UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Lucianna Costa de Almeida Barbosa

Avaliacdo das atividades de migracao celular e antimicrobiana de derivados

aminoguanidinicos

Maceio
2019



Lucianna Costa de Almeida Barbosa

Avaliacdo das atividades de migracao celular e antimicrobiana de derivados
aminoguanidinicos

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Alagoas, como requisito parcial para obtencédo
do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Xavier de Araujo-
Junior.
Coorientador (a): Prof?. Dr? Regina Célia Sales
Santos.

Maceio
2019



Catalogacao na fonte Universidade Federal de Alagoas Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico

Bibliotecéario: Marcelino de Carvalho Freitas Neto — CRB-4 - 1767

B238a  Barbosa, Lucianna Costa de Almeida.
Avaliacdo das atividades de migracéo celular e antimicrobiana de derivados

aminoguanidinicos / Lucianna Costa de Almeida Barbosa. — 2019.
72f. il

Orientador: Jodo Xavier de Aradjo Junior.
Coorientadora: Regina Célia Sales Santos.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal de

Alagoas. Instituto de Ciéncias Farmacéuticas. Macei6, 2019.

Bibliografia: f. 59-66.
Anexos: f. 67-68.

1. Aminoguanidinas. 2. Anti-infecciosos. 3. Citotoxinas. 4. Ensaios de migracdo
celular. I. Titulo.

CDU: 615.28




FOLHA DE APROVACAO

Lucianna Cosia de Alineida Barbosa

Avalizedo das atividades do migragéo cclular ¢ antimicrobiana deo derivados
arinoguenidiniens ¢ Disserlagao de meshado un Ciéneias Fanuacéuticas da

Loiversidade l'ederal de Alagoas

Dissertagde subiretida o comper dacenle du
Programa de  Pos-gaduagdio  &n Ciénciay
Tammacéatcas da Universulwde Teleml de
Alagirs e aproyiada an 07 de Qulubm e 2019,

Do

Prof. Dr. Jodo Xavi‘f;r é&JAradjo-Tunior {Orersador) / UFAL

,\

Prof . Regina Q.’Z\!Ia( Suley Sartos (Co-onentadon) ! UTALL

Ranca examinadora:

r:l - % e - 44 .l
had  Homolo  donn s Gl B

Pral. 13, Thais Bermardo Hooosie Ling Bemardo (Examinador Exteono)

!
\‘ 1
e RN
Iy
Praf® T, Maynu Suzana ﬂ\luxfm.w Moreira (Examicador Interna)

|




AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte de toda Sabedoria e Amor, por tornar essa jornada possivel. Que todos 0s

meus projetos sejam para melhor Servi-Lo e Sé-Lo.

Aos meus pais, Ana e Bento por todo o0 amor, apoio e suporte. Vocés sdo meu grande

tesouro!

A Comunidade dos Viventes e a Gabriel Marquim, que me presentearam com o Sonho

que da sentido e cor aos meus dias.

A Glauton, por dividir comigo alegrias e tristezas; por ser colo e cuidado e por sempre

me incentivar e acreditar em mim.

A Alice, Arthur, Audir, Beatriz, Caio, Jodo, Luiza e Taina por serem motivo de

inspiracdo e orgulho. E bonito ver que continuamos crescendo juntos.

A Elisa e Laila, por permanecerem sempre comigo, partilhando a vida. Que seja sempre

assim!

A Wanderlei, que desde o primeiro momento me ajudou e acompanhou. Que bom que
tivemos um ao outro nesse percurso, isso fez toda diferenca! Obrigada por sua amizade e

torcida.

A Regina Sales, que me acolheu na minha iniciagdo como pesquisadora, transmitindo

0s conhecimentos necessarios que me possibilitaram chegar até aqui.

A toda turma do LQM, em especial ao professor Jodo Xavier, pelas orientacdes.

Também & Erica, que tanto me acolheu e se disponibilizou para tornar essa pesquisa possivel.
A minha banca, Thais e Magna, pelas contribuicdes que enriqueceram esse trabalho.

A CAPES e a FAPEAL, pelo incentivo & pesquisa e ao conhecimento: elementos
extremamente necessarios para combater o obscurantismo desses tempos desafiadores de

contingenciamentos na educagéo.



“Pensa uma coisa: no final da tua vida,
quantas pessoas terio sido beneficiadas por ela?”
@de.madrugada



RESUMO

As altas taxas de resisténcia antimicrobiana e a estagnagédo terapéutica fazem com que haja
necessidade de producdo de novos antibacterianos. Derivados aminoguanidinicos surgem como
potenciais protdtipos de farmacos promissores terapeuticamente, pois possuem diversas
atividades relatadas, como antimicrobiana, antitumoral, antinociceptiva e antiglicante.
Objetiva-se avaliar a atividade antimicrobiana e de migracdo celular para fibroblastos de
derivados aminoguanidinicos. Os derivados aminoguanidinicos LQM 98, LQM 99, LQM 100,
LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162 foram provenientes do Laboratorio de Quimica
Medicinal (LQM/ICF/UFAL). A avaliacédo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo teste
da microdiluicdo em caldo, com concentracdo estoque de 40 pug/ml e 400 ug/ml, para as cepas
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa Enterobacter cloacae e Shigella flexneri. A viabilidade celular para fibroblastos,
foi avaliada pelo teste colorimétrico do metiltetrazolium (MTT) e o potencial de migracdo
celular para fibroblastos in vitro, pelo scracth assay. Os derivados LQM 98, LQM 99, LQM
100 e LQM 162 apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas testadas, porém as
substancias LQM 157, LQM 159 e LQM 161 nédo foram ativas. No teste da citotoxicidade para
fibroblastos, apenas o derivado LQM 162 foi levemente citotoxico na concentracdo de 10 uM,
sendo os demais derivados avaliados ndo citotoxicos; ja na concentragdo de 100 uM, o LQM
99, LOM 100 e LQM 162 diminuiram consideravelmente a viabilidade celular e os derivados
LQM 157, LQOM 159 e LQM 161 nao foram citotdxicos. Para o teste do scratch assay in vitro,
na concentracdo de 10 uM, nenhum derivado promoveu a migracdo dos fibroblastos. Diante
dos resultados encontrados, verifica-se a presenca de atividade antimicrobiana para cepas Gram
positivas e Gram negativas, a auséncia da citotoxicidade ou citotoxicidade leve para
fibroblastos na concentracdo de 10 uM e a auséncia de potencial de migracao de fibroblastos
dos derivados aminoguanidinicos avaliados. Como perspectivas, novos derivados serdo
planejados com o intuito de obter uma classe de substancias mais viavel do ponto de vista
antimicrobiano e para migracdo de fibroblastos.

Palavras-chave: Aminoguanidina. Agentes antimicrobianos. Agentes citotoxicos. Ensaios de
migracao celular.



ABSTRACT

The high rates of antimicrobial resistance and therapeutic stagnation make it necessary to
produce new antibacterials. Aminoguanidine derivatives are therapeutically promising drugs,
since they have several reported activities like antimicrobial, antitumor, antinociceptive and
antiglycation properties. The following study aims to evaluate antimicrobial and migration
activity of fibroblasts of aminoguanidine derivatives. The aminoguanidine derivatives LQM 98,
LQM 99, LOM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 and LQM 162 were given by the
Medicinal Chemistry Laboratory of Pharmacy and Nursing School (LQM/ICF/UFAL). The
antibacterial activity was evaluated by broth microdilution method at stock concentrations of
40 pg / ml and 400 pg / ml for Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae e Shigella flexneri; the cell viability was
evaluated by the colorimetric method of methyltetrazolium (MTT) and the in vitro cell
migration for fibroblasts by scratch assay. The aminoguanidine derivatives LQM 98, LQM 99,
LQM 100 and LQM 162 showed inhibitory activity towards the tested bacteria, but the
derivatives LQM 157, LQM 159 and LQM 161 did not show any antimicrobial activity. In
relation to the cell viability assay, only the derivative LQM 162 was slightly cytotoxic at 10
uM, but the other derivatives were non-cytotoxic; the treatment at 100 uM with derivatives
LQM 99, LQM 100 e LQM 162 induced a decrease in the percentage of viable cell, but the
derivatives LQM 157, LQM 159 e LQM 161 were non-cytotoxic. In the in vitro scratch assay,
none of aminoguanidine derivatives had significant effects on the cell migration of the
fibroblastos. In view of the found results, the aminoguanidine derivatives showed antibacterial
activity for Gram positive and Gram negative bacteria, no cytotoxic or slightly cytotoxic effects
to fibroblast at 10 uM and lack of wound healing potencial. As perspective, new
aminoguanidine derivatives will be planned, aiming to obtain a new class of substances more
active for antimicrobial and cell migration purpose.

Wordkeys: Aminoguanidine. Antimicrobial agents. Cytotoxic agents. Cell migration assays.
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1. INTRODUCAO

Feridas sdo danos nas estruturas que compdem os tecidos cutaneos (HUSSEIN et al.,
2011). Visando reestabelecer a integridade tissular, ocorre a cicatrizagdo, um processo de
reparacgdo interligado e sobreposto (GONZALEZ et al., 2016). Vérios fatores podem interferir
nesse processo e dentre os mais relevantes estd a presenca de infeccdo (GUO; DIPIETRO,
2010).

Sabe-se que os antibidticos ocasionaram uma grande revolucdo na area da saude, no
entanto, o seu uso desmedido proporcionou a selecdo de cepas que possuem diversos
mecanismos de resisténcia, acarretando num complexo problema, que tornou as possibilidades
terapéuticas adotadas menos eficazes (GONZALES-BELLO, 2018).

Juntamente com a conjuntura da resisténcia bacteriana, houve uma estagnacdo na
inovacdo farmacéutica para descoberta de novos antimicrobianos (RADLINSKI; CONLON,
2018). A grande maioria dos antibioticos que hoje estdo no mercado foram desenvolvidos em
meados do século XX, havendo, portanto, um grande vazio de novidades terapéuticas desde
entdo (LEWIS, 2013).

Com isso, estudos para o desenvolvimento de novos farmacos e mecanismos frente a
resisténcia antimicrobiana se fazem extremamente necessarios. Nesse contexto, derivados
aminoguanidinicos tém recebido consideravel atencdo por apresentarem variadas atividades
farmacoldgicas descritas, como antibacteriana, antifungica, antitumoral e anti-inflamatoria
(WEI et al., 2016).

Dentre os grupos de pesquisa que estudam essas substancias, esta o Laboratorio de
Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas
(LQM/ICF/UFAL), o qual desenvolve trabalhos envolvendo sintese, caracterizacdo e
modificagdo estrutural de aminoguanidinas. A primeira investigacdo com esses produtos
sintéticos foi realizada por Epifanio (2011), o qual sintetizou vinte aminoguanidinas que foram
denominadas pelas siglas LQM 1 até LQM 20 e avaliou o potencial frente a células tumorais
do cdlon e do tipo melanoma, glioblastoma e de leucemia. Essas substancias demonstraram
capacidade antitumoral em concentracdes abaixo de 4 pg/ml, sendo esses resultados
considerados promissores.

Outras atividades foram averiguadas para as aminoguanidinas supracitadas. Franca
(2014) avaliou a atividade in vitro para as formas promastigotas de Leishmania braziliensis e
os resultados obtidos para as substancias LQM 8, LQM 10 e LQM 13 foram melhores que o do
farmaco padrdo adotado, a pentamidina. A atividade antidiabética e inibidora de produtos finais
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da glicacdo avancada foi investigada em roedores e as aminoguanidinas LQM 3, LOM 13 e
LQM 15 ndo expressaram toxicidade in vivo, além de conseguirem diminuir os valores da
glicemia e demonstrar potencial antiglicante (SARMENTO, 2016).

Bernardo e colaboradores (2017) avaliaram o potencial antisséptico in vivo dessas
substancias. As aminoguanidinas LQM 3, LQM 10, LQM 15 e LQM 17 demonstraram baixa
citotoxicidade e amplo espectro de acdo antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Verissimo (2017), demonstrou o potencial antimicrobiano in vitro e cicatrizante in vivo
de aminoguanidinas hidrazonas. Nesse estudo, houve destaque para a aminoguanidina LQM
17, que apresentou resultados promissores, exibindo CIM de 1,42 uM para S. aureus, 13,68 uM
para S. epidermidis, 58,16 UM para E. coli e 109,51 uM para P. aeruginosa, além de diminuir
o0 tempo de cicatrizacao in vivo em dois dias para feridas em roedores infectadas por S. aureus.

Diante do exposto, fica evidente o potencial das aminoguanidinas LQM 1 ao LQM 20,
as quais demonstraram atividades antitumoral, leishmanicida, antiglicante e hipoglicemiante,
antisséptica, antibacteriana e cicatrizante de feridas. A partir delas, foram realizadas
modificagdes estruturais visando a obtencdo de novas moléculas derivadas dessas vinte
primeiras.

A estrutura quimica da aminoguanidina LQM 17, a qual apresentou resultados
expressivos no estudo de Verissimo (2017), foi utilizada como ponto de partida para se realizar
modificacdes estruturais para as substancias obtidas na presente analise. Foram feitas alteracfes
na posicdo do cloro e de rigidificagdo molecular, com a intencdo de investigar quais
repercussoes a posi¢cdo do substituinte halogenado ou a diminuigéo da liberdade conformacional
da molécula tém nas atividades analisadas.

O interesse pelo estudo de Verissimo (2017), se relaciona com a sua relevancia na
descoberta do potencial cicatrizante das aminoguanidinas, algo, até entdo, inovador, e que
posteriormente culminou na geracdo de uma patente com essa classe de substancias fazendo
referéncia a essa atividade.

Dessa forma, a presente pesquisa visa avaliar novas substancias derivadas das
aminoguanidinas testadas por Verissimo (2017), que foram modificadas por estratégias de
quimica medicinal, com a finalidade de avaliar seu potencial antimicrobiano e de migracédo

celular de fibroblastos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Processo cicatricial de feridas

A pele é um importante 6rgdo que desempenha variadas funcbes como protecéo,
manutencdo da homeostase do organismo, percepcdo sensorial, termorregulacéo e sintese de
vitaminas, sendo dividida em trés partes distintas. A epiderme é o revestimento mais superficial,
possui células de pigmentacao e receptores nervosos. A segunda camada é a derme, a qual é
bem vascularizada e apresenta estruturas anexas, como glandulas e foliculos pilosos. A
hipoderme ou subcuténeo é a camada mais profunda, sendo formada por tecido adiposo, vasos
e terminagdes nervosas (MURPHREE, 2017).

