coli =5 pg/mL; P. aeruginosa = 10 pg/mL; E.
clocae = 12,5 pg/mL, S. flexneri = 6,25 pg/mL). Comparando o Log P do grupo de substancia
que apresentam o anel furano, observou-se que o LQM 199 foi o que apresentou maior Log P
2,80 e mostrou-se com menor CIM frente a todas as cepas testadas, desta forma, sugere-se
que esta melhor atividade esteja relacionada a presenca do 3,4 dicloro-fenila e a caracteristica
de lipofilicidade apresentada pelo log P. Observou-se que todos os LQM apresentaram
atividade antimicrobiana moderada para E. coli, a excecdo dos LQM 96, 101, 104 (que foram
inativos) e 133 (CIM de 200 pg/mL).

Comparando-se os resultados de Verissimo e colaboradores (2017) para S. aureus, S.
epidermidis, E. coli e P. aeruginosa com os dados desta pesquisa, 0 LQM 17 que apresentava
uma disubstituicdo do cloro no anel fenil (posi¢cbes meta e para) e o LQM 199 apresentava
também o atomo de cloro nas posicdes meta e para da fenila ligado a um anel furano

mostraram atividades antimicrobianas heterogéneas para cepas Gram positivas e negativas,
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qguando comprado os resultados de ambos os compostos, ressaltamos a importancia do
grupamento 3,4 dicloro-fenila na atividade antimicrobiana desta classe de compostos, como

pode ser verificado na tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Comparacdo dos dados das substancias LQM 17 com o LQM 199 para as
frente as cepas bacterianas Gram positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e a Escherichia coli.

Concentracao Inibitéria minima

Cadigo Estrutura

LOM quimica S.aureus  S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
[Mg/mL] [Mg/mL] [g/mL] [ug/mL]
\N_T%\H/NHZ
17 CIQ 0,38 3,66 15,5 29,3
Cl
\\o \N'E\II\]I/HNHZ
199 a et 50 5,0 5,0 10,0

Cl

Nota: [ug/mL] concentracdo em microgramas por mililitro. Fonte: os dados do LQM 17 foram
apresentados por Verissimo e colaboradores (2017).

Observou-se na comparagdo das Substancias LQM 17 e 199, que para a estirpe
bacteriana S. aureus os resultados foram distintos, e 0 LQM 17 apresentou a CIM dez vezes
menor quando comparado com o LQM 199. Para a bactéria S. epidermidis os valores de
ambas as substancias foram similares. No entanto, para as bactérias Gram negativas o LQM
199 apresentou CIM inferior ao seu analogo, apresentando CIM trés vezes menor que o LQM
17 para as cepas de E. coli e P. aeruginosa.

Desta forma, o LQM 199 quando comparado ao LQM 17 mostrou-se mais efetivo para
as cepas Gram negativas E. coli e P. aeruginosa com CIM de 5 e 10 pug/mL, respectivamente,
estas bactérias possuem importancia clinica pelas infeccbes que podem causa, tais como,
infeccbes urinarias, pulmonares, gastrointestinais, infeccdo da corrente sanguinea e cutaneas
(SANTOS et al., 2016). Além disso, elas apresentam fatores de viruléncia (exemplo, adesinas,
toxinas, biofilmes) eficientes principalmente no ambiente hospitalar, limitando as opcoes
terapéuticas disponiveis (ROBINS-BROWNE, et al., 2016; AZAM; KHAN, 2019).

Observou-se que o LQM 199 apresentou atividade antimicrobiana frente as seis
bactérias testadas, demonstrando ter um amplo espectro na acdo antimicrobiana. Embora o
controle positivo ciprofloxacina tenha apresentado inibigdo inferior a 1 pg/mL, a substancia

LQM 199 teve CIM variando de 5 a 12,5 pg/mL, observou-se que a potencia de inibi¢do foi
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similar a ciprofloxacina, com percentual de inibicdo superior a 98%. Desta forma, pode-se
sugerir que outras pesquisas mais especificas para compreender qual o possivel mecanismo de
acao antibacteriano sejam realizadas, assim como, a realizacdo de novos ensaios
antimicrobianos com outras espécies bacterianas pertencentes aos cinco géneros testados
neste estudo e também de cepas resistentes.

