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RESUMO

As infeccbes causadas pelas micobactérias atipicas sdo frequentes em pacientes
imunocomprometidos, particularmente aqueles contaminados com o HIV. Os
guimioterapicos normalmente utilizados ndo sao suficientes, devido a crescente
deficiéncia no tratamento da tuberculose e micobacterioses. Por esta razdo, novos
experimentos sdo necessarios para obtencdo de novas drogas para o tratamento
desses pacientes. O objetivo desse estudo foi determinar in vitro a atividade
bactericida de uma nova hidrazida, [3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]- acil -
hidrazida e de sua associacdo com o p-fliorfenilalanina, um inibidor da biossintese
do micosidio-C. Os microrganismos testados M. fortuitum e M. smegmatis foram
isolados de pacientes imunocomprometidos hospitalizados. A atividade bactericida in
vitro do derivado hidrazinico e p-flior-fenilalanina e sua associacdo foram estudadas
pelo método da curva de morte versus tempo (Time Killing Curve). Apos 120 horas
de exposicdo foram observados um decréscimo no crescimento de 1,45 + 0,39 logio
e 2,41 + 0,17 logo frente o M. fortuitum e M. smegmatis, respectivamente. Com a p-
fluorfenilalanina ndo foi observada nenhuma diminuicdo do crescimento. Nas
associacOes foram observadas as diminui¢cdes do crescimento de 1,08 + 0,59 logio
frente ao M. fortuitum e de 2,08 + 0,25 logyo para o M. smegmatis. Néo foi verificado
recrescimento nas culturas. O derivado hidrazinico demonstrou atividade contra o
M. fortuitum e M. smegmatis, contudo sua atividade néo foi acentuada na associacdo

com o p-flior-fenilalanina.



ABSTRACT

Infections caused by atypical are frequent in imunodeficient patients, particularly in
HIV infections. The chemoterapics currently used are not sufficient, due to the
growing number of the failures in tuberculosis and mycobacteriosis treatments. In this
sense, new essays are essential in order to obtain new drugs in this kind of patients.
The aim of this study was to determine in vitro antimicrobial activities of a new
hydrazide, [3-(4-hydroxy-phenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-yl]-acyl-hydrazide alone and
combination with p-fluorophenylalanine, a inhibitor of mycoside-C biosynthesis. The
test organisms Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium smegmatis was isolated
from imunodeficient patients hospitalized. In vitro bactericidal activity of hydrazide
and p-fluorophenylalanine alone and in combination were studied by Time Killing
Curve methods.. After 120 hours of exposure growth decreased by 1,45+0,39 logio
and 2,41+0,17log;y to M. fortuitum and M. smegmatis, respectively. With
p-fluorophenylalanine alone was not growth decrease observed. In combination was
observed growth decrease by 1,08 + 0,59 logio to M. fortuitum and 2,08 + 0,25 logio
to M. smegmatis. Regrowth was not verified in cultures. Hydrazide show
effectiveness against M. fortuitum and M. smegmatis however this activity was not

increased in combination with p-fluorophenylalanine.
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1 - INTRODUCAO

A tuberculose € a doenca humana mais importante de etiologia
micobacteriana, porém nas Ultimas décadas outro grupo de micobactérias tem se
tornado importante no desenvolvimento de doencas humanas (WOLINSKY, 1979;
O'BRIEN, 1989; GROSSET et al, 1991; FALKINHAM, 1996). Essas micobactérias
sdo diferentes do Mycobacterium tuberculosis, o classico bacilo de Koch, por ndo
terem capacidade patogénica especifica por isso foram denominadas micobactérias
“atipicas” (YOUMANS, 1965; GOOD, 1985).

As micobactérias atipicas sao responsaveis por infeccbes humanas
denominadas micobacterioses. Embora a incidéncia das micobacterioses ainda seja
pequena quando comparada com a tuberculose, que possui os alarmantes dados de
dois a trés milhdes de mortes anualmente (incluindo os individuos infectados com o
Viris da Imunodeficiéncia Humana, HIV), mais de 8 milhdes de novos casos por ano,
e a estimativa de 32% ou um terco da populagdo mundial infectada (KOCHI, 1991;
ELZINGA; NUM, 2002; GINSBERG, 2002), sua ocorréncia tem aumentado
principalmente ap0s o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida,
AIDS. Juntamente com o descobrimento do HIV, o complexo Mycobacterium avium
foi reconhecido como uma micobacteria oportunista, representando um papel
importante na progressado e consequéncia da doenca viral (DRAPER, 1998). Em
pacientes HIV positivos os membros do complexo M. avium-intracellulare, o
M. kansasii, o M. fortuitum e o M. xenopi sdo freqiientemente a causa de doenca
disseminada (HORSBURK; ELIK, 1989; ELLNER et al, 1991; HORSBURG, 1991).

As micobacterioses ndo sao contagiosas, ndo se tem relato da transmisséo
entre pessoas. Seu desenvolvimento geralmente ocorre em pacientes
imunocomprometidos, com algumas espécies comumente associadas a doenca
nosocomial isoladas da agua utilizadas nos servicos hospitalares (RENAUD, 1989;
DAILLOUX et al, 1999; CAMPQS, 2000).

A quimioterapia das infec¢cdes causadas pelas micobactérias atipicas é
particularmente problematica, devido a resisténcia dessas espécies a quase todos
0S quimioterdpicos utilizados contra o M. tuberculosis (HEIFETS, 1988,
DAUTZENBERG; MIHALTAN, 1991; FALKINHAN, 1996). Tem sido proposto que a
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resisténcia natural das micobactérias se deve a arquitetura da sua parede celular,
uma estrutura com varias camadas medindo aproximadamente 33 nm de espessura,
cuja camada externa € composta por complexas moléculas anfipaticas os
glicolipopeptidios (GPL) ou micosidio-C (DAVID et al, 1987; DAVID; LEVY-
FREBAULT; THOREL, 1988). A camada externa da parede celular das
micobactérias pode agir como uma eficiente barreira contra a penetracdo de
algumas drogas (RASTOGI et al, 1981; RASTOGI, 1990; DRAPER, 1998); além de
induzir respostas imonomodulatérias ao hospedeiro, e proteger a célula bacteriana
no interior do macréfago das células infectadas (LANEELLE; DAFFE, 1991;
TAKAYAMA; DATA, 1991; RASTOGI; BARROW, 1994; BARROW, 1997; DRAPER,
1998). Diante da crescente preocupac¢do com 0s problemas enfrentados durante a
quimioterapia das infec¢Bes causadas pelas micobactérias, urge o desenvolvimento
de novas e efetivas drogas, além do desenvolvimento de regimes quimioterapicos
eficientes (RASTOGI; FALKINHAN, 1996).