Estimulos quimicos, fisicos, térmicos ou elétricos podem resultar em uma leséo, ou seja,
uma ruptura da continuidade tissular promovida pela danificacdo das células. Com o
estabelecimento da ferida, o processo de cicatrizacdo ocorre na tentativa de reparar os tecidos
acometidos. A cicatrizacdo € uma sequéncia de eventos interligados e sobrepostos, que acontece
de maneira coordenada, visando reestabelecer a integridade tecidual (GONZALES et al., 2016).

O processo de cicatrizacdo, quando transcorre sem interferéncias, sucede em quatro
fases: hemostasia, a qual acontece nas primeiras horas depois do estabelecimento da ferida; fase
inflamatoria, que ocorre, em média, até o terceiro dia da lesdo; fase proliferativa, que
compreende o intervalo do quarto dia até trés semanas e, por ultimo, a fase de remodelamento,
que abrange o periodo de vinte um dias até um ano ap6s o estabelecimento da ferida (LANDEN;
LIl; STAHLE, 2016).

A hemostasia destina-se a evitar a perda sanguinea causada pela lesdo por meio da
diminuicdo do didmetro dos vasos (vasoconstriccdo) e preenchimento da solucdo de
continuidade com plasma e plaguetas. Esses componentes ativam a cascata de coagulagéo,
culminando na formacdo de fibrina e na agregacdo plaquetaria. Ha ainda a liberacdo de
citocinas, que sdo essenciais para as demais etapas desse processo (SINGH; YOUNG;
MCNAUGHT, 2017).

As citocinas liberadas pelas plaquetas apresentam funcdes diversas, pois agem em
diferentes alvos celulares. Dentre elas, estdo o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF), Fatores de Transformacdo do Crescimento Alfa e Beta (TGF-a ¢ TGF-f), Fator de
Crescimento Entotelial Vascular (VEGF), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a),
tromboxano, leucotrienos, interleucina-1 (IL-1) e lipoxinas. Todas essas substancias véo

estimular a chegada de outras células no leito da ferida, a proliferacdo celular, vasoconstric¢éo,
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agregacao plaquetaria, aumento da permeabilidade vascular e auxiliar na transi¢éo celular entre
as fases da cicatrizagéo (QING, 2017).

Com o surgimento dos fagocitos na solucdo de continuidade, como os macrofagos e
neutrofilos, se inicia a fase inflamatoria, que tem como principal finalidade promover a limpeza
da lesdo, retirando patdgenos e células inviaveis. Os neutrofilos sdo poderosas células
fagocitérias, que promovem desbridamento da ferida, liberam substancias com propriedades
antimicrobianas e mediadores que provocam vasodilatacdo. Os macrofagos séo reguladores da
resposta inflamatoria e preparam o ambiente para a fase subsequente, pois promovem, dentre
outras coisas, a proliferacdo de fibroblastos (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017).

Outras células relevantes na fase inflamatoria sdo os mastocitos. Eles liberam
substancias pré-inflamatorias, como histamina, que vao propiciar os sinais classicos da
inflamacéo, vasodilatacdo e consequente aumento da permeabilidade vascular, mas também
tém um papel importante na regulacdo dessa etapa, produzindo substancias anti-inflamatorias
quando necessario (WULFF; WILGUS, 2013).

Passado o periodo inflamatério, inicia-se a fase proliferativa. Células endoteliais,
estimuladas por VEGF promovem angiogénese, com a formacéo de diversos e frageis capilares
sanguineos. Os fibroblastos secretam uma rica matriz extracelular (ECM), que juntamente com
0S NoVos Vvasos sanguineos, formam o tecido de granulacdo. Ocorre ainda a diferenciacdo dos
fibroblastos em miofibroblastos, os quais vao promover a contracdo da ferida. Por fim, as
células epiteliais recobrem o leito da lesdo, culminando em sua epitelizacdo (SINGH; YOUNG,;
MCNAUGHT, 2017).

Os fibroblastos merecem grande destaque na cicatrizacédo, pois sdo um dos componentes
mais fundamentais para o seu andamento, participando ativamente de praticamente todas as
fases desse processo. Tanto a proliferacdo quanto a migracdo desse tipo celular sdo
imprescindiveis para a reparacdo tecidual. Ainda no fim da fase inflamatoria, eles chegam a
ferida e promovem a degradacao dos coagulos de fibrina e a producdo de metaloproteinases, as
quais regulam a ECM. Por meio da acdo do TGF- B, essas células sdo diferenciadas em
miofibroblastos, que promovem jung&o das bordas da leséo ao se ligarem as fibras de colageno,
causando compactacao da matriz (BAINBRIDGE, 2013).

A Ultima fase do processo de cicatrizagdo, o remodelamento, tem como caracteristica
amadurecimento da lesdo. Ha mudanca dos filamentos de colageno do tipo 111 para o tipo | e
organizacéo da disposicédo dessas fibras. Esses processos resultam em alteragbes do aspecto da
cicatriz. Desequilibrios nessa etapa podem ocorrer, ocasionando cicatrizes anormais, como 0
queloide ou a cicatriz hipertrofica (GANTWERCKER; HOM, 2011).
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Essa substituicdo das fibras de colageno é promovida pelos fibroblastos. Isso ocorre
porque o coldgeno 11l é mais rapido de ser produzido e atua como barreira aos patdgenos e
contra a perda de fluidos da lesdo. No entanto, o colageno | € muito mais resistente a tracéo,
levando mais tempo para ser depositado. Quando a ECM apresenta uma forca de tenséo
semelhante aos tecidos circunvizinhos, os fibroblastos sofrem apoptose e o0 processo de
cicatrizacao termina (BAINBRIDGE, 2013).

Diversos elementos podem interferir no processo de cicatrizacdo, levando ao seu
retardamento ou a formacdo de uma ferida cronica. Os fatores sistémicos acometem todo o
organismo, e, portanto, também as lesGes: idade, hormdnios sexuais, estresse, isquemia,
diabetes, obesidade, medicacgdes, alcoolismo, tabagismo e nutricdo. J& os fatores locais
interferem diretamente na injaria, como oxigenacao, insuficiéncia venosa, presenca de corpos
estranhos e infeccdo (GUO; DIPIETRO, 2010).

O inicio do processo infeccioso depende dos fatores de viruléncia apresentados pelas
bactérias, como sua capacidade de formar biofilmes, e ndo apenas da quantidade de
microrganismos presentes na lesdo. O desenvolvimento de infec¢do manifesta sinais classicos,
como eritema, edema, calor, dor e producgdo de exsudado purulento (SALEH; SONNERGREN,
2016).

A presenca de microrganismos no leito da lesdo ativa o sistema imunol6gico, que envia
células de defesa que secretam mediadores. Caso ndo seja possivel cessar o processo infeccioso,
as bactérias se multiplicam e promovem destrui¢do do tecido de granulagdo, dos fatores de
crescimento, colageno, elastina e fibrina, comprometendo todo o processo cicatricial seriamente
(SIMOES et al., 2018).

Hoje, existem variadas coberturas utilizadas para o tratamento de feridas infectadas. Por
exemplo, membranas, cremes e géis que apresentam antibidticos em sua estrutura, como f-
lactdmicos, glicopeptideos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas. Também séo realizados
curativos contendo produtos que carregam nanoparticulas de prata, zinco, ferro e titanio, além
do desenvolvimento de coberturas contendo produtos naturais como mel, 6leos essenciais,
quitosana, Aloe vera, entre outros. No entanto, mesmo encontrando diversas opgdes no

mercado, ainda s&o necessérias melhorias e novas alternativas (SIMOES et al., 2018).

2.2. Bactérias: aspectos gerais

Bactérias sdo seres procariontes que apresentam em sua estrutura parede celular,

membrana citoplasmatica, ribossomos e acido desoxirribonucleico (DNA). Podem exibir uma
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ou mais moléculas de DNA adicional, denominadas plasmideos, os quais atuam em funcGes
adaptativas. Externamente a parede celular, elas podem ser encapsuladas por polissacarideos e
apresentar flagelos ou pili, os quais conferem mobilidade e adesdo bacteriana as superficies,
respectivamente. Esses microrganismos desempenham fundamental influéncia no equilibrio
ambiental, no entanto, alguns deles podem provocar infec¢cbes (DORON; GORBACH, 2008).

Uma das classificacbes mais utilizadas na diferenciacdo dos tipos de bactérias é a
coloracdo de Gram. Esse método categoriza os microrganismos de acordo com sua capacidade
de fixar o complexo corante-iodo, definindo-os como Gram positivos ou Gram negativos. Essa
rotulacdo se deve as diferencas encontradas na estrutura morfoldgica das bactérias (Figura 1)
(SCHLEIFER; KANDLER, 1972).

Figura 1- Estrutura das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

GRAM- POSITIVA GRAM-NEGATIVA

Lipopolissacarideo

Porina

Acido lipoteicéico

Acido teicéi::/ \

Lipoproteina

Peptidoglicano } Membrana externa

Espaco
periplasmatico

Membrana plasmatica

Proteinas membranais

Fonte: VADILLO-RODRIGUEZ; DUTCHER, 2011.

A parede celular é a estrutura que faz relacdo da bactéria com o meio externo, portanto,
diferencas nesse arcabouco provocam variadas modificagcbes no comportamento bacteriano. Os
microrganismos Gram positivos possuem um envelope mais simples, formado basicamente por
uma espessa camada de peptideoglicano, sendo esse o constituinte mais abundante. Além disso,
eles também apresentam acidos teicoicos em sua estrutura e a membrana plasmatica, de
formacéo fosfolipidica classica (FENG et al., 2015).

Ja as bactérias Gram negativas possuem um envelope mais complexo, formando varias
camadas, pois apresentam duas membranas lipidicas. A membrana externa é composta por
lipopolissacarideo (LPS), o qual € constituido por lipideo A e antigeno O; ja a interna é a

membrana citoplasmatica tradicional. A parede celular também ¢é formada por peptideoglicano,
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porém, em menor quantidade, sendo, portanto, menos espessa quando comparada com as das
Gram positivas (KIMBRELL et al., 2008).

O peptideoglicano, nos organismos Gram negativos, se localiza numa estrutura
compreendida entre a membrana externa e a interna, o periplasma. Esse espaco é um
compartimento viscoso, que abriga diversas enzimas essenciais para manutengdo da vida
bacteriana e que desempenham func¢Ges como dobragem de proteinas, absorcao e transporte de
nutrientes e metabolismo de substancias nocivas (GOEMANS; DENONCIN; COLLET, 2014).

A membrana externa das bactérias Gram negativas € uma bicamada assimétrica. Sua
parte superficial € constituida por LPS e a parte interior, por fosfolipideos, que juntos, atuam
como uma barreira seletiva e dificultam a entrada de substancias. Moléculas hidrofilicas de
pequeno tamanho geralmente atravessam a parede desses microrganismos por meio de
proteinas que formam canais na membrana, as chamadas proteinas de membrana externa
(OMP) ou porinas (DELCOUR, 2009).

Uma caracteristica importante sobre as diferengas na composi¢do quimica das bactérias
é que o LPS, nas bactérias Gram negativas, e 0 acido teicdico, nas Gram positivas, que conferem
uma carga negativa a superficie das células. No entanto, a carga negativa promovida pelo LPS
¢ maior quando comparada & promovida pelo 4cido teicoico (BRETADO-ARAGON et al.,
2016).

2.3. Principais bactérias que afetam leitos de feridas

Bactérias encontram nas feridas um ambiente propicio para sua multiplicacdo, seja essa
microbiota residente, seja patogénica, pois € um local umido, quente e rico em nutrientes.
Dentre 0s microrganismos que mais comumente infectam feridas, estdo Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (CEFALU; BARRIER; DAVIS,
2017). De forma menos frequente, mas ndo menos importante, também ha relatos da presenca
de cepas de Shigella flexneri (GREGORY; STARR; OMDAL, 1974) e Enterobacter cloacae
em lesdes cutaneas (ANGEL et al., 2011).

Os estafilococos sdo um género de bactérias que se relacionam simbioticamente com
seu hospedeiro. No entanto, quando ocorre o estabelecimento de solugdes de continuidade,
essas bacterias podem manifestar um carater patogénico, provocando diversos tipos de

infeccdo. As principais cepas desse grupo séo S. aureus e S. epidermidis (GILL et al., 2005).
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S. aureus é uma bactéria Gram positiva, de formato esférico e coloracdo dourada, que
se apresenta constituindo aglomerados semelhantes a cachos de uvas e sdo produtores de
coagulase. Sdo comensais que colonizam de forma assintomatica a narina, axilas e vagina, no
entanto, quando encontram um ambiente favoravel, podem provocar bacteremia, infecgdes de
pele, endocardite, entre outros. Apresenta diversos fatores de viruléncia: proteinas de adesdo a
superficies, as quais que limitam a resposta fagocitica do hospedeiro, como a proteina A e
microcapsula de polissacarideo; toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1); proteases,
lipases, hialuronidase (LOWY, 1998).

S. epidermidis € comensal coagulase-negativo da pele humana e ndo apresenta tantos
fatores de viruléncia, como as toxinas e enzimas encontradas em S. aureus. No entanto, possui
grande capacidade de formar biofilmes, sendo muito associado a colonizacdo de implantes,
dispositivos intravasculares, shunts de liquido cefalorraquidiano, lentes intraoculares,
articulacdes protéticas e nas substituicdes de valvulas cardiacas (KLEINSCHMIDT et al.,
2015). Essa cepa tem adquirido grande importancia epidemiolégica nos ultimos anos. 1sso se
deve a manifestacdo de resisténcia antimicrobiana, que ocorre provavelmente por causa da
transferéncia de genes entre as espécies estafilococicas (GILL et al., 2005).