Ressalta-se que para a eficacia de uma substancia os ensaios in vivo fazem parte da
rotina na busca de possiveis farmacos, assim sendo, com a atividade antimicrobiana
apresentada pelo LQM 199, estudos desta avaliacdo in vivo em animais de pequeno porte sdo
necessarios para a verificacdo da toxicidade em 6rgdos metabolicos e excretores (Figado e
rins).

Nesta pesquisa foi possivel evidenciar que as aminoguanidinas hidrazonas
apresentaram promissoras atividades antimicrobianas frente as cepas Gram positivas e
negativas. Para 0 prosseguimento na pesquisa, as dezoito substancias foram avaliadas quanto
a viabilidade celular pelo método MTT com macréfagos J774 em outra pesquisa (dados ndo
publicados), as substancias com viabilidade superior a 80%, seguiram para o teste de MTT
com fibroblastos 3T3.

5.3 Ensaio de viabilidade celular por meio do teste colorimétrico do
Metiltetrazolium (MTT)

Na avaliagdo da citotoxicidade das amostras, observou-se que na concentracdo de
10pg/mL as aminoguanidinas hidrazonas testadas apresentaram percentual de viabilidade
superior a 80%, as substancias LQMs 96, 134, 135 e 138 mostraram viabilidade de 110%,
108%, 121% e 113%, respectivamente, sendo esses valores superiores ao controle positivo
utilizado no teste.

As substancias LQM 97, 101, 106, 132 e 195 mantiveram o percentual acima de 90%,
e a substancia LQM 131 apresentou viabilidade celular de 84%, respectivamente, 0 que se
pode evidenciar que na concentracdo de 10 uM todas as substancias foram favoraveis para as
células utilizadas no teste, e existe uma seguranca para a realizacdo dos testes no que
concerne a toxicidade (Grafico 1).

O DMSO apresentou viabilidade de 92,4%, e o Tween com 15,5%, em relacdo ao

controle ciprofloxacina estudos mostram que na concentracdo e de 5 pg/mL ndo foi observado
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citotoxicidade em linhagens células de fibroblastos e astrocitos no periodo de 24 horas
(HINCAL; GURBAY; FAVIER, 2003;GURBAY et al., 2007).

Gréafico 1 - Viabilidade celular das substancias aminoguanidinas hidrazonas na
concentracao de 10 uM e 100 pM.
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Nota: As barras representam a média + SEM. A linha tracejada representa o grupo de controle (tratado com
DMEM). Os dados foram expressos como% de células viaveis em comparagdo ao grupo controle. One-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls, *p <0,05 (Controle vs. tratamento).

Na concentracdo de 100 uM a viabilidade celular foi mantida superior a 80% para as
substancias LQM 96 (119%), 97 (103%), 101 (96%) e 131 (81%), foi evidenciado que para as
trés primeiras aminoguanidinas hidrazonas houve um aumento do percentual de viabilidade,
guando comparado com a concentracdo de 10 uM.

As amostras LQM 106 e 138 apresentaram 0s menores valores de viabilidade celular,
com percentuais de 17% e 30%, respectivamente. Evidenciou-se que nas demais
aminoguanidinas hidrazonas testadas ndo foram favoraveis, pois apresentaram relevante
toxicidade diante das células testadas.

Em uma pesquisa recente, a viabilidade celular das aminoguanidinas hidrazonas foram
avaliadas em diferentes concentragdes com a linhagem de macrofagos J774, observou-se que
na menor concentragcdo a maioria das substancias apresentou viabilidade de 90%, e que iria
diminuindo o percentual celular @ medida que a concentragdo aumentava (DANTAS et al.,
2018).

Os dados supracitados assemelham-se com o da pesquisa em questdo, no qual na

concentracdo de 10 uM todas as substéncias foram viaveis, contudo, quando as células foram
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testadas em 100 uM apenas quatro (LQM 96, 97, 101 e 131) mantiveram a viabilidade celular
superior a 80%, as demais foram consideradas citotoxicas.

Desta forma, sugere-se que algumas das aminoguanidinas hidrazonas séo dose
dependentes, pois se observou que quanto maior a concentracdo testada, maior € a toxicidade
e menor a viabilidade celular.

