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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DE
DERIVADOS FTALIMIDAS CONJUGADOS COM 1,2,3-TRIAZOL

Gustavo Marinho Miranda®, Ana Luiza de Aguiar Rocha Martin?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades antibacteriana e modulatdria in vitro de
derivado ftalimida conjugado com 1,2,3-triazol (FT) frente a bactérias Gram positivas e Gram
negativas. A solucéo teste foi preparada a partir da diluicdo de 30mg do composto em 1ml de
DMSO, com posteriores dilui¢cdes para obtencéo de concentragdes diferentes. A Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) foi obtida pela técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com a
CLSI (2015), assim como a preparacdo do inoculo bacteriano. A leitura foi feita por
metodologia colorimétrica, utilizando resazurina sodica como revelador. Para a avaliacdo da
modulacdo com os antibidticos Amicacina e Gentamicina, a CIM foi avaliada também pela
técnica de microdiluicdo em caldo na presenca e na auséncia de FT e a leitura realizada pelo
método colorimétrico. O composto FT ndo apresentou atividade antibacteriana com
relevancia, com CIM > 1024 pg/ml para todas espécies bacterianas testadas. Nas analises da
modulacdo, observou-se que FT apresentou atividade sinérgica frente a Pseudomonas
aeruginosa e antagbnica frente a Staphylococcus aureus com antibidticos. Com estes
resultados, percebe-se que FT ndo apresenta atividade antibacteriana frente bactérias Gram
positivas e Gram negativas testadas. No entanto, demonstrou resultados interessante da
modulacdo frente & P. aeruginosa, e possivelmente a acdo sinérfigca se deva a
hidrofobicidade e ao baixo peso molecular do composto, que podem possibilitar a acdo sob a
membrana bacteriana. Desta forma, a partir do seguimento das andlises, a possivel conjugacédo
com antibioticos pode promover reducdo das doses dos antibioticos usadas e
consequentemente diminuicdo dos efeitos indesejaveis causados por esses farmacos.
Palavras-chave: Antibacteriano. Ftalimida. Modulacg&o. Triazol.

EVALUATION OF ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF
PHTHALIMIDE DERIVATIVES CONJUGATED WITH 1,2,3-TRIAZOLE

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the in vitro antibacterial and modulatory activities of
1,2,3-triazole (FT) conjugated phthalimide derivative against Gram positive and Gram
negative bacteria. The test solution was prepared by diluting 30mg of the compound in 1ml
DMSO, with further dilutions to obtain different concentrations. Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) was obtained by the broth microdilution technique according to CLSI
(2015), as well as the preparation of the bacterial inoculum. The reading was done by
colorimetric methodology, using sodium resazurin as developer. For the evaluation of
modulation with the antibiotics Amikacin and Gentamycin, the MIC was evaluated in the
presence and absence of TF and the reading performed by the same method. Compound FT
showed no relevant antibacterial activity, with MIC > 1024 pg / ml for all bacterial species
tested. In the modulation analyzes, it was observed that TF showed synergistic and
antagonistic activity with aminoglycoside class antibiotics against Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. With these results, it is clear that TF has no antibacterial activity
against Gram positive and Gram negative bacteria tested. However, it showed interesting
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results of modulation against P. aeruginosa, and possibly the synergistic action is due to the
hydrophobicity and the low molecular weight of the compound, which may allow the action
under the bacterial membrane. Thus, following the analysis, the possible conjugation with
antibiotics may promote reduction of the doses of antibiotics used and consequently reduction
of undesirable effects caused by these drugs.

Key-words: Antibacterial. Modulation. Phthalimide. Triazole.

1 INTRODUCAO

A sintese de novos principios ativos é estimulada pela necessidade de producéo de
novos farmacos para tratamento de patologias em geral. Nesse sentido, a Quimica Medicinal e
a Biotecnologia Médica possuem importante papel na pesquisa e elabora¢do de compostos
com potenciais biolégicos que possam ser utilizados nessa producdo, sendo que essas
atividades sdo diretamente ligadas a estrutura molecular da substancia sintetizada
(ANDRADE, 2017; SANGI, 2016).

As ftalimidas pertencem a familia quimica das imidas ciclicas, e sdo derivadas do
acido ftalico, apresentando a grupamento —-CO-N(R)-CO em uma estrutura ciclica, sendo R
um atomo de hidrogénio de um grupamento alquila ou arila (CECHINEL-FILHO et al.,
2003). Estes compostos sintéticos possuem grande importancia na Quimica Medicinal devido
as atividades anti-inflamatdria, antimicrobiana e antitumoral ja comprovadas (FALCAO et al.,
2006; HORVAT et al., 2012; BAN; CHEN; XI, 2011).