Dentre as linhagens Gram negativas, estd E. coli. E um membro da familia
Enterobacteriaceae, que é comensal do trato gastrointestinal. Existem diversas cepas de E. coli
que foram adquirindo fatores de viruléncia e originando formas patogénicas, como E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente aderente
(DAEC) e E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

E. coli é a bactéria que mais foi estudada e decifrada, tendo seu genoma completamente
decodificado e publicado em 1997. Além disso, sua presenca é empregada como um indicador
de qualidade da agua e alimentos, tendo, portanto, grande utilidade pratica. Dentre os fatores
de viruléncia conhecidos, estdo fimbrias, pili, adesinas, capsulas de polissacarideos, toxinas,
como a verotoxina. Essas vantagens adaptativas sdo transmitidas horizontalmente entre as
espécies via plasmideos, bacteriéfagos e transposons (ROBINS-BROWNE et al., 2016).

S. flexneri e E. coli sdo cepas que possuem parentesco genético, sendo dificil a
diferenciacéo entre elas. Ambas pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo Gram negativas e
comumente associadas a infecgdes gastrointestinais. S. flexneri possui fatores de viruléncia
codificados por plasmideo (SCHROEDER; HILBI, 2008).

E também pertencente a familia Enterobacteriaceae a cepa Gram negativa E. cloacae.

Essa bactéria é ubiquitaria, ou seja, pode ser encontrada em diversos ambientes como agua e
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solo, mas tem adquirido importancia epidemioldgica por ser identificada principalmente em
infec¢Oes nosocomiais. Dentre seus fatores de viruléncia estio a habilidade de formar biofilmes
e secretar toxinas. Além disso, possui resisténcia intrinseca a alguns tipos de beta-lactamicos
(DAVIN-REGLI; PAGES, 2015).

P. aeruginosa é um bacilo Gram negativo oportunista, que pode ser encontrado em
diversos ambientes, como agua, solo e em animais. Provoca infec¢des urinérias, pulmonares,
gastrointestinais, cutaneas e bacteremia. Possui quase todos 0s mecanismos de resisténcia
conhecidos, sendo eles intrinsecos, como diminuicdo da permeabilidade membranar, bombas
de efluxo e enzimas que inativam antibiéticos (AZAM; KHAN, 2018).

Dentre as caracteristicas marcantes de P. aeruginosa, destaca-se sua producdo de
pigmentos. E frequentemente encontrada na pratica dermatoldgica, provocando infeccdes como
ectima gangrenoso, foliculite, balanite, colonizacdo de queimaduras e feridas. Possui diversos
fatores de viruléncia, como flagelo, adesinas, formagé&o de biofilmes, producéo de toxinas, com
destaque para toxina necrosante (MORAND; MORAND, 2017).

2.4. Antibidticos e resisténcia bacteriana

Antibioticos sdo definidos como substancias que inibem a multiplicacdo bacteriana ou
que promovem sua morte. Em 1928, Alexander Fleming descobriu a penicilina, sendo esse
momento considerado um grande marco para o controle das doencas infecciosas. Apés isso,
muitos farmacos naturais e sintéticos foram desenvolvidos e comercializados (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

O mecanismo de acdo do antibiotico é voltado para a interagdo entre um alvo especifico
na célula, impossibilitando a sintese de componentes indispensaveis a sua sobrevivéncia. As
formas principais de atuacdo sdo por inibicdo da sintese de parede celular, inibicdo da sintese
proteica, atingindo os processos de replicacdo do DNA, impedindo a sintese do acido félico ou
afetando a estrutura da membrana citoplasmética (Quadro 1) (CHELLAT; RAGUZ; RIEDL,
2016).
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Quadro 1 — Alvos bacterianos e exemplos de antibidticos

Alvo Nome do antibiotico
Sintese de parede celular Penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos,
fosfomicina, oxamicina, glicopeptideos
Sintese proteica Aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, clorafenicol,
clindamicina
Sintese de acidos nucleicos Rifamicina, fluorquinolonas, aminocumarinas

Sintese de acido félico Trimetoprim, sulfonamidas

Membrana citoplasmaética Lipopeptideos, polimixinas

Fonte: GONZALES-BELLO, 2017

A conformacdo estrutural da parede celular de peptidoglicano € realizada pelas proteinas
ligadoras de penicilina (PBP). Antibidticos como B-lactamicos e glicopeptideos inibem as
PBPs, culminando na inibicdo da sintese da parede celular. J& os antimicrobianos que impedem
a sintese proteica funcionam se acoplando as subunidades 30S ou 50S ribossomais, causando
erros na leitura dos &cidos nucleicos ou impedindo sua ligagdo a essa organela. 1sso provoca a
formacdo de proteinas defeituosas ou impossibilita totalmente a producdo dessas
macromoléculas (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

Os antibioticos que interferem na sintese de material genético podem atuar em enzimas,
como a helicase, a qual age desenrolando a molécula de DNA, ou nas topoisomerases, que
afetam processos ligados ao &cido ribonucleico (RNA), influenciando, portanto, no andamento
da replicacdo e/ou transcricdo. Ha ainda o mecanismo de acdo que envolve o acido félico, o
qual € sintetizado pelas bactérias, sendo fundamental para producéo de seus acidos nucleicos e
proteinas. Os antimicrobianos que atuam inibindo a sintese do folato, agem como analogos
dessa substancia, atrapalhando o metabolismo bacteriano; ja os que atuam na membrana
plasmatica operam desorganizando sua estrutura ou funcdo (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016).

H& uma crenca que os antibidticos podem curar qualquer doenga, levando muitas vezes
ao seu uso inapropriado. Outros fatores como escolhas de farmacos inadequados, doses
insuficientes, ndo adesdo ao tratamento, automedicacdo, venda de sem a exigéncia de
prescricdo, a utilizacdo prolongada em hospitais e o perfil de alguns pacientes, como
imunossuprimidos e idosos, contribuiram de forma determinante para a acelerar o processo de
resisténcia bacteriana. Antibidticos eficientes sdo extremamente necessarios para Servigos
hospitalares triviais, como transplantes, cirurgias, quimioterapia, assisténcia a recém-nascidos
(PRESTINACI; PEZZOTI; PANTOSTI, 2015).
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No entanto, muitos desses antibidticos ndo sdo mais efetivos como outrora frente aos
microrganismos. A resisténcia bacteriana € um dos principais e mais complexos problemas de
salde puablica atuais, sendo entendida como a diminui¢do ou auséncia da acdo dos farmacos
antibioticos frente a esses microrganismos. Essa ineficiéncia tem repercussdo direta no
tratamento dos pacientes, tornando-os mais longos, mais custosos e interferindo nos casos de
morbimortalidade (WHO, 2014).

Infecgbes nosocomiais sdo recorrentes em hospitais, principalmente nas unidades de
terapia intensiva (UTI). Evidéncias mostram que no Brasil, sua taxa de prevaléncia chega a ser
seis vezes maior que em outros lugares do mundo. Dentre os sistemas mais acometidos estdo o
trato respiratério, o trato urinario, infecgdes abdominais e da corrente sanguinea. Com relagéo
aos custos por dia, eles dobram ou triplicam, a depender do local infectado, quando comparados
com as despesas de pacientes que ndo apresentaram infeccdo (NANGINO et al., 2012).

Um estudo realizado com 426 culturas microbiologicas da UTI de um hospital
brasileiro, entre 2005 e 2008, detectou que 61,7% das culturas eram colonizadas por bactérias
resistentes, sendo as mais comuns Acinetobacter baumanni e Pseudomonas aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos, Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina, seguidos de
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (OLIVEIRA et al., 2017).

A resisténcia microbiana tornou-se um grande transtorno, principalmente porque seu
progresso ndo foi acompanhado pela criacdo de novas alternativas de tratamento. 1sso se deve
a varios motivos, como o custo de producao dos antibi6ticos e o baixo retorno financeiro as
companhias farmacéuticas. Também pode-se destacar que os métodos utilizados para
elaboracdo de novos tratamentos ndo foram efetivos, resultando assim, nesse preocupante
panorama mundial (MACGOWAN; MACNAUGHTON, 2017).

A principal causa que leva ao aumento veloz da resisténcia pelos patdgenos é uso
demasiado e prescricdo inadequada de antibioticos, inclusive na agricultura, que exercem
pressao seletiva nos microrganismos. Além disso, podem ser elencados outros fatores, como a
deficiéncia de abastecimento de agua potavel e a auséncia da coleta de esgoto em algumas
localidades, a globalizacdo e o alto indice de densidade bacteriana hospitalar, os quais
possibilitam e favorecem a transferéncia de material genético entre cepas (NIAID, 2014).

Um outro fator que contribui para a amplificacdo da resisténcia bacteriana sdo 0s
biofilmes, os quais sdo definidos como uma organizagdo aglomerada de microrganismos
fenotipicamente diversos que estdo imersos em matriz extracelular. Esta, confere uma barreira
fisica de protecdo aos patdgenos, dificultando ainda mais a penetracdo e atuacdo dos

antibioticos, tornando o tratamento mais custoso. O desenvolvimento de biofilmes se inicia pela
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adesdo a um substrato, colonizacdo da superficie e descolamento das bactérias, as quais se
disseminam para outras partes do organismo (Figura 2) (KUMAR et al., 2017).

Figura 2 - Etapas da formac&o de biofilme

AS BACTERIAS EM MODOFPL ANTONICO (1) ADEREM A UMA SUPERFICIE (2) SEGUIDA DE CERESCIMENTO
AGREGADO (3) E INICIO DE FOEMAGAO DA MATRIZ EXTRACELULAF. DO BIOFILME (4); O CONTINUO
CRESCIMENTO CELULARE _L[BEE_—‘L{;_ELD DE COMPOSTOS CELULARES PARA A MATRIX FORMAM A
ESTRUTURA IRREGULAR TIPICA DOS BIOFILMES (3); A LIBERAGAO DE CELULAS E MATRIZ DO BIOFILME
MADURO VAI PERMITIR. A COLONIZAGAO DE OUTRAS REGIOES (6).

Fonte: HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCAS, 2013.

De forma geral, os biofilmes sdo altamente resistentes a antibidticos, produtos
desinfetantes e aos sistemas de defesa do organismo humano. Por causa disso, seu
enfrentamento é muito complexo, pois o tratamento para esses casos € longo, necessitando de
altas dosagens de antibiéticos. Néo dificilmente esse tipo de abordagem falha, apenas
selecionando as bactérias mais fortes e aumentando ainda mais os casos de resisténcia
bacteriana (FRIERI; KUMAR; BOURTIN, 2017).

E importante destacar que o surgimento de bactérias resistentes é um processo que
ocorre naturalmente, sempre que microrganismos sao expostos a antimicrobianos. Isso porque
os antibidticos exercem pressao seletiva, provocando a morte de bactérias mais suscetiveis. Os
patdgenos mais tolerantes a acdo dos farmacos, tém maiores chances de permanecerem e se
multiplicarem, originando linhagens de caracteristicas semelhantes as suas (PRESTINACI,
PEZZOTI; PANTOSTI, 2015).

A toleréncia aos antibidticos pode ser inerente a bactéria, sendo uma caracteristica
prépria da cepa, ou conquistada. Quando adquirida, pode estar relacionada & mutacao
cromossOmica espontanea durante os processos de divisdo celular, a transferéncia horizontal de
material genético por plasmideos, a absorgdo de DNA livre do meio ambiente ou através de um
virus, o qual transfere genes entre bactérias. Os processos que envolvem incorporagdo de
material genético conferem maiores vantagens adaptativas aos patdgenos do que os que
envolvem apenas mutacdo (GIEDRAITIENE et al., 2011).

Os principais mecanismos de resisténcia sdo a fragmentacdo e consequente inativagdo

das estruturas moleculares de antibidticos por enzimas; modificacdo dos sitios de ligacdo dos
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antibiodticos; bombas de efluxo e diminuigdo da permeabilidade das membranas, que dificulta a

entrada do antibi6tico no interior dos microrganismos (Figura 3) (LEWIS, 2013).

Figura 3 - Representacgdo esquematica dos mecanismos de resisténcia bacteriana
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Fonte: GONZALEZ-BELLO, 2017.

A inativacdo enzimatica dos antibidticos pode ocorrer por hidrolise, como é o caso das
B-lactamases, as quais quebram o anel B-lactamico cessando sua atividade antimicrobiana; ou
por transferéncia de grupamentos quimicos a molécula do antibiético, impedindo que ele se
ligue ao seu alvo. Podem também ocorrer modificacbes na estrutura do sitio de acdo do
antimicrobiano, o qual ndo consegue mais interagir de maneira eficiente com o alvo (BLAIR et
al., 2015).

As bombas de efluxo sdo proteinas localizadas na estrutura da membrana, as quais
expelem o antibiético do meio intracelular para o meio extracelular, eliminando ou diminuindo
drasticamente sua concentracdo a niveis ndo terapéuticos. Elas podem ser especificas para um
tipo de substancia ou carrear diferentes classes delas e em geral, é possivel encontra-las
presentes em quase todos os tipos bacterianos (SUN; DENG; YAN, 2014).

As caracteristicas fisico-quimicas e o tamanho dos antibioticos sdo condicOes
determinantes para sua assimilacdo pela bactéria, a qual pode ocorrer por meio de difusdo
simples ou facilitada, sendo esse ultimo tipo com auxilio das porinas. A quantidade de
antibiotico que entra na celula se relaciona diretamente com a quantidade de porinas presentes
na membrana. Um dos mecanismos de resisténcia adquiridos pelas bactérias € modificar a
quantidade de porinas, diminuindo a permeabilidade membranar (COSTA; JUNIOR, 2017).
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Bactérias comuns em infeccGes hospitalares ja apresentam resisténcia a diversos
antimicrobianos. Pensando nisso, a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), divulgou em 2017
uma lista com especies bacterianas de prioridade global para o desenvolvimento de antibi6ticos,
baseada nas cepas que mais apresentam resisténcia e, portanto, provocam maiores transtornos
e mortalidade.

Os microrganismos multirresistentes elencados em nivel critico para elaboracdo de
antimicrobianos  foram  Acinetobacter  baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacteriaceae (como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter); os de alta
prioridade, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Neisseria
gonorrhoeae, Helicobacter pylori, Campylobacter; e os de média prioridade, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae e Shigella spp. (WHO, 2017).