Duas aminoguanidinas hidrazonas com grupamento metoxi (CH3O) em diferentes
regibes do anel fenil, foram testada para a viabilidade celular utilizando fibroblastos de
pulmé&o de hamster, foi evidenciado que nas concentracfes de 1, 10 e 100 uM as substancias
ndo foram tdxicas para as células (PINHATTI et al., 2016). Messeder e colaboradores (1995)
relataram em sua pesquisa que a série de substancias de guanilhidrazonas ndo apresentou
toxicidade das amostras testadas em linhagens celulares de eritrécitos.

Por meio do teste de viabilidade celular é possivel determinar o seguimento da
pesquisa de forma segura em ensaios bioldgicos in vitro e in vivo, tendo um equilibrio entre o
efeito toxico e farmacoldgico. Contudo, uma substancia que apresenta efeito citotéxico em
células isoladas in vitro pode reagir de forma diferente quando testada in vivo, tendo em vista
todas as células e mecanismos enzimaticos do corpo, porém, quando uma substancia
apresenta viabilidade celular € uma garantia de uma possivel resposta clinica promissora
(SENE et al., 2009).

A partir dos resultados do MTT com os fibroblastos 3T3 as substancias com
viabilidade superior a 80% foram selecionadas para a realizacdo do ensaio de migracdo

celular por meio do teste scratch assay.

5.4 Ensaio da migracao celular in vitro (Scratch Assay)

O teste de migracdo celular in vitro utilizou fibroblastos 3T3 para verificacdo da
migracdo destas células, em feridas cutaneas esta célula desempenha uma funcéo crucial no
processo de fechamento das lesdes, pois sintetizam e depositam componentes essenciais para
a matriz extracelular, a citar o coldgeno (CHEN et al., 2014).

Nesta pesquisa, para a avaliacdo da migracdo celular foram utilizadas as substancias
LQM 96, 97, 101, 106, 131, 132, 134, 135, 138 e 195 na concentracdo de 10upg/mL, a
determinacéo desta concentragdo foi com base nos resultados do teste de viabilidade celular
MTT realizado com a mesma linhagem celular (Fibroblastos 3T3), no qual se apresentaram

com viabilidade superior a 80%.
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Os resultados demonstraram que as substancias LQM 101, 131, 134 e 195 se
apresentaram de forma semelhante quando comparado ao controle positivo (55,17%), com
percentuais de migracao de 55,01%, 56,98%, 58,13% e 57,95%, respectivamente, ressalta-se
que as trés ultimas substancias apresentaram percentual levemente superior ao controle

positivo, porém ndo foi considerado estatisticamente significativo (Grafico 2).

Grafico 2 - Migragdo celular das substancias aminoguanidinas hidrazonas na
concentracao de 10pg/mL.
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Nota: As barras representam a média + SEM. A linha tracejada representa o grupo de controle (tratado com
DMEM). Os dados foram expressos como% de células viaveis em comparagdo ao grupo controle. One-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls, *p <0,05 (Controle vs. tratamento)

As demais substancias LQM 96, 97, 132, 135 e 138 apresentaram percentual de
migracdo entre 40 e 50%, sendo estes proximos ao controle positivo. Contudo, a substancia
LQM 106 causou a diminui¢do da migracdo dos fibroblastos para 23.31%, sendo esta com
menor valor significativo comparado com as outras substancias.

Com os resultados foram observados que as substancias ndo apresentaram migracao
celular significante, pois mantiveram os percentuais semelhantes ao grupo controle do teste,
no qual as células foram tratadas com meio de cultura DMEM.

Na literatura ndo foram encontradas publicagbes com a migragdo celular in vitro
testada com aminoguanidinas hidrazonas, para fins de comparagdo com os dados deste estudo,
contudo, testes in vivo sdo mencionados em muitas pesquisas.

Foi verificado que um grupo de substancias aminoguanidinas hidrazonas foram

avaliadas para cicatrizacdo de feridas infectadas e observou-se resultados promissores, com
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diminuicdo do tempo de cicatrizagdo e inibicdo bacteriana da estirpe S. aureus inoculada nas
feridas (VERISSIMO, et al., 2017).