Desde 1960, os derivados do nucleo 1,2,4-oxadiazéis tem despertado
interesse nos quimicos farmacéuticos de todo mundo, devido as suas extraordinarias
propriedades farmacéuticas (ELOY, 1965; CLAPP, 1976; LEITE et al, 1999; LEITE
et al, 2000; SANTOS FILHO, 2002). Alguns desses derivados oxadiazois
apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o0
M. tuberculosis, o M. leprae, o M. fortuitum, o M. smegmatis, e o M. phlei (MAILOLI;
RUZZIER, 1957; ELOY, 1965; CLAPP, 1976; LEITE et al, 1999; LEITE et al, 2000;
SANTOS FILHO, 2002).

Os derivados orto, para, e mais frequientemente o m-flior-fenilalanina, foram
testados com sucesso, como inibidor do micosidio-C (DAVID et al, 1988; RASTOGI;
GOH; DAVID, 1990), e por essa propriedade foi capaz de acentuar a atividade de
agentes antimicobacterianos conhecidos (RASTOGI; GOH; DAVID, 1990; RASTOGI;
GOH; LABROUSSE, 1993; BARROW et al, 1993; RASTOGI et al, 1994). O
micosidio-C contem um tripeptidio central formado pelos aminoacidos D-fenilalanina-
D-halo-treonina-D-alanina, a hipotese é de que esse tripeptidio provavelmente seja
sensivel a inibicdo especifica por andlogos de seus aminoacidos componentes
(DAVID et al, 1988; BARROW et al, 1993; DAFFE; DRAPER, 1997).

A ofloxacina é uma fldor-quinolona, agente antibacteriano sintético derivado
do &cido nalidixico (ROBBERS; SPEED; TYLER, 1997; TARANTINO, 1997,
BRYSKIER; LOWTHER, 2002). As fluor-quinolonas exibem um largo espectro de
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atividade antimicrobiana incluindo atividade antimicobacteriana (COLLINS; UTTLEY,
1985; DAVIES; SPAHAM; SPENCER, 1987; TEXIER-MAUGEIN et al, 1987,
BRYSKIER; LOWTHER, 2002).

O presente trabalho relata o estudo da atividade bactericida de um novo
derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida, o [3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-54l]-acil-
hidrazina, sintetizado no Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos do
Departamento de Antibidticos da UFPE, do derivado de aminoacido p-fltor-
fenilalanina, da ofloxacina e de suas associacbes frente ao M. fortuitum e

M.smegmatis, isolados de pacientes HIV positivos.
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2 - OBJETIVOS

2. 1 —Objetivo Geral

Estudar a atividade bactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida,
[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4]-oxadiazo -5-il]-acil-hidrazina, da ofloxacina, do derivado de
aminoacido p-flior-fenilalanina, e de suas associacdes frente ao M. fortuitum e

M. smegmatis.

2. 2—-0bjetivos Especificos

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do derivado 1,2,4-oxadiazol-

hidrazida, da ofloxacinae do p-flior-fenilalanina;

Determinar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do derivado

1,2,4-oxadiazolhidrazida, da ofloxacina, e do p-flior-fenilalanina;

Determinar as Cinéticas Bactericidas do derivado 1,2,4-oxadiazol-didrazida, do

p-flior-fenilalanina, da ofloxacina e de suas associacdes.
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3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 -0 Género: Mycobacterium

A familia Mycobacteriaceae consiste de um Gnico género o Mycobacterium.
Sao bastonetes aerébios, ndo méveis, ndo formam esporos, sdo bacilos retos em
culturas novas, ou levemente encurvados em culturas velhas, medindo de 0,2 a

0,6mm de didametro por 1,0 a 10mm de comprimento. A propriedade mais distintiva do

género Mycobacterium é a dificuldade de serem corados, contudo uma vez corados
pela fucsina fenicada, séo resistentes a descoloragdo por um sistema composto por
alcool-acido, por isso sdo denominados bacilos alcool-acido-resistentes (SMITH,;
WILLETT, 1983; WAYNE; KUBICA, 1989; KONEMAN et al, 2001).

A familia inclue uma ampla variedade de tipos nutricionais, com espécies
saprofitas presentes nos solos, bem como organismos parasitos que ndo sdo
cultivados in vitro (WOLINSKY, 1979; SMITH; WILLETT, 1983; FALKINHAN, 1996).
Os membros patogénicos da familia causam duas das infec¢cdes humanas mais
importantes, a tuberculose e a lepra. Muitas espécies de passaros, mamiferos e
animais de sangue frio sdo suscetiveis as suas proprias espécies patogénicas, o que
ocasionalmente permite, infeccdes cruzadas entre os animais e 0 homem (HOSTY;
1975; SMITH; WILLETT, 1983; BENET, 1991; BELAS; FALOON; HANNAFORD,
1995).

O género Mycobacterium contém atualmente em torno de 60 espécies
(Tabela 1) reconhecidas e nomeadas, as quais séo divididas em 3 grandes grupos:
as micobactérias de crescimento rapido, as micobactérias de crescimento lento, e
aquelas espécies ou cepas que ndo sdo cultivaveis in vitro (GRANGE, 1996). Em
1980, 41 espécies foram incluidas na “Approved Lists of Bacterial Names*
(SKERMAN et al, 1980).
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Tabela 1: As espécies de micobactérias e sua pigmentacao* (GRANGE, 1996).