Diante disso, foi criada uma sigla para resumir as principais cepas multirresistentes
causadoras de infecgfes nosocomiais pelo mundo, denominada ESKAPE. O acrénimo significa
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

Diversos antibidticos ja tém sua eficiéncia extremamente reduzida frente a algumas
cepas, como [-lactamicos que sdo ineficazes para Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae; vancomicina, para Enterococcus
faecium e S. aureus; fluorquinolonas para Salmonella spp. e Shigella spp., entre outros (WHO,
2017).

Uma estratégia adotada para contornar essa escassez por novas terapias foi a introducao
de potencializadores de antibiéticos, os chamados adjuvantes. Essas substancias nao
apresentam atividade frente as bactérias, mas ajudam a driblar os mecanismos de resisténcia,
aumentando a eficiéncia das drogas existentes. Entre os mais conhecidos estdo o acido
clavulanico, sulbactam, tazobactan, inibidores de bomba de efluxo e permeabilizadores de
membrana externa (GONZALEZ-BELLO, 2017).

Elaborar um antibiotico € um grande desafio, porque sdo medicamentos caros de serem
desenvolvidos. Pode-se dizer que precisam de altas dosagens para alcangar resultados,
provocam toxicidade no organismo, ndo sdo medicamentos de uso cronico, propiciando, dessa
forma, baixo retorno financeiro a industria e apresentam um curto tempo de vida Util, ja que os
micrdbios sempre desenvolvem mecanismos de resisténcia. Um antibiético ideal deve ser eficaz
no seu proposito, matando, inclusive, células resistentes e causando o minimo de efeitos

adversos possiveis. Ou seja, elementos complexos de serem conciliados (LEWIS, 2013).
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2.5. Derivados aminoguanidinicos

As aminoguanidinas hidrazonas (AGH) ou guanilhidrazonas resultam de uma
substancia formada por meio da condensagdo da aminoguanidina a outra molécula, de modo
que as duas figuem unidas por meio de uma estrutura denominada hidrazona, que € um tipo de
imina (Figura 4) (AQUINO, 2016).

Figura 4 - Estruturas quimicas de guanidina, hidrazona e aminoguanidina hidrazona
(AGH)
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N
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Fonte: AQUINO, 2016.

As aminoguanidinas podem ser preparadas por reacOes de redugdo, hidratacdo ou
hidrélise de compostos relacionados a guanidina e, por apresentarem diversas propriedades em
comum com as hidrazinas, comumente sdo classificadas como um derivado seu. Thiele foi o
primeiro a sintetizar essas substancias, em 1892, por meio de uma reacdo de reducdo da
nitroguanidina. De forma geral, pode-se dizer que a estrutura da aminoguanidina é semelhante
a do aminoacido L-arginina (Figura 5), que faz parte da sintese de moléculas importantes, como
0 oxido nitrico (NILSON, 1999).

Figura 5 - Estrutura quimica de aminoguanidina e do aminoacido arginina
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Fonte: Nilson, 1999.
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Como hidrazina substituida, a aminoguanidina é capaz de se combinar com aldeidos e
cetonas com a eliminagdo de agua. A primeira AGH foi sintetizada pela reacdo de um sal de
aminoguanidina com benzaldeido, numa solucédo concentrada de pH basico. Posteriormente,
verificou-se que essa reacdo ocorreria de maneira muito mais eficiente em meio acido
(LIEBER; SMITH, 1938).

Dentre suas caracteristicas fisico-quimicas, as guanidinas apresentam forte perfil
alcalino, com basicidade comparada ao ion hidroxido. Esse atributo se deve a formacao de
cation por protonagdo do atomo de nitrogénio iminico (Figura 6) (RACZYNSKA, et al., 1994).
Os tipos de ligagdes intermoleculares mais realizada por guanidinas sdo as pontes de hidrogénio

e interacOes eletrostaticas com cargas negativas (FRANCA, 2014).

Figura 6 - Protonacdo do cation de nitrogénio iminico

ZT

Fonte: AQUINO, 2016.

As aminoguanidinas foram as primeiras substancias a serem utilizadas como inibidores
potentes dos produtos da glicacdo avancada (AGE), os quais promovem complicacfes
vasculares na diabetes, como nefropatias. Um estudo realizado com a pimagedina, um
cloridrato de aminoguanidina, verificou que a excrecdo de proteinas na urina e a progressao da
retinopatia foram atenuadas com o uso dessa substancia, demonstrando sua atividade
antiglicante (FUKAMI; COOPER; FORBES, 2005).

Esse potencial antiglicante se relaciona, sobretudo, com a capacidade anti-radicalar das
aminoguanidinas. Um estudo da atividade antioxidante realizado por Courderot-Masuyer e
colaboradores (1999), demonstrou que essa classe de substancias foi capaz de eliminar os
radicais hidroxila e peroxila, ajudando a prevenir as disfungdes vasculares provocadas pelo
diabetes.

Ratos com diabetes induzida por aloxana foram tratados com aminoguanidinas
hidrazonas. Foi observado que o protétipo testado se mostrou com um forte potencial para o
tratamento dessa doenga, pois promoveu um aumento da sensibilidade a acdo da insulina
(SARMENTO et al., 2014).
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Em outro estudo, guanilhidrazonas derivadas da 2-piridina, 4-piridina e 4-quinolina
carboxaldeidos apresentaram efeito anti-hipertensivo, promovendo um répido decréscimo na
pressdo arterial media de ratos (FOYE et al., 1990). A atividade antinociceptiva de
aminoguanidinas aril-hidrazonas foi testada em ratos com hiperalgesia induzida por fentanil.
Observou-se que dois protétipos reduziram significativamente a dor através do bloqueio de
receptores (HAMMOUD et al., 2018).

Vérias pesquisas comprovam a capacidade antitumoral dessas substancias. Andreani e
colaboradores (2004), mostraram que as guanilhidrazonas derivadas de imadazo[2,1-b]tiaz0is
e de diimidazo[1,2-a:1,2-c]pirimidina foram testadas e apresentaram atividade in vitro frente a
células cancerigenas de pulmdo, mama e glioma. Em outra analise, AGHs derivadas de
tetraidropirano tiveram uma potente atividade in vitro para células de leucemia mieloide crénica
e aguda, além de adenocarcinoma mamario e de colén (SILVA et al., 2016).

Franca e colaboradores (2016) verificaram que AGH, principalmente as que
apresentavam um maior carater lipofilico, manifestaram boa atividade citotdxica frente as
células cancerigenas de coélon, glioblastoma e melanoma, sendo um dos protétipos bastante
seletivo para as linhagens tumorais e menos agressivo para macrofagos (FRANCA et al., 2016).

H& ainda outras atividades descritas na literatura com relacdo as aminoguanidinas
hidrazonas, demonstrando seus variados potenciais farmacol6gicos. Um estudo realizado com
guanilhidrazonas aromaticas avaliou seu comportamento frente as formas promastigotas de
Trypanossoma cruzi, demonstrando que essas substancias apresentaram uma relevante
atividade anti-tripanossomicida. Uma das AGH exibiu atividade vinte cinco vezes mais potente
que o controle utilizado, o cristal violeta (MESSEDER; TINOCO; FIGUEROA-VILLAR,
1995).

Com relacdo ao potencial antifungico, bis(N-amidinohidrazonas) e N-(amidino)-N"-aril-
bis-hidrazonas foram testadas frente a sete linhagens de Candida albicans, em concentra¢fes
inibitorias minimas (CIM) variando entre 0,5 — 31,3 uM. Todos 0s prototipos apresentaram
atividade antifungica, sendo elas descritas como excelentes ou moderadas, e com resultados
comparaveis ao do controle positivo anfotericina B (SHRESTHA et al., 2017).

Aminoguanidinas associadas a chalconas também promoveram morte celular de C.
albicans, sendo sua CIM igual ao do fluconazol (WEI et al., 2016). Estudos realizados com
iminoguanidinas frente a isolados de Candida spp., Aspergillus fumigatus, Fusarium
oxysporum, Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes demonstraram uma potente
atividade antifangica (AJDACIC et al., 2016).
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Diversas pesquisas relatam a capacidade antibacteriana das guanilhidrazonas frente a
diferentes cepas bacterianas (Tabela 1). Um estudo realizado por Wei e colaboradores (2016)
demonstrou que aminoguanidinas associadas a chalconas apresentaram excelente atividade
antimicrobiana para as linhagens de S. aureus, Streptococcus mutans, Salmonella typhimurium,
P. aeruginosa e E. coli, exibindo CIM com valores iguais ou menores que os controles
adotados, gatifloxacina e moxifloxacina. Inclusive, a atividade para as bactérias Gram negativas

foi melhor do que para as Gram positivas.

Tabela 1 - Estrutura e concentracao inibitéria minima de derivados aminoguanidinicos
frente a diversas cepas bacterianas

Substancia Cepa bacteriana  Concentracéo Referéncia
NH Staphyl Carlson;
aphylococcus
HC(H,C)sH3C=N -C—NHz. HNO3 Py 100 pg/ml Charlson;
aureus
Heptanal guanylhydrazone nitrate Watton, 1974.
2
Y N‘H N d B
= Z Mycobacterium Bairwa et al.,
R | _ 7,6 UM
X tuberculosis 2010.
R1: 3,4,5-TriOCH3;3 / R2:H / R3: OCH3
HN O
2
R = NEH)LH P | \"_RS
= = Mycobacterium Bairwa et al.,
R | _ 6,5 UM
S tuberculosis 2010.
R1: 3,4-DiOCH3/ R2: H/ R3: OCHjs
R1: 4-OH
HN O
RZ__ N‘N/LLN = x
H H | /_RS Mycobacterium Bairwa et al.,
= _ 9,2 uM
R | tuberculosis 2010.

R2: H/R3: OCHa
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Substancia Cepa bacteriana  Concentracao Referéncia
HN O
2
YN T e
N | Z Mycobacterium 8.9 UM Bairwa et al.,
R R 1 p'
S tuberculosis 2010.
R1: 3,4-DIiOCH3/ R2: H/R3: H
| x \N,H NHQ
R// x NH Eecherichia coli & L Wei et al.,
scherichia coli m
° Ho 2016.
R: 4-F
| SN ‘\N,H NH2
R// X NH Eecherichia coli & L Wei et al.,
scherichia coli m
° Ho 2016.
R: 3-Cl
. = ,H NH2
| T
R// X NH Eecherichia coli & L Wei et al.,
scherichia coli m
° Ho 2016.
R: 4-Cl
| N \‘N’H NH,
R// = NH echerichia coli 5 el Wei et al.,
scherichia coli m
© Ho 2016.
R: 2,4-Cl;
H
| N SN NHz
R// = NH Eecherichia coli & L/ Wei et al.,
scherichia coli m
° Ho 2016.
R: 3-Br
H
» N Wei et al
eietal.,
/N NH Escherichia coli 8 pg/ml
R 2016.
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Substancia Cepa bacteriana  Concentracao Referéncia
H. _Ph
N
R1 N /)\ _R*
\[// N N Staphylococcus 6.3 ua/mi Cunhaetal.,
2 3 ,3 Mg/m
R R aureus 20009.

R1: Ph/R2: H/R3: c-CsH1/ R4: H

H. _Ph
N
R1 N 4i\ _R*
\[// N N Escherichia coli 25 La/ml Cunhaetal.,
2 3 schericnia coli m
R R Ho 2009.

R1: Ph/R2: H/ R3: c-CeH11/ R4: H

Fonte: autora da pesquisa, 2019.

Bis(N-amidinohidrazonas) e N-(amidino)-N"-aril-bis-hidrazonas mostraram Otima
atividade antibacteriana para Listeria monocytogenes, S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA), Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE), P. aeruginosa, Salmonella entérica
e Mycobacterium smegmatis, com CIMs variando entre 0,5 — 7,8 UM (SHRESTHA et al.,
2017).

O potencial antibacteriano de algumas 5-guanilhidrazonas que apresentavam diferentes
substituintes em sua estrutura foi investigado pelo teste de difusdo em disco. A zona de inibicdo
para S. aureus e E. coli foram equipotentes a sulfametoxazol, no entanto, ndo foram descritas
atividade para P. aeruginosa, S. typhimurium e Pneumococci (GADAD et al., 2000).

Também ¢é descrita na literatura a capacidade das AGH de agirem ndo somente como
substancias antimicrobianas, mas como moduladores da acdo antibidtica. Dantas e
colaboradores (2018) demonstraram que as aminoguanidinas hidrazonas tém a habilidade de
inibir a bomba de efluxo NorA em MRSA. Quando elas foram associadas a norfloxacina,
reduziram em dezesseis vezes a quantidade de antibiotico capaz de provocar morte celular,
reestabelecendo a sensibilidade de S. aureus a esse antimicrobiano.

Além de todos o0s potenciais destacados acima, é valido ressaltar a existéncia de diversas
guanidinas e biguanidinas que ja tém aplicacdo consagrada na terapéutica de doengas, como a
sulfaguanidina, que apresenta propriedades antimicrobianas; a clonidina, com propriedades
anti-hipertensivas; a metformina e fenformina, ambas com atributos antiglicemiantes
(RACZYNSKA, et al., 1994).
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Dessa forma, diante da conjuntura da resisténcia bacteriana e da estagnagéo na inovagao
terapéutica para descoberta de novos antimicrobianos, percebe-se a grande emergéncia por
novos farmacos. Assim sendo, a presente pesquisa visa avaliar substancias derivadas de uma
das aminoguanidinas testadas por Verissimo (2017), o LQM 17, que apresentou potenciais
cicatrizante e antimicrobiano. Visando o melhoramento da poténcia e eficacia dessas atividades,
foram realizadas modificacGes estruturais por estratégias de quimica medicinal para obtengéo
dos derivados aminoguanidinicos do presente estudo.

Tendo em vista o papel protagonista exercido pela migracao dos fibroblastos para o leito
de feridas e sua reparacdo e considerando-se também a interferéncia da presenca de infeccao
no decurso do processo de cicatrizacdo, o presente estudo tem a finalidade de avaliar o potencial

antimicrobiano e de migracdo de fibroblastos in vitro de derivados aminoguanidinicos.
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2. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Avaliar as atividades antimicrobiana e de migracdo celular de derivados
aminoguanidinicos.
3.2. Objetivos especificos

Avaliar a atividade antimicrobiana dos derivados aminoguanidinicos por meio da
concentracdo inibitéria minima (CIM) para as linhagens Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae

e Shigella flexneri pelo do teste de microdiluicdo em caldo.