A aminoguanidina foi utilizada como profilatico na avaliacdo da migracdo de
neutrofilos em ensaios in vivo com ratos diabéticos, concluindo que o produto contendo a
aminoguanidina inibiu os produtos finais de glicacdo avancada e proporcionou aos neutréfilos
desempenhar a remocéo do tecido necrdtico e no aumento da resisténcia a oxidacao, além de
diminuir a apoptose celular, promovendo a cicatrizacao das feridas (TIAN et al., 2013).

Outro estudo in vivo com ratos diabéticos utilizou um creme contendo aminoguanidina
em sua composicdo para avaliar a cicatrizacdo de feridas, e foi atribuido aos resultados
apresentados no estudo a capacidade da substancia de regular a atividade antioxidante da
glutationa peroxidade e a geracdo de citocinas inflamatérias TNF-a, IL-8, ICAM e IL-1a, que
foi reduzida significativamente no grupo dos animais tratados com a aminoguanidina (TIAN
et al., 2016).

Desta forma, na pesquisa em questdo evidenciou-se que as aminoguanidinas
hidrazonas apresentaram atividade antimicrobiana, viabilidade celular dose depender (em
maiores concentracdes ndo foram viaveis) e a migracao celular in vitro apresentou parametros

semelhante ao grupo controle.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, nesta pesquisa foi explorado por meio de testes realizados in vitro
o0 potencial bioldgico de dezoito aminoguanidinas hidrazonas, com isto, conclui-se que:

» As aminoguanidinas hidrazonas apresentaram atividade antimicrobiana, as moléculas
LQM 106, 131, 198 e 199 foram as mais promissoras frente as seis cepas testadas. As
aminoguanidinas hidrazonas apresentavam os substituintes CF3 na posicdo para (LQM
106), aumento da cadeia lateral (LQM 131), CF;3 na posicao orto da fenila (LQM 198)
e o cloro nas posi¢cOes para e meta do anel fenila (LQM 199), o que possivelmente
conferiu a referida atividade. A substancia aminoguanidina hidrazona LQM 131
apresentou inibicdo bacteriana frente a cepa S. flexneri com a concentracao inibitéria
minima de 12,5 pg/mL. O LQM 199 manteve a menor concentracdo de todas as
substancias frente a todas as cepas (Gram positivas e negativas) com a CIM variando
de 5a 12,5 pg/mL. Duas substancias foram inativas para a atividade antimicrobiana de
todas as cepas utilizadas, sendo eles LQM 101 que apresentava 2-indol e 0 LQM 104
com substituinte 2-piridina.

» Observou-se que em relacdo a viabilidade celular com fibroblastos 3T3 todos os
compostos foram mantiveram viabilidade superior a 80% na concentragdo de 10 pM.
Contudo, quando aumentada concentracdo das aminoguanidinas hidrazonas para 100
UM apenas quatro substancias (LQM 96, 97, 101 e 131) permitiu a viabilidade celular
superior a 80%.

» Na avaliagdo da migracdo celular in vitro (Scratch assay) as aminoguanidinas
hidrazonas foram testadas na concentracdo de 10 uM, porém, nenhuma das
substancias favoreceu a migracao de fibroblastos quando comparado ao controle de
teste.

» Evidenciou-se que a substancia LQM 106 ocasionou a diminuicdo da migracdo dos
fibroblastos para 23,31%, sendo o menor percentual de todas as moléculas, e

possivelmente sugere-se que ocorreu por toxicidade celular.
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7 PERSPECTIVAS

» Ressalta-se a necessidade em avancar com estudos para verificar os mecanismos de
acao da substancia LQM 199, pois apresentou atividade antimicrobiana para bactérias
Gram positivas e negativas.

» Sugere-se a realizacdo da avaliacdo antimicrobiana com outras espécies bacterianas
dos referidos géneros utilizados neste estudo com o LQM 199, e testes com bactérias
que apresentam resisténcia bacteriana.

» Sugere-se estudos para o desenvolvimento de um produto para superficies inanimadas
com atividade antimicrobiana com a substancia LQM 199, tendo em vista o potencial

para varias cepas bacteriano.
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