O 1,2,3-triazol é um heterociclico de origem exclusivamente sintética, ndo ocorrendo
na natureza, pertencente a classe dos azdis, e sua estrutura molecular apresenta um anel
aromatico de dois 4&tomos de carbono e trés atomos de nitrogénio (FREITAS et al., 2011;
ZHANG et al., 2017). A principal forma de obtencdo deste composto € por meio da reacao de
cicloadicdo 1,3-dipolar entre alcino e azida catalisada por cobre. Esse heterociclico apresenta
diversas atividades bioldgicas comprovadas, como antiviral, antibacteriano, antifingico e
antitumoral, e devido a essa ampla variedade de potenciais bioldgicos, ja foi incorporado em
uma ampla variedade de candidatos a medicamentos de diversas classes, incluindo os
antibidticos (FREITAS et al., 2015; SAHU; GANGULY; KAUSHIK, 2013).

Um problema da terapia com antibidticos € a resisténcia bacteriana, que se desenvolve
a partir de mecanismos de defesas contra esses agentes, gerando limitagcdes no tratamento de
infeccBes. Esse processo € um fendmeno natural desenvolvido pelas bactérias, no entanto o
uso irracional de antibidticos e dinamicidade do material genético bacteriano aumentam a

possibilidade da bacteria desenvolver genes que lhe conferem resisténcia. Alem disso, estes



genes podem ser transferidos e perpetuados entre bactérias da mesma ou de diferentes
populagdes (MOTA et al., 2005; SANTQOS, 2004).

Essa resisténcia gera diversas consequéncias, como a utilizacdo de medicamentos com
amplo espectro, mais toxicos e menos eficazes no tratamento de infec¢bes. Além disso, 0s
custos de tratamento, a morbidade e a mortalidade de pacientes que adquirem infecgfes por
bactérias resistentes sdo consideravelmente elevadas (KATZUNG; TREVOR, 2017).

Para reversao de tal quadro, a pesquisa de substancias para a producdo de novos
antibidticos nas ultimas décadas tem aumentado (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
Além das buscas por compostos com atividade antimicrobiana, pesquisa-se também
compostos com capacidade de modificar a acdo de antibioticos, potencializando sua agéo ou
revertendo o mecanismo de resisténcia bacteriana (TINTINO et al., 2013).

Desta forma, é de grande relevancia a pesquisa e a sintese de novos compostos, assim
como a verificagdo das atividades antibacterianas e modulatéria dessas substancias, visto que
podem tornar-se potenciais alternativas farmacoldgicas e/ou serem coadjuvantes no
tratamento de infecgdes de origem bacteriana.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar as atividades antibacteriana e
modulatéria in vitro de derivados ftalimidas conjugados com 1,2,3-triazol frente a bactérias

Gram positivas e Gram negativas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DO COMPOSTO

Os compostos derivados de ftalimidas contendo nucleos 1,2,3-triazolicos foram
cedidos pelos professores MSc. Vanderlan Nogueira Holanda e Dra. Vera Lucia de Menezes
Lima, do Departamento de Bioguimica da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. O
derivado de ftalimida contendo nucleo 1,2,3-triazélico foi desenhado e sintetizado de acordo
com Silva et al. (2013).

2.2 PREPARO DA SOLUGAO INICIAL E DA SOLUGAO TESTE
Primeiramente para o preparo da solugéo inicial, o composto foi solubilizado em

dimetilsulfoxido (DMSO), na seguinte proporcao: 10 mg do composto para 330uL de DMSO

e 770uL de agua destilada esteril, obtendo-se a concentracdo inicial de 10mg/mL.



Posteriormente a solucdo inicial foi diluida em agua destilada até atingir a concentracdo de
1024pg/mL, reduzindo o DMSO para 10%, gerando a solugdo teste. No teste de
microdiluicdo, foram obtidas as concentragcdes do composto na variacao de 512 a 8ug/mL da

solucéo teste e DMSO para 5% da sua concentracao.

2.3 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram fornecidos pelo banco de bactérias da
Universidade Regional do Cariri — URCA. Foram uitlizadas as linhagens de bactérias padréo
Staphylococcus aureus ATCC 12624, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC
33018, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25922.

Os int6culos foram preparados de acordo com o padrdo de turbidez da escala 0,5 de

McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mI em solucio salina estéril (CLSI, 2015).