Espécies na Approved Lists of Bacterial Names

Crescimento lento

M. tuberculosis (N) M. bovis (N) M. africanum (N)

M. microti (N) M. kansasii (P) M. marinum(P)

M. simiae (P) M. asiaticum (P) M. gordonae (S)

M. scrofulaceum (S) M. szulgai (S) M. avium (N)

M. intracellulare (N) M. lepraemurium(N) M. paratuberculosis (N)
M. malmoense (N) M. hemophilum (N) M. farcinogenes (N)

M. triviale (N) M. terrae (N) M. nonchromogenicum (N)
M. ulcerans (N) M. gastri (N) M. xenopi(N)
Crescimento rapido

M. chelonae (N) M. fortuitum(N) M. phlei (S/P)

M. smegmatis (S/P) M. aurum (S) M. gadium (S)

M. neoaurum (S) M. vaccae (S) M. chitae(S)

M. duvalii (S) M. flavescens (S) M. gilvum(S)

M. komossense (S) M. senegalense (N) M. M. parafortuitum (S)
M. thermoresistibile (S)

Nao cultivaveis

M. leprae

Outras espécies devidamente descritas

Crescimento lento

M. shimoidei (N)
M. celatum (N)

Crescimento rapido

M. diernhoferi (N) M. agri (N) M. austroafricanum (S)
M. aichense (S) M. chubuense (S) M. abuense (S)

M. rhodesiae (S) M. tokaiense (S) M. shinshuense (S)

M. porcium (S) M. fallax (S) M. pulveris (S)

M. sphagni (S)
Nao cultivaveis (ou muito fastidiosa)

M. genavense
M. interjectum
M. confluentis
M. intermedium

* Pigmentacdo: N, ndo cromogénica; P, fotocromogénica; S, escotocromogénica.
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3.2 - A Parede Celular das Micobactérias

7

A parede celular das bactérias € uma estrutura que fornece suporte e
protecdo para a célula, além de possuir mecanismos que permitem a troca de
substancias entre a célula e o meio onde se encontra. Apesar da grande
similaridade quimica e estrutural entre as paredes celulares da maioria das
bactérias, o comportamento da sua ultraestrutura diante da coloracdo de Gram,
dividiu as espécies em duas grandes categorias: Gram-positivas e Gram-negativas
(BRENNAN; DRAPER, 1994; TORTORA; FUNKE; CASE, 2000)

As micobactérias sdo consideradas biologicamente, parte do grupo das
bactérias Gram-positivas, embora seu comportamento seja irregular diante dessa
coloracdo, e sua parede celular possua uma diferenga consideravel. As bactérias
Gram-positivas possuem proteinas e polissacarideos ligados ao peptideoglicano, um
polimero responsavel pela forma e aspecto préprio da célula bacteriana, enquanto
nas micobactérias sao encontrados predominantemente lipidios (MINNIKIN, 1991;
BRENNAM; DRAPER, 1994; DRAPER, 1998, KHASNOBIS; ESCUYER;
CHATERJEE, 2002). O conteudo lipidico da parede celular das micobactérias € de
30 a 40% do seu peso total (RASTOGI; DAVID, 1988; RASTOGI, 1991; RASTOGI,
BARROW, 1994).

Vérios modelos da constituicdo e arquitetura da parede celular micobacteriana
tém sido propostos, entretanto, o arranjo de varios componentes da parede celular
ainda ndo estd completamente entendido, e em alguns casos € contraditorio
(DRAPER, 1991; BARROW, 1997; DRAPER, 1998; KHASNOBIS; ESCUYER;
CHATERJEE, 2002). Essencialmente, a parede celular micobacteriana é formada
por varias camadas , figura 1.

A camada interna € a membrana plasmética, (MP, Figura 1), a qual é similar
as membranas encontradas em outras bactérias. A membrana plasmética consiste
de uma bicamada lipidica permeéavel interagindo com proteinas, que cerca o
citoplasma da célula (MCNEIL; BRENNAN, 1991; MINNIKIN, 1991; RASTOGI, 1991;
BARROW, 1997). A camada seguinte, que ao microscopio eletrbnico aparece como
uma camada de densidade eletrbnica (ED, Figura 1), € encontrada a estrutura

peptideoglicana/arabinogalactana que forma a base estrutural da parede celular
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(DAVID et al, 1987; RASTOGI; FREHEL; DAVID, 1986; DAVID; LEVY-FREBAULT;
THOREL, 1988; BARROW, 1997).

e
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Figura 1: Modelo do envelope celular micobacteriano descrevendo a membrana plasmatica (PM), as
proteinas de membrana (MP), as camadas de densidade eletrdnica (ED), transparéncia eletrdnica
(ET), e a camada externa representada por L, e L,. Também estdo representados peptideoglicanos
(PG), arabinogalactana (AG), acidos micdlicos, lipoarabinimanana (LAM), glicolipopeptidios (GPL), e
glicolipopeptidios apolares (aGPL) (BARROW, 1997).

A estrutura é uma macromolécula constituida do polimero peptidioglicano, um
oligossacaridio formado por unidades dissacaridicas de N-acetil-glicosamina e acido
N-glicolilmuramico contendo ligagdes cruzadas de pequenos peptidios, e
arabinogalactana, um complexo polissacaridio ramificado. A camada seguinte é a
camada de transparéncia eletrénica (ET) sob observacédo ao microscopio eletronico.
Na camada ET s&o encontrados os &cidos micdlicos, que sdo acidos graxos
ramificados de cadeia longa 2-alquil-3-hidroxi, com varia¢cdes entre as espécies

bacterianas, como pode ser observada na figura 2 (BARRY; MDLULI, 1996;
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1998; DRAPER, 1998; KHASNOBIS; ESCUYER,;

M. smegmatis M. tuberculosis
a'-Micolatos OH ™
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Figura 2: Estruturas dos &cidos micdllicos do M.

smegmatis e M. tuberculosis (KHASNOBIS;

ESCUYER; CHATTERJEE, 2002)

E finalmente a camada mais externa da parede celular, referida como L1 e L»

(Figura 1). A camada externa contém polissacaridios, glicolipidios,

fosfolipidios, sulfolipidios e outros
1991),

lipopeptidios,
lipidios complexos (MINNIKIN, 1991; RASTOGI,

também s&o encontradas a arabinomanana extensdo do polimero

lipoarabinomanana (MCNEIL; BRENNAN, 1991; RASTOGI, 1991).

Entretanto, 0s principais

componentes da camada externa sdo O0s

glicolipopeptidios (GPL) ou micosidios-C, antigenos sorotipo especificos Unicos nas

micobactérias (BARROW et al,
DRAPER, 1998), e também os

1993; RASTOGI

et al, 1994, BARROW, 1997,

componentes estruturalmente semelhantes os
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glicolipopeptidios apolares (aGPL), o0s quais ndo possuem a extensao
oligosacadirica da porcao pepticica da molécula (BARROW et al, 1993).