Avaliar a citotoxicidade dos derivados aminoguanidinicos para fibroblastos pelo teste

colorimétrico do metiltetrazolium (MTT).

Avaliar o potencial de migracdo celular para fibroblastos in vitro dos derivados

aminoguanidinicos por meio do teste do scratch assay.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Local do estudo

A aquisicdo das substancias sintéticas ocorreu por meio do Laboratério de Quimica
Medicinal do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (LQM/ICF/UFAL). A avaliacdo
antimicrobiana foi realizada no Laboratério para Tratamento de Feridas da Escola de
Enfermagem (LpTF/EENF/UFAL) e os ensaios de citotoxicidade e do scratch assay, no
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde
(LBC/ICBS/UFAL).

4.2. Obtencao dos derivados aminoguanidinicos

A sintese dos derivados aminoguanidinicos da presente analise foi baseada em
modificagdes estruturais no LQM 17 (Figura 7), o qual foi utilizado por Verissimo (2017). Essa
substancia apresentou resultados promissores, pois demonstrou CIM de 1,42 UM para S. aureus,
13,68 UM para S. epidermidis, 58,16 UM para E. coli e 109,51 uM para P. aeruginosa, além de
diminuir o tempo de cicatrizagdo in vivo em dois dias para feridas de ratos infectadas por S.

aureus. A sintese do LQM 17 foi descrita por Franca e colaboradores (2016).

Figura 7 - Estrutura quimica e peso molecular (g/mol) do LQM 17
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Fonte: FRANCA et al., 2016.

A partir disso, foram sugeridas alterag¢fes estruturais de mudangas na posi¢do do atomo
de cloro e rigidificagdo da molécula em anel de seis e anel de sete. Essas modificagdes foram
escolhidas para avaliar se haveria alteracGes na atividade antibacteriana de acordo com a
posicdo do atomo de cloro no anel aromatico e se a restricdo conformacional da molécula da
aminoguanidina manteria sua atividade. Com isso, foram obtidos os derivados
aminoguanidinicos LQM 98, LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162
(Figura 8).
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Figura 8 — Modificagbes propostas para o LQM 17 para obtencdo dos derivados
aminoguanidinicos do presente estudo

LQM 17
(VERISSIMO, 2017)
1

Mudanca na posic3 o
u aré%acr;gr%osmao Rigidificacdo
LQM 98 — — LQM 157

LOM 99 — - LQM 159

LQOM 100 — — LQM 161

_ LQM 162

Fonte: autora da pesquisa, 2019.

A sintese das substancias obtidas para o presente estudo ocorreu no Laboratorio de
Quimica Medicinal (LQM/ICF/UFAL). A sintese das substancias LQM 98, LQM 99 e LQM
100 sdo descritas por Hammoud e colaboradores (2018) e envolvem a reacdo de aldeido
comercialmente disponivel com cloridrato de aminoguanidina por refluxo em etanol.

Os derivados LQM 157 e LQM 158 tem suas sinteses realizadas e descritas por Aquino
(2016). A substancia LQM 157 é uma benzotriazepin-2-ona, com metodologia dividida em trés
etapas. O derivado LQM 158 é uma benzotriazepin-2-tiona, obtida por meio da substitui¢cdo do
oxigénio das benzotriazepin-2-onas por enxofre por acdo do reagente de Lawesson.

A substancia LQM 161 é uma aminopirimidina, obtida segundo metodologia descrita
por Itoh e Mase (2005). E o derivado LQM 162 é uma 4,5-diidroaminotriazinas obtida pela
reducdo da ligacdo dupla da aminotriazina correspondente segundo metodologia descrita por
Nguyen e colaboradores (2014).

A purificagdo dos derivados foi feita por cromatografia flash e o grau de pureza
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A caracterizacdo dos produtos
sintéticos foi feita por ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono treze
(*3C), infravermelho (IV) e ponto de fusdo (PF) (FRANCA et al., 2016).

A estrutura quimica e peso molecular dos derivados aminoguanidinicos obtidos estdo

demonstrados na Tabela 2.



Tabela 2 - Estrutura quimica e peso molecular dos derivados aminoguanidinicos
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Cédigo Peso molecular (g/mol) Estrutura quimica
\N/H NH
LQM 98 233,10 @C T e
Cl NH,
H
X N__NH
N Hel
LQM 99 267,54
cl Cl NH,
cl \N/H NH
LQM 100 267,54 HCI
NH,
Cl
H
N O
o@;
NH
/
=N Hcl
LQOM 157 342,61 O
Cl
Cl
N_ s
Oy
/
=N HCl
LQM 159 358,67 O
Cl
Cl
N NH;
=z
Y
LQM 161 276,55 HCI
Cl
Cl
N NH,
7 m/
x, N
LQM 162 279,55 N" Hel
Cl

Fonte: autora da pesquisa, 2019.
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4.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da concentracgdo inibitdria
minima por meio do método da microdilui¢cdo em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo teve seu protocolo baseado no National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003) e foi utilizado para avaliar a atividade
antibacteriana dos produtos sintéticos frente as bactérias padronizadas pela American Type Cell
Cellection — ATCC/Manassas - VA/USA, sendo as cepas Gram positivas Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 149990 e as cepas Gram negativas,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter cloacae
ATCC 13047 e Shigella flexneri ATCC 12022.

A avaliacdo foi feita utilizando-se duas concentragdes na primeira linha da placa de 96
pocos: 20 pg/mL e 200 pug/mL. Para isso, os produtos sintéticos foram solubilizados em solucéo
de dimetil-sulféxido (DMSO) a 2%. Foi utilizado 2 mg do derivado aminoguanidinico, 100 uL
de DMSO e 4,9 ml de soro fisiologico, formando a solugdo de concentragdo 400 pg/mL.
Posteriormente, 100 pL dessa solucdo de 400 ug/mL foi rediluida em 1 ml de soro fisioldgico,
obtendo-se assim, a concentracao estoque de 40 pg/mL. As cepas que ndo apresentaram nenhum
resultado com a concentragdo estoque de 40 pg/mL foram novamente reavaliadas na
concentragdo estoque de 400 pg/mL.

As 12 colunas (1 - 12) e 8 linhas (A - H) da placa de microdiluicdo de 96 pocos foram
preenchidas por 100 uL caldo Mueller-Hinton. Posteriormente, 100 puL das solugdes estoque
das substancias sintéticas foram inoculadas em triplicata, nas colunas de 1 a 9 da linha A.
Transferiu-se 100 pL do conteudo de cada orificio da linha A para os orificios da linha B e apos
homogeneizagdo, o mesmo volume foi transferido para a linha C, repetindo-se este
procedimento até a linha H. Assim, se obtiveram as concentra¢@es decrescentes em pg/mL.

A coluna 10 refere-se ao controle negativo (CN) que foi formado por solu¢do de DMSO
a 2% diluida em soro fisioldgico. A coluna 11 foi o controle de crescimento (CC), composto
por caldo Mueller-Hinton e o in6culo bacteriano e a coluna 12 se destinou ao controle de
esterilidade (CE), no qual foi utilizado apenas o caldo Mueller-Hinton. Para o controle positivo
da atividade antibacteriana foi utilizado ciprofloxacino, por ser considerado um antibiotico de
amplo espectro e sua concentragéo estoque foi de 40 ug/ml.

A solubilizagio de bactérias foi feita de acordo com o padrdo de 0,5 da escala de
McFarland, que corresponde a uma solucdo de 1,0 x 108 UFC/mL. Essa solucdo foi rediluida
numa proporcao de 1:10 (v/v), obtendo-se a concentragdo padrdo de 10’ UFC/mL. Os pogos
receberam 5 pL de inéculo bacteriano, finalizando uma concentragio de 5 x 10° UFC/mL ou 5
x 10* UFC/poco.
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A concentracéo final de bactérias de 5 x 10° UFC/mL ou 5 x 10* UFC/pogo esta de
acordo com o preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

Ap0s isso, as placas foram armazenadas em estufa bacteriolégica a 35 °C por 18 horas.
Passado esse periodo, foi adicionado 20 pL de cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolium (TTC) a 5% em
cada poco e as placas retornaram a estufa por mais 3 horas. A interpretacdo do teste foi feita da
seguinte forma: os pocos que demonstraram coloracdo avermelhada, indicaram que houve
crescimento bacteriano; os que mantiveram a coloracdo original, atestaram inibicdo do
crescimento de bactérias.

A comprovagéo quantitativa do teste da microdilui¢cdo em caldo foi realizada por leitura
em espectrofotdmetro, com densidade Optica de 492 nm, determinando assim, a absorbancia de
cada poco antes e depois do acréscimo do indculo. A equacéo utilizada foi (GUDINA et al.,
2010):

Ac
% de inibicdo do crescimento microbiano = [1 - (A_O)] x 100

Onde:

Ac representa a diferenca entre as médias da absorbancia dos pocos com indculo, das
médias da absorbancia dos pogos sem inéculo.

A0 representa a absorbancia do controle de crescimento microbiano.

As substancias que, quando comparadas com o controle de crescimento, apresentaram
0 percentual de inibicdo do crescimento microbiano maior que 80%, foram consideradas
possuidoras de propriedades antimicrobianas (HOLETZ et al., 2002).

Por questdes de comparacdo dos resultados entre os trés testes realizados, os valores das
CIM foram convertidos de microgramas por mililitro (ug/mL) para micromolar (uM), com o

auxilio da formula;
m

Concentracao molar = ———
¢ MM x v

Onde:
m representa a Massa utilizada da substancia, em gramas (g).
MM representa a Massa Molar da substancia, em gramas por mol (g/mol).

v representa o volume da solugéo, em litros (L).

Como a concentracdo molar considera a massa molar de cada substéncia, os resultados

de concentragdo inibitéria minima para cada derivado aminoguanidinico testado tiveram
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valores diferentes. Para facilitar a visualizagéo das concentracdes obtidas em cada linha da placa
de 96 pocos apds a conversdo de microgramas por mililitro (ug/mL) para micromolar (uM),

foram confeccionados dois quadros que estdo inseridos na se¢do de Anexo A.

4.4. Avaliacdo da citotoxicidade para fibroblastos pelo teste colorimétrico do
Metiltetrazolium (MTT)

A citotoxicidade foi analisada por meio do método colorimétrico do metiltetrazolium
(MTT). Esse teste avalia a viabilidade da célula a partir da reducdo do sal tetrazolio (coloracao
amarela) para formazan (coloracdo azul escuro), baseando-se na atividade da enzima succinato
desidrogenase, atuante apenas em organismos viaveis as quais possuem mitocéndrias vivas
(MOSMANN, 1983).

Fibroblastos 3T3 foram cultivados em meio de eagle modificado por dulbecco (DMEM)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina (2 mM) e gentamicina (40 pg/mL) em
incubadora umidificada em atmosfera com 5% de CO, a 37 °C.

As células foram semeadas em uma placa de 96 pocos (7 x 103 células/poc¢o) durante a
noite e tratadas com os produtos sintéticos nas concentragdes de 10 e 100 uM, por 24 horas.
Ap0s a incubagdo com o tratamento, 22,5 ulL de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
2,5-difeniltiltrazolio) (Sigma-Aldrich - EUA) (5 mg/mL em tampéo fosfato salino - PBS) foi
adicionado a cada poco durante 4 horas.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 150 uL. de DMSO foi adicionado em cada
poco, para solubilizar os cristais de formazan formados. As absorbancias dos pocos foram
registradas usando espectrofotdmetro e a densidade dptica (DO) foi medida a 540 nm. A
percentagem de células de viabilidade foi calculada através desta formula:

DO de células tratadas x 100
DO de células nao tratadas

% =

A classificacao do percentual de viabilidade celular foi realizada de acordo com a escala
de citotoxicidade de Dahl; Frangou-Polyzois; Polyzois (2006), a qual refere os seguintes

resultados (Quadro 2).
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Quadro 2 - Classificacdo do percentual de viabilidade celular de acordo com a escala de
citotoxicidade de Dahl, Frangou-Polyzois & Polyzois, 2006

Percentuais de viabilidade celular Classificacdo
Maiores que 90% Nao citotdxica
60% - 90% Levemente citotoxicos
30% - 59% Moderadamente citotoxicos
Abaixo de 30% Severamente citotoxicos

Fonte: Dahl, Frangou-Polyzois & Polyzois, 2006.

Na avaliacdo de citotoxicidade para fibroblastos e teste do scratch assay foi utilizado
um critério, objetivando selecionar as substancias que seriam encaminhadas. 1sso porque para
realizacdo dos testes com os fibroblastos, era preciso que as células estivessem viaveis e
substancias muito citotdxicas promoveriam morte celular intensa, prejudicando os resultados
desses experimentos. Como parametro, foram usados dados internos do Laboratério de Quimica
Medicinal com relagdo ao ensaio citotoxico para macrdfagos J774, que foi realizado no
Laboratdrio de Farmacologia e Imunidade do Instituto de Ciéncias Biol6gicas de da Salde
(LaFI/ICBS/UFAL) (dados ndo publicados). A citotoxicidade do LQM 98 para macréfagos a
10 uM foi acentuada, sendo ele excluido do seguimento da anélise. Os derivados LQM 99,
LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162 nédo foram citotoxicos ou foram apenas

levemente toxicos e, portanto, foram encaminhados para os ensaios com fibroblastos.

4.5. Avaliagdo da atividade migratoria celular de fibroblastos in vitro por meio do teste do
scratch assay

O ensaio do scratch assay é um dos métodos mais populares para se observar migracao
celular, processo que ocorre no desenvolvimento embrionario, resposta imunoldgica, na
fisiopatologia do cancer e na cicatrizacdo. Ele apresenta diversas vantagens, como a observacédo
do movimento e da morfologia celular em tempo real, a medicdo da velocidade de migracéo,
além de ser um teste simples, de rapida configuragdo, facil analise e baixo custo (GOTSULYAK
etal., 2014).

A migracao celular é um evento importante, que . Estudar os fatores que podem afetar
esse processo, ajuda a direcionar as terapias para favorecer seu andamento. Sua avaliagdo in
vitro se baseia na criagdo de uma lacuna em uma monocamada de células confluentes, com o
intuito de observar se as bordas do campo artificial criado vdo formar novos contatos célula-
celula, no sentido de seu fechamento (CAPPIELLO; CASCIARO; MANGONI, 2018).