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Para a obtencdo da CIM do composto foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo (CLSI, 2015), utilizando microplacas estéreis, de fundo U, contendo 96 pocos, com
tampa, com concentracdo da solugéo teste variante de 512 a 8 pg/mL. Em um microtubo foi
adicionado 1.350pL do meio Brain Heart Infusion - BHI a 10% + 150uL do in6culo. Foi
retirado do microtubo a quantidade de 100uL e adicionados aos pocos, e 100uL da
concentracdo inicial do composto. Posteriormente foram feitas diluigdes seriadas do
composto, comecgando na primeira coluna.

Foram feitos controles de esterilidade, controle do meio e do diluente, controle do
indculo e controle com antibidtico (Amicacina/Gentamicina). Posteriormente o sistema foi
incubado em estufa a 37°C durante 24h. A leitura foi feita através do método colorimétrico,
adicionou-se 30uL da solucdo de resazurina sddica (Sigma) na concentracdo de 0,05%,
empregado como marcador colorimétrico de reacdo de oxidorreducdo. Ap6s uma hora da
incubac&o, as leituras foram realizadas de acordo com a mudanga de cor para rosa ou azul,
quando héa crescimento bacteriano e quando ndo ha crescimento bacteriano, respectivamente.

Os experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2015).



2.5 MODULAGCAO COM ANTIBIOTICOS

Para avaliar o composto como modulador da acdo antimicrobiana, a CIM da classe dos
aminoglicosodeos foi avaliada na presenca e na auséncia do composto. Foram selecionadas
para esse teste apenas as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 12624 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25922. Essa escolha se deu devido a maior incidéncia de infecgdes ou
dificuldade de tratamento devido ao grande surgimento de resisténcia, aléem da baixa
disponibilidade da substancia sintetizada. Os antibioticos que foram utilizados nos testes
tinham concentracGes variantes de 512 a 0,25 pg/mL (Amicacina/Gentamicina).

A CIM do composto foi reduzida a 8 vezes (CIM/8) para chegar em uma concentragao
subinibitoria que foi utilizada no teste de modulacdo. A preparacdo das solucdes de
antibidticos foi realizada com a adicdo de agua destilada estéril em concentracfes dobradas
(1024pg/mL) em relacéo a concentragdo inicial definida, e volumes de 100uL foram diluidos
seriadamente de 1:1 em caldo BHI a 10%. Em cada poco da placa com 100uL do meio de
cultura possuia a suspensdo bacteriana diluida de 1:10. Os controles utilizados na avaliacdo da
CIM para o composto também foram utilizados para a modulacdo (MATIAS et al., 2013). As
placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 horas e posteriormente realizada a
leitura através da utilizacdo de resazurina, como realizado no teste da determinagdo da CIM.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram analisados pelo ANOVA bidirecional seguido pelo teste T de Student
utilizando o programa estatistico Graphpad Prism 6.0. Os resultados considerados

estatisticamente significativos apenas quando o valor de p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O composto ftalimida conjugado com 1,2,3-triazol (FT) ndo apresentou atividade
antibacteriana. Para todas as espécies testadas, apresentou CIM>1024 pg/ml. Segundo Galvéo
et al. (2017), esses valores de CIM néo apresentam atividade antibacteriana considerada

relevante,
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Né&o foram encontrados na literatura estudos que avaliassem esse tipo de atividade em
compostos conjugados ftalimidas com triazol, no entanto, estudos como o de Gomes; Assis
(2017) que investigaram a atividade antibacteriana do composto N-(3-fluorfenil)ftalimida e N-
(3-nitrofenil)ftalimida através da metodologia de disco-difusdo, demostrou a capacidade do
composto em inibir o crescimento das espécies Bacillus subitilis, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis. Além disso, constatou-se que atividade antibacteriana relevante
ocorreu devido a adi¢do de um grupamento substituinte nitrito ou flior na posicdo 3 do anel
aromatico.

O estudo de Sena (2003) investigou a atividade antibacteriana de derivados de
ftalimidas N-substituidas utilizando a mesma metodologia, no entanto, ndo foi possivel
constatar o poder antibacteriano frente as espécies de Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Em um estudo que utilizou a metodologia de microdiluigdo foi demonstrado que um
composto heterociclico 1,2,3-triazol conjugado com nucleos quinol6nicos apresentou
atividade antibacteriana moderada frente as espécies Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Listeria monocytogenes, no entanto, ndo foi possivel relacionar esta atividade inibidora
bacteriana apenas ao grupo funcional heterociclico triazélico (FREITAS, 2014).