Ao contrério da camada intermediaria ET e da camada interna ED, a camada
externa da parede micobacteriana é muito variavel entre as espécies, sendo
encontradas diferengas entre variantes da mesma espécie (MCNEIL; BRENNAN,
1991; BARROW et al, 1993; RASTOGI et al, 1994).

A camada externa da parede celular das micobactérias, juntamente com a
camada intermediaria contendo os &cidos micdlicos, tém sido consideradas
responsaveis pela resisténcia a multiplas drogas dessas bactérias (RASTOGI et al,
1981; RASTOGI; FREHEL; DAVID, 1986; DRAPER, 1998).

A camada externa € ainda apontada como indutora de varias respostas ao
hospedeiro, e ajudar a proteger a micobactéria dos efeitos danosos do ambiente
fagolisossomal do macréfago hospedeiro (LANEELLE; DAFFE, 1991; TAKAYAMA;
DATA, 1991; RASTOGI; BARROW, 1994; BARROW, 1997; DRAPER, 1998).

3.3 — Micobactérias Atipicas

Koch descreveu o bacilo responsavel pela tuberculose humana em 1882, uma
década depois outras variedades conhecidas como bovinas, aviaria, saprofitas
dentre outras foram identificadas e nomeadas de acordo com a origem (WOLINSKY,
1979; BENET, 1991). Relatos esporadicos do isolamento oriundo de material
humano de uma micobactéria diferente do classico bacilo da tuberculose comecaram
em 1885, com a descricdo do bacilo smegma (LUSGARTEN, 1985; WOLINSKY,
1992). Com o aumento desses isolamentos em meados da década de 30 e no inicio
da década de 50, o conceito de micobacterioses humanas atribuidas a outras
micobactérias foi estabelecido (WOLINSKY, 1992).

Em 1931, Piners descobriu que esses microrganismos séo diferentes do
M. tuberculosis por sua falta de viruléncia em cobaias e pouca lesposta a drogas
antituberculose (YOUMANS, 1963; KULLAVANIJAYA, 1999). Runyon em 1954
introduziu a denominacdo “atipicas”, para indicar que elas eram diferentes do
M. tuberculosis, por ndo terem capacidade patogénica especifica (GOOD, 1985).
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As espécies Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae sio as
micobactérias que predominantemente sdo patogénicas para o homem. Contudo,
outras micobactérias foram reconhecidas como potencialmente patogénicas para o
homem. Essas micobactérias tém sido identificadas por uma variedade de termos,
incluindo  micobactérias ndo tuberculosas (NTM), micobactérias atipicas,
micobactérias outras que ndo as da tuberculose (MOTT), e micobactérias patégenas
oportunistas (GOOD, 1985; WAYNE, 1985; KULLAVANIJAYA, 1999).

A denominacdo micobactérias ndo tuberculose ou atipicas, porém, ndo é
devidamente correta, visto que as espécies incluidas neste grupo, também sao
alcool-acido-resistentes como os componentes do complexo M. tuberculosis
( M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, e M. microti). Desse modo, mesmo que as
manifestacbes clinicas das infec¢cbes causadas por alguns componentes desse
grupo sejam semelhantes aquelas da tuberculose, sdo consideradas atipicas,
porgue o agente etiolégico ndo é um membro do complexo M. tuberculosis (GOOD,
1985; WAYNE, 1985).

3.3.1 —Classificacéao

Timpe e Runyon em 1954 descreveram micobactérias isoladas de 120
pacientes, as quais foram geralmente cromogénica, ndo patogénica em cobaias, e
consideradas saprofitas. Os trés grupos de isolados identificados foram divididos
com base na morfologia da colonia e produgédo de pigmento (TIMPE; RUNYON,
1954; YOUMANS, 1963; GOOD, 1985; KULLAVANIJA, 1999).

Em 1959 Runyon introduziu a classificacdo das micobactérias atipicas em 4
grupos. Esta foi baseada na taxa de crescimento, morfologia da coldnia, e producéo
de pigmento caracteristico em meio LowensteinJensen (RUNYON, 1959;
YOUMANS, 1963; KULLAVANIJA, 1999).

De acordo com Runyon, as micobactérias atipicas quando cultivadas a 37°C,
sdo agrupadas em microrganismos de crescimento rapido (3-5 dias) e
microrganismos de crescimento lento (2-3 semanas). As micobactérias de

crescimento lento séo classificadas de acordo com a formacdo de seus pigmentos
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caracteristicos no meio de cultura: grupo | ou fotocromogénicas, as que formam
pigmento quando epostas a luz, as colénias sdo normalmente lisas; grupo Il ou
escotocromogénicas, quando formam pigmento independente de exposi¢édo a luz, as
coldénias sdo quase sempre lisas; grupo Ill ou ndo cromogénicas, sdo as
micobactérias ndo pigmentadas, colbénias pequenas, lisas e circulares; e o grupo IV
das micobactérias de crescimento rapido (RUNYON, 1959; YOUMANS, 1963;
KULLAVANIJA, 1999).

A classificacdo de Runyon continua sendo util, para uma identificacdo prévia
dos isolados clinicos. A descoberta de que o crescimento e a producéo de pigmento
variam com a temperatura, outros meios mais eficientes fizeram-se necessarios
(EISENSTADT; HALL, 1995; PORTAELS, 1995). Um novo sistema baseado no
potencial patogénico das espécies, adicionado aos caracteres morfolégicos constitui
uma contribuicdo ao sistema de RUNYON (O’BRIEN 1987; WALLACE et al, 1990;
EISENSTADT; HALL, 1995; PORTAELS, 1995).

Do ponto de vista clinico, as micobactérias podem ser divididas em trés
grupos: o primeiro inclui os patdgenos estritos para o0 homem e 0s animais, sao 0s
membros do complexo M. tuberculosis, M. leprae, M. paratuberculosis, e
M. lepraemurium; o segundo grupo consiste de micobactérias potencialmente
patogénicas para o homem ou animais - patogénicos em circunstancias especiais; o
terceiro grupo é constituido por espécies saprofitas e ndo patogénicas ou somente
excepcionalmente patogénicas. O segundo e terceiro grupo da classificacdo clinica
constitui o grupo das micobactérias atipicas (O'BRIEN 1987; WALLACE et al, 1990;
EISENSTADT; HALL, 1995; PORTAELS, 1995).