Para analise do efeito dos derivados aminoguanidinicos sobre a migracdo de fibroblastos

3T3, foi utilizado o ensaio do scratch assay, de acordo com a metodologia descrita por Liang,
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Park & Guan (2007). As células foram cultivadas em garrafas estéreis de poliestireno, com
meio de cultura DMEM, contendo 10% de SFB. Posteriormente, foram colocadas em estufa de
CO2 a 37 °C por 24 horas, para alcangarem alta confluéncia.

Ap0s isso, foram realizadas as subculturas utilizando-se a solucéo de tripsina-EDTA
para desprender as células aderidas. Elas foram transferidas para uma placa de maltiplos pogos
e mantidas em estufa de CO; a 37 °C, até se encontrarem completamente aglutinadas umas nas
outras e espalhadas no substrato, com densidade de 7 x 10* células por pogo.

Entdo, o sobrenadante do meio de cultura foi desprezado e se realizou um risco em linha
reta na regido mediana da placa, com a ponta da pipeta de 200uL, promovendo a formagéo de
uma “ferida”. Os debris foram lavados com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS).
Entdo, os fibroblastos foram tratados com as substancias LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM
159, LQM 161, LQM 162 na concentragao de 10 uM. Essa concentracao foi escolhida pois foi
a que os fibroblastos apresentaram maior viabilidade celular no teste do MTT. Como controle
do tratamento, foram utilizadas as células cultivadas em DMEM, com SFB a 2%.

Para observacdo dos resultados, sdo feitas imagens com o auxilio de camera digital
acoplada ao microscopio invertido de fase (Olympus 1X70), utilizando software NIS Elements
F3.2. Essas fotos foram feitas nos tempos de 0 e 24 horas apds a inclusdo das substancias e
visam comparar a diferenga da distancia entre as bordas nos intervalos determinados.

A migracdo celular é medida com o software ImageJ. O percentual de migracdo de
feridas foi calculado com base na reducdo da area do risco e os dados sdo expressos com as
média £ SEM. A formula utilizada pelo software é descrita abaixo (HADDADI; TAMRI,
JOONI, 2019):

(4rea do arranhdo 0 h — area do arranhdo 24 h) x 100
0 =

area do arranhao 0 h

A andlise estatistica foi determinada usando o teste t de Student. As diferencas entre 0s
grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando P <0,05. Os graficos foram

gerados usando o software GraphPad Prism (Figura 9).
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Figura 9 - Resumo gréafico demonstrando a sequéncia do ensaio in vitro de migracgéo
celular

1.Preparacgao da cultura e semeio celular

Placa de cultura

Ponta da pipeta

Placa de miiltiplos pocos

3. Aquisicao dos dados por meio da captura de imagens e
mensuracdo do tamanho do arranho

4. Andlise dos dados

Fonte: GRADA et al., 2016.



5. RESULTADOS

5.1. Teste da atividade antimicrobiana e determinacéo da concentracéo inibitoria minima

por meio do método da microdiluicdo em caldo

No teste da microdiluicdo em caldo foram utilizados os microrganismos Gram positivos
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (Tabela 3) e os Gram negativos

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae e Shigella flexneri (Tabela

4).

Tabela 3 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e percentual de inibicdo microbiana
dos derivados aminoguanidinicos frente as bactérias Gram positivas em micromolar (uUM)

e [micrograma por mililitro (pg/ml)]

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e

percentual de inibicéo (%)

Cddigo Estrutura quimica S. aureus S. epidermidis
UM . uM .
om] gy
A H NH
N7 HCl 429,0 4290
LQM 98 @C f doo] O3 oo %92
Cl 2
A H NH
N7 74,75 74,75
LQM 99 HCI ! 99,9 ! 97,8
Q Cl)ij:l L. [20] [20]
cl N N__NH
N~ HCI
LQM \NE 46,7 973 74,75 911
100 2 [12,5] [20]
Cl
H
N O
@
/NH
=N HCI
Ll(gl;/l SA SA SA SA
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Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
percentual de inibicdo (%)

Cddigo Estrutura quimica S. aureus S. epidermidis
UM ; UM ;
Mgm]  °  fugmi)
N__s
@
/NH
=N HCl
LQM SA SA SA SA
159 O
cl
Cl
N NH>
/W/
LOM 1 NN

161 HCl SA SA SA SA
cl

N
=z
LQM N )v/ 71,54 71,54
N
162 Hel [20] 99,8 [20] 99,2
Cl

F. COOH
Ciproflo m 0,47 0,94
xacino ™y \ 016  °>% o33 %4
HNQ A

Nota: SA — Sem atividade. ConcentracGes expressas em uM e [ug/ml]. Fonte: autora da pesquisa, 2019.

Foi observado que os derivados LQM 98, LQM 99, LQM 100 e LQM 162 apresentaram
atividade antimicrobiana para as cepas Gram positivas. O LQM 98, LQM 99 e LQM 162
exibiram a mesma concentracdo inibitéria minima para S. aureus e S. epidermidis. A menor
CIM foi do LQM 100 para S. aureus, de valor 46,72 pM.

As substancias LQM 157, LQM 159 e LQM 161 ndo mostraram atividade para essas
cepas.
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Tabela 4 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e percentual de inibicdo microbiana
dos derivados aminoguanidinicos frente as bactérias Gram negativas em micromolar

(UM) e [micrograma por mililitro (ug/ml)]

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e percentual de

inibicdo (%)

Cddigo Estrutura quimica E. coli P. aeruginosa E. cloacae S. flexneri
M, EM . EM . uM
H gm]  * [ugm] * pugmg ¥ pgmp %
~. _N_ __NH
LQM N HCI 85,8 858,0 858,0
98 O\AC' THZ oy 7 pog 8 - oo} %%
H
LQM ~ N __NH 74,75 2145 214,5 107,2
> /QCN o op 98 sop 998 s 9T 5 991
cl Cl NH;
Lom SN 74,75 2145 429,0 2145
HCI H L 1 1
2 THz 2] 995 o] 97 [oh 98 w997
Cl
H
N (0]
@
/NH
=N Hcl
Lf;'?v' O SA SA SA SA SA SA SA  SA
Cl
Cl
H
N S
9@
/NH
=N HCI
Lleg" O SA SA SA SA SA SA SA  SA
Cl
Cl
N NH,
/W/
LQM NN
2 Hol SA SA SA SA SA SA SA  SA
Cl
Cl
N NH;
T
LQM > 71,54 71,54 358,7 44,7
162 Hel o] %% pop % oo P pes 90
Cl

Cl
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Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e percentual de inibi¢ao
(%)

P. E S

Cadigo Estrutura quimica E. coli ; ' o
g q aeruginosa cloacae flexneri

M uM M M

poml P momiy  * pemiy * pugmy %

(o)
F/\Cf‘jcool{
Ciproflo | 0,01 0,47 0,12 0,9
acino N 0000771 % o161 P [ooa PO oz 9O
“NQ A

Nota: SA — Sem atividade. ConcentracOes expressas em UM e [ug/ml]. Fonte: autora da pesquisa, 2019.

Os derivados LQM 99, LQM 100 e LQM 162 demonstraram potencial antimicrobiano
para as cepas E. coli, P. aeruginosa, E. cloacae e S. flexneri. O LQM 98 apresentou atividade
para todas as espécies bacterianas testadas, exceto para E. cloacae. O LQM 157, LQM 159 e
LQM 161 nao tiveram atividade para nenhuma cepa. O valor mais baixo da CIM para as Gram

negativas € observado para o LQM 162 e S. flexneri, com 44,7 uM.

5.2. Teste da citotoxicidade para fibroblastos pelo teste colorimétrico do Metiltetrazolium
(MTT)

O estudo da atividade citotoxica dos produtos sintéticos ocorreu através do método
colorimétrico do Metiltetrazolium (MTT). Os derivados LQM em questdo foram avaliados
frente a linhagens de fibroblastos 3T3 nas concentracfes de 10 uM ¢ 100 uM.

O DMSO a 2% foi utilizado como solvente das amostras, apresentando valor de
viabilidade celular de 92,4%, ndo demonstrando, citotoxicidade. O tween a 3% foi utilizado
como controle de morte celular, apresentado viabilidade de 15,5%.

O tratamento com as substancias a 10 uM ndo apresentou efeitos citotdxicos na
viabilidade celular dos fibroblastos para as aminoguanidinas LQM 99, LQM100, LQM 157,
LQM 159 e LOM 162, no entanto, o LQM 161 demonstrou leve citotoxicidade. Na
concentracdo de 100 uM os derivados LQM 157, LQM 159 e LQM 161 foram ndo citotoxicos,
0s derivados LOM 99 e LQM 100 foram moderadamente citotoxicos e o LQM 162 foi
severamente citotoxico (Figura 10). Destaca-se aqui o0 comportamento do derivado
aminoguanidinico LQM 161, que na concentragdo de 10 uM apresentou-Se levemente

citotoxico, mas na concentracao de 100 uM foi nédo citotoxico para as células.
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Figura 10 - Efeito dos derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e
LQM 162 na viabilidade dos fibroblastos 3T3 nas concentrag¢oes de 10 pM e 100 pM

150+
Grupo controle
DMSO 2%
Tween 3%
LQM 99

LQM 100
LQM 157
LQM 159
LQM 161
LQM 162

1oo—_—__|__ I'ﬁ? %%

50+

0' ElllLE

10 100
Concentracdo puM

Viabilidade Celular (%)

ENAEDREOL

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 vidveis em comparagdo ao grupo controle. One-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls, *p <0,05 (Controle vs. tratamento).

Fonte: autora da pesquisa, 2019.

Os valores percentuais obtidos com relacédo as células viaveis, para as concentracoes de
10 uM e 100 uM, estdo descritos na tabela abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 - Percentuais de viabilidade celular dos derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157,

LOQM 159, LQM 161 e LQM 162 para fibroblastos 3T3 nas concentracdes de 10 pM e 100
M

Percentual de células vidveis (%0)

Cédigo 10 pM 100 pM
LQM 99 120.14 + 18.40 34.75 + 10.87
LQM 100 97.20 + 2.63 38.31+3.61
LQM 157 102.82 + 7.04 110.49 + 9.84
LQM 159 102.89 + 2.00 93.81 +9.05
LQM 161 89. 05 + 3.08 100.21 + 5.68
LQM 162 103.44 + 2.53 27.41+1.01

Fonte: autora da pesquisa, 2019. O percentual de viabilidade do solvente dos derivados aminoguanidinicos (DMSO
2%) foi de 92,4%. O controle de morte celular (tween 3%) teve percentual de viabilidade de 15,5%.

5.3. Teste da atividade de migracéo celular in vitro por meio do teste do Scratch Assay

Os derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162 foram
avaliados na concentracdo de 10 uM e os resultados demonstraram que ndo houve efeitos

significativos na migracdo dos fibroblastos quando comparados ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito dos derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e
LQM 162, na concentracio de 10 pM, na migracao dos fibroblastos 3T3
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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 vidveis em comparagdo ao grupo controle. One-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls, *p <0,05 (Controle vs. tratamento).

Fonte: autora da pesquisa, 2019.

Os valores percentuais obtidos com relacdo a migracdo dos fibroblastos para a
concentracdo de 10 uM estdo descritos na tabela abaixo (Tabela 6).

Tabela 6 - Percentuais de migracio dos fibroblastos 3T3, na concentracio de 10 pM, para
as substancias LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162

Cddigo Percentual de migragéo (%)
Grupo controle 55.17 £7.76
LQM 99 39.17 £ 3.48
LQM 100 47.06 £ 3.49
LQM 157 56.23 £ 5.29
LOM 159 49.44 + 4.46
LQM 161 69.02 + 12.49
LQM 162 48.50 + 7.82

Fonte: autora da pesquisa, 2019.

As imagens obtidas pelo teste em Oh e 24h sdo demonstradas na figura abaixo (Figura

12).
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Figura 12 — Imagens do ensaio de migracdo dos fibroblastos em Oh e 24h para as
substancias LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162, na
concentracio de 10 pM

Oh 24h

Grupo
Controle

LQM 99

LQM 100

LQM 157

LQM 159

LQM 161

LQM 162

Fonte: autora da pesquisa, 2019.
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6. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos, € possivel observar a presenca de atividade
antimicrobiana frente a cepas Gram positivas e Gram negativas para as substancias LQM 98,
LQM 99, LQM 100 e LQM 162.

Os derivados LQM 98, LQM 99 e LQM 100 possuem estruturas analogas, poréem
apresentam diferencas com relacéo a posicéo e quantidade de &tomos de cloro em sua estrutura.
E possivel observar a presenca de um o-clorofenil no LQM 98. J4 0 LQM 99 e LQM 100, é
constatada a presenca de um o,p-diclorofenil e de um m,m-diclorofenil, respectivamente.

Para as cepas Gram positivas, foi observado que o LQM 98 demonstrou a mesma CIM,
ambas de 429 uM, para S. aureus e S. epidermidis. No entanto, as mudancas estruturais
ocorridas nos derivados LQM 99 e LQM 100 propiciaram um aumento da atividade
antimicrobiana para essas cepas, ou seja, a adi¢cdo de mais um atomo de cloro e a sua mudanca
na posicdo do anel aromatico resultou numa menor demanda da concentracdo da
aminoguanidina para provocar morte bacteriana.

Isso pode ser explicado porque a adicdo de substituintes halogenados resulta em
analogos que sao mais lipofilicos, portanto, menos sollveis em &gua. Consequentemente, a
adicdo de mais um cloro na estrutura pode ter aumentado a capacidade da substancia em
atravessar as membranas lipidicas mais facilmente (MONTES, 2016).

Comparando-se 0 LQM 99 e 0 LQM 100 para S. epidermidis, a alteracdo da posi¢céo do
cloro no anel ndo promoveu interferéncia nenhuma na atividade, sendo a CIM de ambos, 74,75
UM. No entanto, para S. aureus, esses derivados apresentaram alteracbes na CIM, com valores
de 74,75 UM e 46,72 uM, respetivamente. Diante disso, é constatado que m,m-diclorofenil
(LQM 100) apresentou uma melhor atividade biolégica para S. aureus, enquanto o o,p-
diclorofenil (LQM 99) foi menos potente para essa cepa.