Um possivel mecanismo proposto para explicar a acdo antibacteriana de compostos
nitro-heterociclico é a ocorréncia de biorreducdo dos grupamentos nitritos, gerando radicais
livres que geram peroxidacdo da membrana e de proteinas, inibicdo de enzimas essenciais e
danos ao DNA (PAULAI; SERRANO; TAVARES, 2009). No entanto, o conjugado ftalimida
1,2,3-triazol (FT) testado no nosso estudo ndo apresentou essa atividade ja que todas as CIM

foram maiores que 1024pug/ml.

3.2 MODULAGCAO COM ANTIBIOTICOS

Atualmente, combinagBes de multiplos ativos sdo utilizados no tratamento de
infeccBes causadas por bactérias com o objetivo de reduzir o risco de desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, aumentar o espectro de cobertura no caso de infeccGes mistas ou
aumentar a eficacia do tratamento quando esses ativos apresentam efeitos sinergicos, como o
caso da utilizacdo de penicilina juntamente com aminoglicosideos. Essa pratica de associagdo
de farmacos € justificada pela modulacéo de acdo entre elas, pois a penicilina atua inibindo a
sintese da parece celular bacteriana e assim, permite maior penetracdo dos antibioticos

aminoglicosideo na celula bacteriana (ANVISA, 2008). Modulagdes negativas também
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podem ocorrer como € o0 caso do antagonismo, no qual a associa¢do dos compostos interfere
na acdo antibiotica, inibindo esta acdo ou aumentando as concentrag¢fes necessarias para inibir
o0 crescimento microbiol6gico (COUTINHO et al., 2015; MATIAS et al., 2017).

Nos ensaios de modulacdo antibiotica, observou-se que o composto FT apresentou
acdo sinérgica ou antagbnica dependendo da associacdo antibidtica. O Grafico 1 apresenta 0s
resultados da modulagdo com os antibidticos Amicacina e Gentamicina frente as espécies
Staphylococcus aureus ATCC 12624 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

Grafico 1: Modulagdo com Amicacina e Gentamicina frente a S. aureus e P. aeruginosa.
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FONTE: Dados da pesquisa (2019).

Em relacdo a bactéria Gram positiva S. aureus, pode-se observar antagonismo quando
a FT foi associada a Amicacina, pois a CIM aumentou de 256 pg/ml para 512 pg/ml. No
entanto, quando associado a Gentamicina, o composto FT parece reduzir a CIM de forma
muito discreta, portanto, resultados ndo foram significativos, mesmo com o desvio padrdo
muito baixo.

Existem diversos mecanismos pelos quais uma substancia pode reduzir o efeito de
outra. Dentre eles a capacidade de ocupagéo do sitio de ligagdo do antibiotico (SOUZA et al.,
2018). Outra forma de antagonizar o efeito de um antibacteriano é através do efeito de
quelacéo, na qual a ligacdo quimica entre duas moléculas impede o efeito de pelo menos uma

delas (VERAS et al.,, 2011). Alguns grupos funcionais como amida e cetona quando
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prevalentes numa molécula sdo capazes de funcionar como agentes quelantes (LONGHIN,
2008) ou moléculas que contenham ndcleo triazol podem ser usados como inibidores de
corrosdo por apresentarem a mesma propriedade (FERREIRA et al., 1999).

Uma possibilidade para o antagonismo encontrado nesse estudo é que o composto FT
apresenta grupos funcionais amida e ser derivado de um triazol seja capaz de se complexar
aos antibidticos testados reduzindo sua penetracdo na bactéria e necessitando assim de
maiores concentragdes para inibir o crescimento bacteriano. No entanto, o presente estudo ndo
pode indicar de maneira clara 0 mecanismo do antagonismo provocado pela FT quando
associado a Amicacina frente a bactérias S. aureus.

Os ensaios realizados com a espécie bacteriana Gram negativa P. aeruginosa
demonstraram sinergismo quando a FT foi associada com a Amicacina com reducdo de 75%
da CIM, de 1024 pg/ml para 256 pg/ml (p<0,001). Sinergismo esse mantido quando a FT foi
associada a Gentamicina com reducdo significante (50%) da CIM, de 128 para 64 pg/ml
(p<0,001).

Vérios extratos e compostos tém demostrado a capacidade de aumentar a
permeabilidade da membrana celular, aumentando assim a penetracdo de antibacterianos
(HELANDER et al., 1998). Esta potencializacdo da acdo pode ser obtida pela combinagéo de
antibidticos em concentracdo subinibitérias aplicadas diretamente ao meio de cultura
(COUTINHO; LIMA; SIQUEIRA-JUNIOR, 2010).