Atualmente tem aumentado o uso da tecnologia do DNA recombinante, para
classificacdo taxondémica e identificacdo das micobactérias (BAESS; BENTZON,
1978; O'BRIEN et al, 1987; SALFINGER; PFYFFER, 1994; GRANGE, 1996; SOLA
et al, 1998; HORGEN; SOLA; RASTOGI, 1998). Os primeiros estudos foram para
estabelecer o percentual de homologia entre as espécies de micobactérias, em
seguida sondas especificas para cada espécies foram desenvolvidas e
disponibilizadas comercialmente (BAESS; BENTZON, 1978; SALFINGER;
PFYFFER, 1994; BELAS; FALOON; HANNAFORD, 1995; SOLA et al, 1998). A
vantagem do uso das técnicas do DNA recombinante é a possibilidade de
identificacdo das micobactérias réo-cultivaveis ou aquelas muito fastidiosas, uma

vez que o DNA necessario pode ser amplificado por reacdo em cadeia da
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polimerase, PCR, e analisada pela sequéncia de extensdo do “primer”
(KIRSCHNER, 1993; BUTCHER et al, 1996; GRIFFITHS et al, 1998; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2000).

3.3.2 —Micobactérias atipicas e Meio Ambiente

As micobactérias atipicas podem ser encontradas em toda parte no meio
ambiente (Tabela 2). Elas sdo amplamente distribuidas em aguas, solos Umidos,
poeira caseira, laticinios, animais de sangue frio e plantas (HOSTY, 1975; GOSLEE;
WOLINSKY, 1976; BELAS; FALOON; HANNAFORD, 1995). Certas espécies sao
comuns na natureza, enquanto outras sao encontradas somente em ambientes
artificiais, como reservatorios de &gua, piscinas, e tanques para piscicultura.
Algumas espécies parecem ser raras na natureza, e outras tais como as patogénicas
estritas, sdo isoladas do ambiente, apdés contaminacdo pelo homem ou animal
infectado, como é o caso do M. tuberculosis, podendo algumas vezes ser
encontrado em aguas residuais (WALLACE, 1990; PORTAELS, 1995; FALKINHAM,
1996; DAILLUX, 1999). Por essa ampla distribuicdo no meio ambiente, ocorre uma
colonizacdo temporéaria ou permanente de dguns tecidos no homem como a pele,
nasofaringe, bronquios e mucosa intestinal, sem serem responsaveis por nenhuma
doenca (WALLACE, 1990; PORTAELS, 1995; GRANGE, 1996).

Entre as espécies aquaticas, o M. gordonae e M. flavescens, normalmente
ndo patogénicas, sdo as mais comuns. As espécies M. fortuitum e M. chelonae, que
causam lesdes em mucosas, 0ssos, e doen¢a pulmonar, também sdo contaminantes
comuns da agua. O M. avium, agente inflamatério de nédulos cutaneos, é isolado
frequientemente de agua fresca, aquarios, e piscinas. O M. kansasii e M. xenopi,
responsaveis por doencas pulmonares, sdo especialmente encontrados em sistemas
de distribuicdo de agua (FALKINHAM, 1996; DAILLOUX et al, 1999; CAMPOS,
2000).
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Tabela 2: Micobactérias atipicas e sua presenga no ambiente (PORTAELS, 1995).

Presenca no amhente Potencialmente patogénicas Normalmente saprdfitas

Ambiente natural

Frequente MAC*, M. scrofulaceum, M. gordonae, M. terrae,
M. fortuitum M. nonchromogenicum
Nao freqliente M. avium, M. intracellulare, M. flavescens, M. vaccae,
M. chelonae, M. simiae, M. aurum, M. gastri,
M. asiaticum, M. marinum, M. smegmatis,
M. malmoense M. thermoresistibile
Ambiente artificial
Freqlente M. kansasii, M. xenopi, M.gordonae
M. avium, MAC
N&o frequiente
M. marinum
N&o(ainda) encontrada no
ambiente M. ulcerans, M. szulgai , M. triviale
M. genavense,
M. shimoidei, M. celatum,

M. haemophilum

*O complexo M. avium (MAC) inclui vérias espécies “ambientais” parecidas com M. avium e
M. intracellulare ou que tenham caracteristicas intermediérias comuns a essas espécies.

O M. ulcerans, M. haemophilum, M. genavense, e M. szulgai, apesar de
nunca terem sido isolados do meio ambiente, a epidemiologia das doencas
causadas por essas micobactérias sugere que elas estdo presentes no meio
ambiente (PORTAELS, 1995).

3.3.3 —Micobactérias atipicas e Patogenicidade

Embora a incidéncia das micobacterioses ainda seja pequena quando
comparada com a tubercuose, sua importancia vem tornando-se crescente.
Geralmente as micobacterioses ndo sdo contagiosas, a transmissdo de pessoa-a-
pessoa nao é conhecida, e ndo se sabe se a doenca se desenvolve rapidamente

depois da infeccdo ou se, como no caso da tuberculose, permanece latente no
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hospedeiro podendo se desenvolver ou ser reativada posteriormente (O'BRIEN,
1989; WALLACE et al, 1990; PORTAELS, 1995; FALKINHAM, 1996; DAILLOUX
et al, 1999; CAMPOS, 2000).

A infeccdo se da por inalagdo das micobactérias aerossolizadas, a ingestéao
de agua ou alimento contaminado, penetracdo através das mucosas e percutanea;
ferimentos, infeccdes e cirurgia também podem facilitar a micobactéria entrar no
hospedeiro (O’'BRIEN, 1989; RENAUD et al, 1989; WALLACE et al, 1990;
FALKINHAM, 1996; KULLAVANIJAYA, 1999).

Os reservatorios de agua sédo as fontes naturais, para a maior parte das
infeccGes causadas pelas micobactérias atipicas, como o M. fortuitum, M. chelonae ,
e M. abscessus, comumente associadas a doenca nosocomial (RENAUD, 1989;
DAILLOUX et al, 1999; CAMPOS, 2000). Enquanto que as micobactérias
aerossolizadas, tém um papel importante no comprometimento pumonar, e a
colonizacdo gastrointestinal € apontada como ponto de partida para a infeccdo dos
pacientes com AIDS (O'BRIEN, 1989; RENAUD, 1989; DAILLOUX et al, 1999;
CAMPQS, 2000).