De forma geral, para as linhagens Gram negativas, também foi observado que a adi¢édo
de mais um atomo de cloro na estrutura promoveu melhora da atividade antimicrobiana. Para
E. coli, houve pequena diminuigéo das concentragdes inibitorias: o LQM 98 demonstrou CIM
de 85,8 uM; 0 LQM 99 e 0 LQM 100 tiveram CIM de 74,75 uM.

Para P. aeruginosa, o LQM 99 e o LQM 100 apresentaram suas CIM reduzidas cerca
de quatro vezes quando comparados com o LQM 98. Contudo, quando comparados entre si, as
mudangas de posicdo o,p-diclorofenil (LQM 99) e m,m-diclorofenil (LQM 100) néo
interferiram nos valores da concentracéo inibitoria, que foi de 214,5 uM para ambos.
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Para S. flexneri, 0 LQM 98, que possui apenas um cloro, apresentou sua CIM oito vezes
maior que 0 LQM 99 e quatro vezes maior que o LQM 100. Com relagéo a posicao dos cloros,
o,p-diclorofenil (LQM 99) demonstrou melhor efeito antimicrobiano que o m,m-diclorofenil
(LQM 100) para essa cepa.

No que se refere a cepa E. cloacae, a presenca de apenas um cloro na estrutura do LQM
98 néo foi suficiente para promover morte bacteriana. Para as substancias que apresentam dois
cloros em sua estrutura, o o,p-diclorofenil (LQM 99) teve melhor comportamento
antimicrobiano que o m,m-diclorofenil (LQM 100).

Em resumo, foi observado que adi¢do do atomo de cloro provocou diminuicdo da CIM
em todas as cepas, exceto para E. cloacae. Para as bactérias Gram positivas, a mudanca da
posicao do cloro nos derivados LQM 99 e LQM 100 s6 resultou na diminui¢do da CIM para S.
aureus, sendo portanto, m,m-diclorofenil > o,p-diclorofenil > o-clorofenil. Para as bactérias
Gram negativas, a alteragdo na posicao do cloro para 0os LQM 99 e LQM 100 néo interferiu na
atividade para E. coli e P. aeruginosa, que mantiveram suas CIM iguais, sendo portanto, o,p-
diclorofenil = m,m-diclorofenil > o-clorofenil. Ja para E. cloacae e S. flexneri, o,p-diclorofenil
> m,m-diclorofenil > o-clorofenil.

As substancias LQM 157 e LQM 159, LQM 161 e LQM 162 sdo bioisosteros. O
bioisosterismo € uma estratégia em quimica medicinal para o planejamento racional de
substancias. Sdo realizadas mudancas num composto lider, com o intuito de promover
otimizacdo de seu efeito farmacoldgico (LIMA; BARREIRO, 2005).

Nesses derivados aminoguanidinicos € observada a presenca de anéis aromaticos, ou
seja, uma rigidificacdo ou ciclizacdo da estrutura quimica. A rigidificacdo é uma estratégia da
quimica medicinal, utilizada para diminuir a liberdade conformacional da molécula, com o
objetivo de aumentar a atividade da substancia (RASHID et al., 2016). No LQM 157 e no LQM
159 houve rigidificacdo em anel de sete e substituicdo de um dos nitrogénios da aminoguanidina
por a&tomos de oxigénio e enxofre. Para o LQM 161 e o LQM 162 houve ciclizacdo em anel de
seis.

Os derivados LQM ciclizados apresentam em comum o radical m,p-diclorofenil na sua
composicdo. Apesar das semelhangas em seu arcabougo estrutural, as substancias LQM 157,
LQM 159 e LQM 161 nao apresentaram atividade para nenhuma cepa. Estruturalmente falando,
0 LQM 157 e o LQM 159 tém como diferenca entre eles apenas a presen¢a de um atomo de
oxigénio e de um atomo enxofre, respectivamente.

O LQM 161 e LQM 162 também apresentam estruturas anadlogas em anel de seis,

entretanto, observa-se a auséncia de atividade do LQM 161 para todas as linhagens avaliadas.
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J& para LQM 162, ha presenca de atividade para as cepas testadas, sendo a CIM igual para S.
aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa, de 71,4 uM; dentre as cepas Gram negativas,
essa substancia apresentou a menor CIM da presente analise, com valor de 44,7 uM para S.
flexneri.

A principal diferenca entre os derivados LQM 161 e LQM 162 é a substitui¢cdo de um
atomo de carbono por um de nitrogénio na estrutura do LQM 162, que na prética, proporcionou
a ele a capacidade de provocar morte bacteriana. A otimizacdo da atividade apds essa
substituicdo pode ser explicada pelo fato de o nitrogénio ser um aceptor de ligacdo de
hidrogénio, o que Ihe conferiu uma maior capacidade de interacdo molecular.

A ligacdo de hidrogénio é uma interacdo ndo covalente entre um atomo de grande
eletronegatividade, geralmente representados pelo flior, oxigénio e nitrogénio, que sdo
denominados aceptores de ligacdo de hidrogénio. Essa interacdo desempenha um papel
importante, sendo essencial, em muitos casos, para propiciar propriedades da molécula (LI;
YANG; DING, 2017).

De forma geral, pode-se inferir que as substancias ciclizadas demonstraram um menor
potencial quando comparadas com as nao-ciclizadas. O LQM 157 e o LQM 159 apresentam
estrutura em anel de sete e ambos né&o exibiram nenhuma atividade frente as cepas testadas. O
LQM 161 e o LQM 162 manifestam estrutura em anel de seis, porém, dentre eles, apenas para
o0 LQM 162 foi evidenciada atividade antibacteriana, a qual, como j& destacado anteriormente,
foi expressa em todas as estirpes testadas.

Comparando-se 0s resultados obtidos no presente estudo com a literatura, sdo
observadas andlises referindo atividades antimicrobianas de derivados aminoguanidinicos para
cepas Gram positivas e Gram negativas, como as citadas abaixo, as quais corroboram com o
presente estudo.

Um estudo realizado por Wei e colaboradores (2016), demostrou que derivados de
chalconas contendo aminoguanidinas que possuiam em sua estrutura substituintes halogenados,
como fluor, cloro e bromo e ainda substituintes metilicos, apresentaram atividade
antimicrobiana frente a diferentes cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, com CIM
variando entre 2 e 64 pg/ml. Esse intervalo se assemelha com os valores encontrados na
presente analise para as mesmas cepas.

Um depdsito de pedido de patente BR 10/2015/003322-2 (A2), que trata de composic¢des
farmacéuticas contendo derivados de aminoguanidina com atividade antisséptica, demonstrou
que solugdes que continham como principio ativo as guanilhidrazonas, foram eficientes na

reducdo das unidades formadoras de col6nia (UFC) para as cepas S. aureus e S. epidermidis. A
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solucdo degermante da aminoguanidina foi preparada a 2% (20.000 pg/ml) e a solugéo alcodlica
tinha concentracdo de 5000 pg/ml. A acdo desse produto se prolongou por até nove horas na
pele, efeito comparavel ao comportamento da clorexidina (BARRETO et al., 2015).

Um estudo realizado por Shrestha e colaboradores (2017), que avaliou a atividade
antimicrobiana de bis(N-amidinohidrazonas) e N-(amidino)-N'-aryl-bishidrazonas frente a E.
cloacae. Todas as substancias avaliadas apresentaram atividade frente a essa bactéria, com o
intervalo de CIM variando entre 52,9 a 235 pg/ml. O destaque de melhor atividade foi para a
aminoguanidina 4A, a qual apresentou CIM de 52,9 pg/ml. Esses resultados corroboram com a
presente pesquisa, visto que os valores inibitorios encontrados para esta analise estdo dentro
desse intervalo.

Aminoguanidinas hidazonas mostraram eficiente atividade antibacteriana para cepas de
S. aureus que expressavam a enzima NorA, a qual confere resisténcia frente a norfloxacina. Os
valores de CIM expressos para as substancias cloridrato de 2-(3,5-di-tert-butil4-
hidroxibenzilideno) hidrazina carboximidamida, cloridrato de 2-(bifenil-4-ilmetileno)
hidrazina carboximidamida e cloridrato de 2-(3,4- diclorobenzilideno) hidrazina
carboximidamida foram de 16 pg/ml, 16 pg/ml e 32 pg/ml, respectivamente (DANTAS et al.,
2018), valores que também abarcam o intervalo de atividade do presente estudo para alguns
derivados aminoguanidinicos.

Ainda no que se refere a avaliacdo antimicrobiana, pode-se fazer um comparativo dos
resultados obtidos por Verissimo (2017) para a substancia mais relevante de seu estudo, o LQM
17, e as aminoguanidinas obtidas para a presente analise, todas derivadas do LQM 17 (Tabela
7).



57

Tabela 7 - Comparacéo dos resultados obtidos para atividade antimicrobiana entre o
LQM 17 e os derivados LQM 98, LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e
LQM 162 frente as cepas S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa em micromolar
(UM) e [micrograma por mililitro (ug/ml)]

Concentracao Inibitéria Minima

S. . P.
Cadigo Estrutura Quimica S. aureus epidermidis E. coli aeruginosa
UM pM UM UM
[Hg/ml] [ug/ml]  [pg/ml]  [ug/ml]

. N NH
LOM 17 T he 1,42 1368 5816 109,51
cl NH [0,38] [3,66] [15556]  [29,30]

\N/NTNH hel 858 0
42 42 ’
LOM 98 \H, [186(]) 30 858 [200]

cl [100] [20]
XN H NH
/@CN/ T Hl 74,75 74,75 74,75 214,5
LQM99 o NH [20] [20] [20] [50]
Cl \N/H NH
HCI
46,72 74,75 74,75 214,5
LQM 100 \Qﬂ NH, [12,5] [20] [20] [50]

N
=
N jN( 71,54 71,54 71,54 71,54
LQM 162 N e [20] [20] [20] [20]
Cl

Cl
Fonte: Verissimo (2017), autora da pesquisa, 2019.

De forma geral, € observado que, exceto o derivado LQM 162 para a cepa P. aeruginosa,
as concentragdes inibitorias obtidas na presente analise foram maiores que as demonstradas
para a aminoguanidina LQM 17, sendo, portanto, a atividade antibacteriana do LQM 17 melhor
que aquelas encontradas para as modifica¢Ges estruturais propostas.

Quando se observa a CIM do LQM 17 para S. aureus e S. epidermidis, percebe-se a
necessidade de uma concentragdo bem pequena dessa substancia para promover morte celular.
Isso ndo é constatado para as aminoguanidinas da presente analise, pois os valores de suas CIM
precisaram ser consideravelmente maiores para os derivados LQM 98, LQM 99, LQM 100 e

LQM 162 para matar essas mesmas cepas. Nesse sentido, as alteracfes estruturais propostas
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para os derivados aminoguanidinicos diminuiram a poténcia dos derivados frente as bactérias
Gram positivas.

Ao comparar os desfechos do presente estudo com os do LQM 17 para E. coli, percebe-
se que os resultados de Verissimo (2017) foram melhores que obtidos nesta analise. O LQM 17
demonstrou CIM de 58,16 uM; ja os derivados LQM 99 e LQM 162 exibiram CIM de 71,54
HM; o LQM 100 apresentou CIM de 74,75 uM e o0 LQM 98, CIM de 85,8 puM. Isso demonstra
que as modificacbes propostas de rigidificacdo e mudanca na posi¢do do cloro diminuiram a
poténcia das aminoguanidinas para E. coli.

Jé& para P. aeruginosa, tanto nesta anélise, quando na de Verissimo (2017), apresentou
os maiores valores da CIM obtidos. A grande resisténcia dessa bactéria Gram negativa pode ser
explicada porque a membrana externa de lipopolissacarideo encontrada nessa cepa, dificulta a
passagem de moléculas, protegendo as células de substancias que podem ser nocivas para elas.
No caso de P. aeruginosa, sua a membrana externa é 100 vezes menos permeavel que a de E.
coli (MORSE; MEITZNER et al, 2013).

Para P. aeruginosa, as concentracbes do LQM 17 foram bem menores que a dos
derivados LQM 98, LQM 99 e LQM 100. No entanto, para o LQM 162, o valor da CIM foi
aparentemente menor que o do LQM 17, revelando que a rigidificacdo da estrutura em anel de
seis e a substituicdo do carbono pelo o nitrogénio, possivelmente promoveu um aumento da
poténcia antimicrobiana na aminoguanidina.

Esse resultado deve ser destacado com grande importancia, visto que P. aeruginosa é
uma bactéria ubiquitaria e que provoca diversos tipos de infecdes. Além disso, é um dos
microrganismos que mais apresenta mecanismos de resisténcia, sendo sua terapéutica muito
dificil e custosa (AZAM; KHAN, 2018).

No que se refere ao ensaio citotoxico para fibroblastos, as concentracoes utilizadas dos
derivados aminoguanidinicos foram de 10 uM e 100 uM. Foi observado que, na concentracdo
de 10 uM, os derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159 e LQM 162 ndo foram
citotoxicos; ja 0 LQM 161 foi levemente citdtoxico. Na concentragdo de 100 pM, as substancias
LQM 157, LQM 159 e LQM 161 ndo foram citotdxicas; porém o LQM 99, LQM 100 foram
moderadamente citotoxicos e 0 LQM 162 apresentou citotoxicidade severa.

De uma maneira geral, os antibidticos sdo substancias toxicas para 0 organismo humano.
Os antimicrobianos que tem por alvo a sintese proteica, como os aminoglicosideos, provocam
ototoxicidade e nefrotoxicidade. As fluorquinolonas, as quais atuam na producdo de acidos
nucleicos, sdo associadas a doencas cardiovasculares, tendinopatia e fototoxicidade. As

polimixinas, que agem na membrana citoplasmatica, estdo ligadas a neurotoxicidade e
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nefrotoxicidade. Até mesmo os inibidores da sintese de parede celular, os quais s&o
considerados os antibidticos mais seguros e especificos, promovem diversos efeitos adversos,
como hepatotoxicidade, neutropenia, encefalopatia e neurotoxicidade (YILMAZ; OZCENGIZ,
2017).