Além dos extratos, a avaliacdo da atividade modulatéria antibacteriana vem sendo
estudada em compostos sintéticos. Estudos que investigaram o efeito sinérgico de derivados
triazolicos hibridizados com 3-metoxibenzoamida a partir da substituicdo da amida por 1,2,3-
triazol através de métodos como microdiluicdo e diluicdo em agar Mueller-Hinton (Bl et al.,
2018) e de derivados triazélicos hibridizados com o antibacteriano ciprofloxacina (PLECH et
al., 2015) mostraram que a associacdo destes compostos sintéticos tém demostrado
sinergismo, aumentando a atividade antibacteriana frente a varias cepas Gram positivas e
Gram negativas.

Séo diversos 0s mecanismos pelos quais 0s compostos podem inibir o crescimento de
microrganismos ou aumentar o efeito de outras moléculas. Essa atividade pode se dar em
parte devido a natureza hidrofobica de algumas moléculas. Esses compostos por sua natureza
apolar podem interagir com a dupla camada lipidica da membrana celular do microrganismo
gue tem a mesma caracteristica fisico-quimica e de alguma forma desorganiza-la
(NICOLSON; EVANS; OTOOLE, 1999), tornando as células bacterianas mais permeaveis a
antibioticos (BURT 2004).
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O composto FT testado possui coeficiente de particio (ClogP) de 1,13, o que
configura uma maior hidrofobicidade a molécula, j& que o coeficiente de parti¢do é a razdo da
concentracdo do composto que se solubiliza na fase apolar e na fase polar (BARREIRO;
FRAGA, 2015) e quando é superior a 1 indica que é mais apolar que polar. Essa propriedade
pode ser responsavel por parte do efeito sinérgico significativo frente bactérias Gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa mostrado nesse estudo quando a FT foi associada a
aminoglicosideos. No entanto, testes que avaliassem diretamente esse mecanismo nao foram
realizados.

Moléculas hidrofobicas podem atuar particionando a membrana celular das bacteérias,
provocando distor¢do do mosaico fluido, o que as deixa mais permeaveis a saida do conteudo
celular e a entrada de outros componentes, no caso, 0s antibacterianos. Essa acdo é mais
agressiva as bactérias Gram negativas devido a estas possuirem mais camadas lipidicas, ao
contrario das bactérias Gram positivas que possuem uma espessa camada de peptideoglicano
na parte externa (KALEMDA; KUNICKA 2003).

O estudo de O'Shea; Moser (2008) relatou as propriedades fisico-quimicas de
multiplos antibacterianos de diversas classes, e estabeleceram o0s melhores valores dessas
propriedades para agdo frente a bactérias Gram positivas e negativas. Compostos com peso
molecular (PM) acima de 813 g/mol e area de superficie polar (PSA) maior que 243 atuam
melhor em bactérias Gram positivas e aquele com PM menor que 414 e PSA menor que 165
afetam mais bactérias Gram negativas.

A FT testada PM de 314,30 g/mol e PSA de 94,39, o que parece justificar o efeito
modulatério positivo maior contra a bactéria P. aeruginosa. Assim, as bactérias Gram
negativas parecem ser mais susceptiveis a sofrerem agressdo por moléculas

predominantemente apolares, com baixo peso molecular e com area de superficie polar baixa.

4 CONCLUSAO

Conforme os resultados da pesquisa, percebe-se que FT ndo apresenta atividade
antibacteriana frente as cepas bactérias Gram positivas e Gram negativas testadas. No entanto,
mostrou resultados interessantes na modulagdo com antibidticos aminoglicosideos Amicacina
e Gentamicina frente a espécie P. aeruginosa, e possivelmente essa acdo sinérgica se deva a
caracteristica predominantemente apolar do composto, seu peso molecular e area de superficie

polar baixa e sua possivel capacidade de afetar a membrana das bactérias Gram negativas. O
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efeito antagdnico encontrado frente a bactéria S. aureus parece de dever a propriedade
quelante que compostos traizélicos e amidas apresentam.

Desta forma, € oportuno dar seguimento a andlises que garantam a seguranca e
comprovem mecanismos de acdo do composto em questdo, pois, devido ao efeito sinérgico
encontrado frente & P. aeruginosa, bactéria presente em infec¢fes hospitalares graves, a
possivel conjugacdo com antibidticos pode promover redugdo das doses dos antibi6ticos

usadas e consequentemente diminuicdo dos efeitos indesejaveis causados por esses farmacos.
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