O desenvolvimento das micobacterioses habitualmente ocorre em pacientes
com problemas médicos, como doenca pulmonar preexistente ou
imunocomprometidos. A condi¢cdo imunologica do hospedeiro determina o avanco da
doenca, disseminada ou localizada, das suas principais manifestacfes clinicas:
doenca pulmonar, linfoadenite, lesbes na pele ou tecidos moles, sendo a forma
pulmonar mais freqiente (O’'BRIEN, 1989; WALLACE, 1990; FALKINHAM, 1996;
CAMPOS, 2000).

A incidéncia das micobactérioses aumentou com a disseminacdo da AIDS.
Em pacientes infectados com o HIV, o complexo M. avium-intracellulare é a espécie
predominante causando doencga disseminada, envolvendo o sangue e multiplos
orgdos (ELLNER et al, 1991; HORSBURG, 1991).

Na tabela 3, estdo representadas as espécies que causam doencas no
homem, sua classificacdo de Runyon, e suas implicacfes clinicas.
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Tabela 3: Micobactérias atipicas que causam doenca no homem (O’'BRIEN, 1989;

GROSSET et al., 1991).

Espécies

Principais apresentacdes clinicas

Grupo |: fotocromogénicas

M. kansasii

M. marinum

M. simiae

M. asiaticum

Grupo Il: escotocromogénicas

. scrofulaceum
. Xenopi

. szulgai

. gordonae

. flavescens

=LKL

Grupo lll: ndo-cromogénicas
Complexo M. avium-intracellulare

M. malmoense

M. haemophillum

M. terrae

M. ulcerans

M. noncromogenicum
M. gastri

Grupo IV: crescimento rapido

M. fortuitum

<

. chelonae

.thermoresistible
. M. neoaurum

. vaccae-aurum

. phlei

. smegmatis

=L

pulmonar, linfoadenite
lesdes na pele
pulmonar

pulmonar

linfoadenite, pulmonar
pulmonar

pulmonar
ndo-patogénica*
ndo-patogénica*

pulmonar, doenca
linfoadenite

pulmonar

lesbes na pele e mucosas
ndo-patogénica*
abscessos na pele
abscessos na pele
ndo-patogénica*

lesbes nas mucosas e 0SSO0S,
pulmonar

lesbes nas mucosas e 0SSO0S,
pulmonar

ndo-patogénica*

ndo-patogénica*

ndo-patogénica*

ndo-patogénica*

ndo-patogénica*

disseminada,

*Normalmente saproéfitas mas tém sido encontras em isolados clinicos.
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3.4 — Estudo das Drogas

Desde 1982, a frequiéncia de doencas atribuidas as micobactérias atipicas,
principalmente ao complexo M. avium, as chamadas micobacterioses, tem
aumentado, especialmente em pessoas com AIDS e pessoas imunocomprometidas
por: cancer, transplante de 6rgao ou administracdo de drogas imunossupressoras
(PORTAELS, 1995; DAILLOUX et al, 1999). O complexo M. avium e outras
micobactérias atipicas sdo geralmente a causa mais comum de infeccdes
bacterianas sistémicas em pacientes com AIDS nos Estados Unidos, e estédo
associadas com a morbidade e sobrevida destas pessoas imunocomprometidas
(HORSBURGH, 1991; ELLNER et al, 1991; SEPKOWITZ et al, 1995; LAGRANGE
et al, 2000).

Embora os regimes terapéuticos para o controle clinico das micobacterioses
tenham melhorado, as opg¢des de tratamento para estas infecgcbes em pacientes
imunocomprometidos permanecem limitadas por causa da intrinseca resisténcia a
varios quimioterapicos por esses microrganismos. A maioria dos isolados clinicos
das micobactérias atipicas € resistente a quase todos os medicamentos testados em
concentragbes clinicas estabelecidas para o M. tuberculosis (HEIFETS, 1988;
WALLACE et al, 1990; CHAN-TOPKINS, 1995; MITCHISON, 1996).

A resisténcia das micobactérias atipicas € observada para varias drogas,
guando essas sdo utilizadas sozinhas. Esse fato reforca o argumento de que a
terapia com uma UuUnica droga deveria ser evitada (WALLACE et al, 1990;
DAUTZENBERG, MIHALTAN, 1991; FALKINHAM, 1996).

Algumas hip6teses sobre mecanismos de resisténcia para drogas das
micobactérias tém sido relatadas. Mutacdes genéticas envolvendo mudancas em
alvos especificos de determinadas drogas tém sido o mais importante mecanismo
defendido pelos pesquisadores (ZHANG et al, 1992; BANERJEE et al, 1994,
ROUSE; MORRIS, 1995; RASTOGI; FALKINHAM, 1996). Um outro possivel
mecanismo é a adaptacdo. A resisténcia por adaptacdo requer exposi¢cao continua a
droga, a causa sugerida tem sido o crescimento lento das micobactérias atipicas.

Durante o seu desenvolvimento, as células sao capazes de liberar substancias como
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proteinas, pigmento e polissacaridios, as quais podem ser agentes antagdnicos a
atividade da droga (FALKINHAM, 1996).

Outro mecanismo proposto é o da parede celular micobacteriana como
barreira de exclusdo. Nesse mecanismo proposto por estudos realizados com o
M. avium, a resisténcia as drogas estaria associada, a arquitetura da parede cellar.
Dessa forma, o envelope do M. avium atuaria como uma barreira de excluséo, para
prevenir ou reduzir a penetragdo da droga, evitando, assim atingir seus sitios-alvo
(RASTOGI et al, 1981; RASTOGI; FREHEL; DAVID, 1986; RASTOGI, 1990;
DRAPER, 1998). A camada externa da parede celular das micobactérias apontada
como uma das responsaveis por essa barreira de exclusdo é composta
principalmente por glicolipopeptidios (GPL) ou micosidio-C, uma complexa molécula
contendo lipidios, aclUcares e um tripeptidio formado pelos aminoacidos
D -fenilalanina -D-halo-treonina-D-alanina (DAVID et al, 1988; BARROW et al, 1993;
DAFFE; DRAPER, 1997; EHLERS, 1998).

A inibicdo da biossintese da parede celular ndo é somente uma importante
estratégia antimicobacteriana, mas também aumenta a sensibilidade da bactéria

para outros agentes quimioteapicos (TRIPATHI et al, 2002).