No entanto, mesmo com a possibilidade dessas consequéncias prejudiciais, 0 uso de
antimicrobianos € justificavel, apesar de sua toxicidade, visto que as infec¢des sdo uma das
principais causas de mortalidade do mundo (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010) e
necessitam ser tratadas por esses tipos de farmaco. Além disso, tipicamente, a maioria das
terpéuticas feitas com esses medicamentos sdo curtas, durando apenas alguns dias (LEWIS,
2013).

Diante disso, apesar de alguns derivados aminoguanidinicos da presente analise
apresentarem alta citotoxicidade para os fibroblastos, isso pode ser tolerado, principalmente
quando se considera os efeitos adversos provocados pela toxicidade dos antibidticos que ja
estdo no mercado.

Deve-se destacar ainda que, os derivados aminoguanidinicos que ndo foram citotoxicos
na concentracao de 100 uM, foram os mesmos que ndo apresentaram atividade antimicrobiana
para as cepas avaliadas.

Ao se comparar a morte bacteriana com a morte dos fibroblastos percebe-se que o LQM
99 apresentou CIM de 74,75 uM para S. aureus, S. epidermidis e E.coli; o LQM 100 teve CIM
de 74,75 para S. epidermidis e E. coli e de 46,75 uM para S. aureus; o LQM 162 apresentou
CIM de 71,54 uM para essas trés cepas e ainda para P. aeruginosa. Os resultados do ensaio
citotoxico demonstraram citotoxicidades mais severas apenas na concentragdo de 100 puM,
havendo, portanto, ainda um intervalo entre as concentragcfes de morte bacteriana e morte
fibrobléstica.

Contudo, para a cepa P. aeruginosa, a CIM para os derivados LQM 99 e LQM 100 foi
de 214,5 uM, valor muito mais elevado que a concentracédo utilizada no ensaio do MTT, que
para 100 M demonstrou moderada citotoxicidade. A partir disso, devem-se realizar estudos
buscando entender o mecanismo de acdo desses derivados, procurando conhecer se a morte
bacteriana provocada por essas substancias esta relacionada com a citotoxicidade ou com outra
forma de atuacéo.

Ainda sobre o ensaio do MTT, esta claro que o presente estudo realizou a avalia¢ao da
viabilidade celular para fibroblastos, pois como foi destacado anteriormente, eles possuem um
papel fundamental no processo cicatricial. Verissimo (2017) também analisou a viabilidade

celular da guanilhidrazona LQM 17, no entanto, utilizou macréfagos. Apesar de serem tipos
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celulares diferentes, destaca-se aqui que as mudangas estruturais realizadas no presente estudo
para o LQM 17 promoveram melhorias nas viabilidades celulares.

Na concentracdo de 10 uM, o percentual de viabilidade celular dos macrofagos para o
LQM 17 foi de 74,9%, sendo considerado levemente citotoxico (VERISSIMO, 2017). No
presente estudo, com excecdo do derivado LQM 161, que na concentracdo de 10 uM teve
percentual de 89, 05% (levemente citotoxico), os derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157,
LQM 159, LQM 162 apresentaram percentuais de viabilidade maiores que 90%, sendo
considerados ndo citotoxicos. Apesar de serem tipos celulares diferentes, houve melhorias com
relacdo a viabilidade de células.

Com relagdo ao controle positivo, foi adotado ciprofloxacino, uma fluorquinolona de
terceira geracdo que possui grande atividade e amplo espectro bacteriano devido ao seu
mecanismo de acdo, o qual é voltado para inibicdo da sintese de &cidos nucleicos (NAQVI et
al., 2018).

Um estudo avaliou a viabilidade celular de fibroblastos tratados com ciprofloxacino em
diferentes concentracfes num periodo de 24 horas. Foi observado que nas concentracGes de 5
pug/ml e 50 pg/ml, os percentuais de viabilidade foram de 78,6% e 63,6%, respectivamente,
sendo considerados levemente citotdxicos. Na concentracdo de 150 pg/ml, a viabilidade celular
foi de 37,5%, ou seja, moderadamente citotoxico. E no valor de 300 pg/ml, a citotoxicidade foi
severa, com percentual de 27,2% (FERREIRA, 2007).

Héa ainda estudos que relacionam a atuacédo do ciprofloxacino nos processos de migracao
e proliferacdo celulares. Ensaios feitos com culturas de fibroblastos de tenddo canino
demonstrou que esse antibidtico promoveu decréscimos significativos na proliferacdo dessas
células, além de diminuicdo na sintese de colageno e proteoglicanos (WILLIAMS et al., 2000).
Outra analise afirmou que fibroblastos da cornea humana tiveram sua migracao retardada pelo
uso de ciprofloxacino e outras fluorquinolonas (CHEN; TSAI; CHENG, 2016).

Com isso, percebe-se que esse antibidtico, apesar de sua vasta acdo e utilidade,
apresentou interferéncia negativa as células saudaveis. Em todas as concentragdes avaliadas no
estudo de Ferreira (2007), ciprofloxacino apresentou algum grau de citotoxicidade. Além disso,
esse antibiotico também interferiu em processos importantes a cicatrizagdo, como migragéo e
proliferacéo celulares, demonstrando que € preciso sempre considerar o custo-beneficio de um
farmaco diante de seus impactos.

Na literatura, ndo sdo encontrados experimentos que avaliem a citotoxicidade de
aminoguanidinas para fibroblastos, mas ha para outros tipos de células eucariontes. Um ensaio

avaliou a citotoxicidade de aminoguanidinas para macréfagos da linhagem J774. Os resultados
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obtidos para um analogo das substancias utilizadas no presente estudo, o cloridrato de (E)-2-
(4’-clorobenzilideno)hidrazinocarcoximidamida, que possui em sua estrutura um p-clorofenil,
foi de auséncia de citotoxicidade na concentracao de 10 uM. No entanto, para as concentragdes
de 100 uM e 1000 pM, a viabilidade celular foi extremamente baixa, corroborando com o0s
desfechos do LQM 99, LQM 100 e LQM 162 (AQUINO, 2016).

Em outra analise também realizada para macréfagos J774, foi observado que
aminoguanidinas hidrazonas que possuiam estruturas analogas ao deste estudo, como
substituintes o-o-diclorofenil e m-clorofenil, ndo foram toxicas na concentracdo de 10 uM,
porém, tiveram citotoxicidade intermedidria ou elevada para em 100 puM e 1000 pM,
confirmando os resultados obtidos neste estudo (SARMENTO, 2016).

Para o teste do scratch assay, a concentracdo adotada dos derivados foi de 10 pM, visto
gue nenhuma substancia demonstrou elevada citotoxicidade nessa concentracdo. No entanto, o
tratamento das células com os derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161
e LQOM 162 ndo apresentou efeitos significativos na migracdo dos fibroblastos quando
comparados ao controle positivo, demonstrando que esses derivados ndo possuem capacidade
de promover migracéo celular.

N&o sdo encontrados na literatura a demonstracio do comportamento de
aminoguanidinas (AG) especificamente para migragéo de fibroblastos in vitro e nesse sentido,
a presente andlise é inovadora. Estudos referem o uso de derivados aminoguanidinicos
favorecendo o processo de cicatrizagdo, como os citados abaixo, e inclusive, promovendo a
migracdo de outros tipos celulares, como neutréfilos. No entanto, esses resultados nao
corroboram com a presente analise.

Verissimo (2017) afirma que o uso de derivados aminoguanidinicos promoveu a
diminuicdo no tempo de cicatrizacdo de feridas infectadas in vivo em dois dias, quando
comparados ao grupo controle, que usou gentamicina.

Em outra analise, foi avaliado o efeito da administracdo oral de aminoguanidina na
formacéo do tecido de granulacédo e angiogénese em ratos diabéticos. Foi demonstrado que a
AG possui potencial valor terapéutico no manejo da cicatrizacdo de feridas diabéticas, ja que
sdo poderosas agentes anglicantes e auxiliam a contornar os efeitos nocivos dessa doenga no
reestabelecimento de lesdes (TEIXEIRA et al., 1999).

Tian e colaboradores (2013) avaliaram o efeito cicatrizante da aminoguanidina em
neutrofilos de ratos diabéticos. Foi utilizado um creme contendo AG, o qual foi aplicado sobre
a lesdo. Demonstrou-se que o uso profilatico dessa substéncia promoveu a migracdo de

neutrofilos, a correcdo da liberacdo de suas citocinas inflamatorias e a diminuic¢éo do apoptose
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celular, devido ao bloqueio da deposi¢do dos produtos da glicacdo avancada, provocando o
melhoramento do microambiente e auxiliando na cicatrizacdo da ferida.

Assim sendo, estudo em questdo demonstrou que derivados aminoguanidinicos do LQM
17 apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa, E. cloacae e S. flexneri. Foi observado também que, para a concentracdo de 10 uM,
os derivados LQM avaliados ndo demonstraram citotoxicidade ou foram levemente citotdxicos
para fibroblastos. Com relacdo ao teste do scratch assay, os derivados avaliados ndo exibiram

capacidade de promover migracao celular de fibroblastos.
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7. CONCLUSAO

A presente andlise explorou, por meio de testes in vitro, os potenciais bioldgicos
antimicrobiano e de migragdo celular de derivados aminoguanidinicos. As aminoguanidinas
LQM 98, LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162 sdo derivados do
LQM 17. Os resultados alcangados demonstram que os derivados aminoguanidinicos LQM 99,
LQM 100 e LQM 162 apresentaram atividade frente a espécies Gram positivas Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis e frente a espécies Gram negativas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae e Shigella flexneri.

O LQM 100, que possui o radical m,m-diclorofenil, e 0 LQM 162, que é ciclizado,
merecem destaque nesta andlise, pois apresentaram as menores CIM do estudo, para S. aureus
(46,72 uM) e S.flexneri (44,7 uM), respectivamente. J& os derivados LQM 157, LQM 159,
LQM 161 ndo demonstraram atividade para nenhuma bactéria e o0 LQM 98 néo foi ativo para
E. cloacae, apesar de ter sido para as demais cepas avaliadas.

As modificacBes estruturais propostas para o LQM 17 com relacdo as substancias da
presente andlise, diminuiram a eficiéncia antimicrobiana para S. aureus, S. epidermidis e E.
coli. J& para o derivado LQM 162 foi verificada uma possivel otimizacéo da atividade para P.
aeruginosa quando comparado ao LQM 17.,

Com relacdo a viabilidade celular para fibroblastos, verificou-se que na concentragéo de
10 pM nenhum derivado aminoguanidinico foi demasiadamente citotdxico. Na concentragéo
de 100 UM, os derivados LQM 99, LQM 100 e LQM 162 demonstraram elevada citotoxicidade.
Em contraste, os derivados LQM 157, LQM 159 e LQM 161 ndo foram citotdxicos na
concentracdo de 100 uM.

Os derivados LQM 99, LQM 100, LQM 157, LQM 159, LQM 161 e LQM 162 nio
apresentaram comportamento significativo de migracgéo celular de fibroblastos na concentracéo
de 10 uM guando comparados ao grupo controle.

A partir do exposto, verifica-se a necessidade de se realizar novas modificacdes
estruturais nos derivados aminoguanidinicos, visando a otimizagdo das atividades avaliadas.
Sugere-se também novas andlises voltadas para o entendimento do mecanismo de acao
antibacteriano dos derivados LQM 98, LOM 99, LOM 100 e LQM 162.

Ademais, para o derivado LQM 162, por ter demonstrado bons resultados para cepa P.
aeruginosa e se apresentado como severamente citotoxico na concentra¢do de 100 uM, sugere-
se ainda que novos ensaios de viabilidade celular sejam realizados com tipos celulares de outros

tecidos, procurando avaliar o comportamento de diferentes células para essa substancia.
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ANEXO A

Conversdo de unidades de microgramas por mililitro (ug/mL) para micromolar (uM)

considerando-se as concentraces estoque de 40 pg/mL e 400 pg/mL utilizadas no teste
antimicrobiano.

Quadro 3 - Concentracdes dos derivados aminoguanidinicos para o teste antimicrobiano

apos conversao de unidades de microgramas por mililitro (ug/mL) para micromolar (uM)
considerando-se concentracéo estoque de 40 pg/ml

DILUICAO DERIVADOS AMINOGUANIDINICOS
SERIADA
(uM) LQM98 | LOM99 | LQM 100 | LQM 157 | LQM 159 | LQM 161 | LQM 162

Linha A 85,8 74,75 74,75 58,37 55,76 72,31 71,54
Linha B 42,9 37,37 37,37 29,18 27,88 36,15 35,77
Linha C 21,45 18,68 18,68 14,54 13,94 18,07 17,88
Linha D 10,72 9,34 9,34 7,29 6,97 9,03 8,94
Linha E 5,36 4,67 4,67 3,64 3,48 4,51 4,47
Linha F 2,68 2,33 2,33 1,82 1,74 2,25 2,23
Linha G 1,34 1,16 1,16 0,91 0,87 1,12 1,11
Linha H 0,67 0,58 0,58 0,45 0,43 0,56 0,55

Fonte: autora da pesquisa, 2019.

Quadro 4 - Concentragdes dos derivados aminoguanidinicos para o teste antimicrobiano
apos conversao de unidades de microgramas por mililitro (ung/mL) para micromolar (uM)
considerando a concentracgéo estoque de 400 pg/ml

DILUICAO DERIVADOS AMINOGUANIDINICOS
SERIADA
(uM) LQM98 | LOM99 | LOM 100 | LQM 157 | LQM 159 | LQM 161 | LQM 162

Linha A 858 7475 7475 583,7 557,6 723,1 715,4
Linha B 429 373,7 373,7 291,8 278,8 361,5 357,7
Linha C 214,5 186,8 186,8 145,4 139,4 180,7 178,8
Linha D 107,2 93,4 93,4 72,9 69,7 90,3 89,4
Linha E 53,6 46,7 46,7 36,4 34,8 45,1 447
Linha F 26,8 23,3 23,3 18,2 17,4 22,5 22,3
Linha G 13,4 11,6 11,6 9,1 8,7 11,2 11,1
Linha H 6,7 5,8 5,8 45 4.3 5,6 55

Fonte: autora da pesquisa, 2019.