3.4.1 — p—flaor—fenilalanina

Os derivados de aminoacido orto, meta, e p-flior-fenilalanina (Figura
3), nomenclatura oficial 2-Amino-3-(2-flior-fenil)-&cido propridénico, 2-Amino-3-(3-
fldorfenil)-acido  propridnico, e  2-Amino-3-(4-fluorfenil}-acido  propriénico,
respectivamente, inibiram a biossintese do micosidio-C. Eles foram testados como
inibidores de uma hipotética enzima D-fenilalanina racemase, enzima requerida para
converter a L-fenilalanina em Dfenilalanina na rota biossintética do nudcleo peptidico
do micosidio-C (DAVID et al, 1988). Contudo o flaor-fenilalanina ndo inibiu somente
a incorporacédo da L-fenilalanina, mas também inibiu a incorporacéo da L-treonina e
L e D-alanina, como efeito secundario (DAVID et al, 1988).
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@CHZ—CH(NHZ)COOH
F

Figura 3: Estrutura quimica dos derivados orto, meta e p-fluor-fenilalanina.

Esses derivados associados com a rifampina, a ofloxacina e a ciprofloxacina,
em concentragdes sub-CIM tém potencializado os seus efeitos antimicobacterianos.
O dano causado na parede celular permite a passagem da droga, cujo efeito
sinérgico foi observado (DAVID et al, 1988; RASTOGI; GOH; DAVID, 1990;
BARROW et al, 1993; RASTOGI et al, 1994).

Tais resultados levaram os pesquisadores a concluirem, que o efeito inibitdrio
dos derivados fluor-fenilalanina sobre a biossintese do GPL n&o é letal, mas é
suficiente para desorganizar a parede celular, e permitir o acesso do agente
antimicobacteriano, resultando no efeito sinérgico observado (BARROW et al, 1994;

RASTOGI et al, 1994).

3.4.2-1,2,4-oxadiazbis

Desde 1960, o nucleo oxazolidinico despertou o interesse de pesquisadores
por terem extraordinarias propriedades farmacéuticas (ELOY, 1965; CLAPP, 1976;
LEITE et al, 2000). Embora existam quatro isbmeros dos oxadiazéis (Figura 4), os
anéis 1,2,4-oxadiazol (2) e 1,3,4-oxadiazol (4), tém sido os mais explorados, uma
vez que € com eles que tem se obtido melhores resultados farmacoldgicos e por
possuirem maior nimero de bioisésteros ativos (SANTOS FILHO, 2002).

@ @ ©) @

Figura 4 - Estruturas quimicas dos isdbmeros oxadiazois 1,2,3-oxadiazol (1);
1,2,4-oxadiazol (2); 1,2,5-oxadiazol (3) e 1,3,4-oxadiazol (4).
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Trés oxadiazéis (Figura 5), o dietil-[2-(3-fenil{1,2,4]Joxadiazo}5-il)-etil]-amina
(5), o N,N-dietil-N-(3-fenit[1,2,4]oxadiazol-5-il)-atano-1,2-diamina  (6) e o
[3-(2,2difenil-etil-[1,2,4]oxadiazol-5-il]-2-piperidina -1-il-etil @) : alcangcaram
popularidade como drogas terapéuticas sendo conhecidas pelos seguintes nomes
comerciais: Oxolamina (5) desenvolvido em 1960, Irrigor (6) em 1964, e Libexin (7)
em 1966. A Oxolamina e o Libexin sdo agentes inibidores da tosse e o Irrigor é um

vaso dilatador caronariano e anestésico local.

N . N
(H3CH2C)N(CH2)2” O (H3CH2C)N(CH2)2NH - O { N—(cH” O
©) (6) 0]

Figura 5 - Estruturas quimicas, da Oxolamina (5); do Irrigor (6) e do Libexin (7).

Os derivados oxadiazois tém demonstrado uma grande variedade de
atividades terapéuticas, tais como: antipasmddica, dilatadores coronarios,
anestésicos bcais, sedativos, anticonvulsinantes, inibidores da tosse, redutores da
tonicidade, analgésico, anti-inflamatorio, anti-helmintico, e atividade ganglioplégica
(ELOY, 1965; CLAPP, 1976).

Os derivados oxadiazois 1,2,4-oxadiazol-5-il-4cido propidnico (8), figura 6, em
baixa concentracdo, possui atividade contra Mycobacterium tuberculosis e outras
bactérias, sejam elas, Gram-positivas ou Gram-negativas (MAIOLI; RUZZIER, 1957).
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HOOC(CHz2)2” O

®

= OO

Figura 6 - Derivados 1,2,4-oxadiazol-5-il-4cido propiodnico (8).

O derivado N-metil-N-{5-[4-(N-metil-hidrazina-metil)-fenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il-
metil}-[hidrazina (9) - figura 7, possui atividade anticancer, e o derivado
(5-metil-1,2,4]oxadiazo} 3-il-metil)-hidrazida (10) - figura 7, € eficaz contra
tuberculose e lepra (CLAPP, 1976).

CH2NHNHCH3

N—( CONHNH
! \N N—( ?
. \
e} /4 N
Hac” 07
H3CNHNHH2C
©) (10)

Figura 7 - Derivados 1,2,4-oxadiazéis, hidrazina (9) e hidrazida (10).

O crescente interesse pelo anel 1,2,4-oxadiazol, figura 3 estrutura (4) levou a
obtencdo de derivados com atividade antiviral (DIANA et al, 1994), antifingica (RAI;
KAUR, 1982), herbicida (ANON, 1990), analgésica e anti-inflamatéria (AFIATPOUR
etal, 1994; LEITE et al, 1999).

Leite et al (2000), sintetizaram e testaram a atividade anti-inflamatoria e
antimicrobiana de uma série de derivados 1,2,4-oxadiazoéis peptidomiméticos. Alguns

destes derivados demonstraram boa atividade anti-inflamatoria dose dependente
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contra 0 edema provocado pela carragenina, e atividade antimicrobiana frente
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.

Santos Filho (2002) planejou, sintetizou e testou a atividade de uma série de
novos derivados 1,2,4-oxadiazol-acil-hidrazona e 1,2,4-oxadiazol-tiossemicarbazida.
Esses derivados apresentaram-se ativos frente a duas linhagens de Plasmodium
falciparum. Estes mesmos derivados foram testados contra duas espécies de
bactérias Gram-positivas, duas Gram-negativas, trés bacilos alcool-acido resiste ntes,
e duas leveduras, sem ter sido evidenciada qualquer atividade frente aos
microrganismos testados. Entretanto, foram observados resultados interessantes
para o derivado [3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]- acil-hidrazina (11), figura 8,
frente ao M. fortuitum, M. phlei e M. smegmatis . No teste de atividade utilizando o
método de Kirby-Bauer, o derivado 1,2,4-oxadiazol-didrazida apresentou halos de
inibicdo de 3,5cm, para o M. fortuitum; 3,0cm para o M. phlei, e 1,6cm para 0
M. smegmatis.

OH

N

y
H2NHN _N
\(40

o)
11

Figura 8 - Derivado 3-(4-hidroxi-fenil)-[1,2,4}oxadiazol-5-acido carboxilico-hidrazida (11).

Pela versatilidade das acfes bioldgicas e por possuir grande numero de
bioisésteros eficientes, o anel 1,2,4-oxadiazol € matéria de interesse de quimicos
medicinais do mundo inteiro (SANTOS FILHO, 2002).
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3.4.3 —Quinolonas e Fluor-quinolonas

Desde a introducéo do &cido nalidixico (12), figura 9, em 1962, como agente
antimicrobiano, outras drogas estruturalmente relacionadas tem sido sintetizadas
(JANKNETGT, 1986; BRYSKIER; LOWTHER, 2002). As quinolonas de primeira
geracdo apresentavam um perfil farmacocinético desfavoravel com baixas
concentragdes séricas, uma curta meia-vida, € uma baixa atividade antimicrobiana
in vitro, o que restringiu 0 seu uso apenas contra infeccdes do trato urinario
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; TARANTINO, 1997).

Na década de 80, a introducdo de um atomo de flor na posi¢cdo 6 do anel
1,8-naftiridina, resultou em um melhor espectro de atividade, dai a denominacgdo
fldor-quinolonas, figura 9 (JANKNETGT, 1986; TARANTINO, 1997; PAGE et al,
1999). A primeira droga sintetizada nesse grupo foi a norfloxacina (13), seguida da
enoxacina (14), ofloxacina (15), a ciprofloxacina (16), e a lomefloxacina (17)
(COURVALIN, 1985; TARANTINO, 1997; ROBBERS; SPEED; TYLER, 1997; PAGE,
1999).

A estrutura quimica de todas as fllorquinolonas € caracterizada pela
presenca de um ciclo piridina-b-carboxilico, com uma funcdo cetona na posicéo 4 e a
funcéo acido carboxilico na posicdo 3. Elas diferem entre si pela natureza do radical
ligado ao atomo de nitrogénio na posicéo 1, e pelos substituintes aril na posicdo 7
(COURVALIN, 1985; TARANTINO, 1997; PAGE et al, 1999).

As flior-quinolonas exibem um amplo espectro antibacteriano de atividade
( WOLFSON; HOOPER, 1985; JANKNEGT, 1986; BRYSKIER; LOWTHER, 2002).
Estudos demonstraram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (BAUERNFEIND; ULLMANN, 1984; CAEKENBERGUE; PATTYN,
1984), bactérias aerobicas (SUTTER; KWOK; BULKACZ, 1985; AUCKENTHALER,;
MICHEA-HAMZEHPOUR; PECHERE, 1986), e micobactérias (COLLINS; UTTLEY;
1985; DAVIES; SPARHAM; SPENCER, 1987; TEXIER-MAUGEIN et al, 1987).

A sua atividade antimicrobiana € devida a inibichio da DNA girase
(STRATTON, 1996), uma enzima ATP dependente, membro do grupo das
topoisomerases, enzimas que regulam a superhelicidade do DNA das células
(SNYDER; CHAMPNESS, 1997). A DNA girase é composta por duas subunidades, a
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subunidade A e B, que se ligam juntas ao DNA durante os processos de replicagcao
ou transcricdo, hidrolisa o ATP e introduz o super-enrolamento negativo do DNA
bacteriano, a inibicAo desse superenrolamento negativo provoca inibicdo da
replicacdo do DNA e morte celular (DESPLACES et al, 1986; STRATTON, 1996;
SNYDER; CHAMPNESS, 1997). O mecanismo exato de acdo ndo € conhecido,
porém supfe-se ocorrer a quebra do DNA cromossomal pela DNA girase
(WOLFSON; HOOPER, 1985). A resisténcia as fluor-quinolonas envolve
principalmente a mutagcdo na DNA girase, permeabilidade alterada, ou a combinacgéo
dos dois mecanismos (WOLFSON; HOOPER, 1985; HALLETT; MAXWELL, 1991,
MONIOT-VILLE et al, 1991; RISE; BONOMO, 1996).

0
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Z ] F COOH
HaC” N7 N 7\ |
HN N N
CaHs 7/ I
C2Hs
(12)
(13)
o)
0
COOH
Fe COOH F~7 ]
— L HaC—HN N7 NN
HN N7 NN 6\)\
\__/ | CH3
CoHs
(14) (15)
o o)
E : M cooH | COOH
— | I\
HN N N HN N "l‘
\_/ >—’
A HaC R eE
(16) a7

Figura 9 - Estruturas quimicas dos derivados fllior-quinolonas, &cido nalidixico (12); norfloxacina
(13); enoxacina (14); ofloxacina (15); ciprofloxacina (16) e lomefloxa cina (17).
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3.5 - Associacdes de drogas

No tratamento clinico, a combinacéo de drogas é frequentemente utilizada, no
tratamento de infeccBes graves em pacientes com suspeita de sepsis (KROGSTAD;
MOELLERING, 1986). No geral, as circunstancias essenciais que motivam a
utilizacdo de uma associacdo de drogas na terapia sédo: tratamento urgente de uma
infeccdo grave ndo diagnosticada; infeccdo por mdltiplos germes (infecgcéo
polimicrobiana); o risco de selecdo de mutantes resistentes; aumento do efeito
microbicida; diminuicdo de doses téxicas relatadas (COURVALIN, 1985;
KROGSTAD; MOELLERING, 1986).

A avaliacdo in vitro do efeito das associacdes é realizada utilizando a técnica da
curva de morte versus tempo, onde a dindAmica da atividade microbicida das drogas
ou de suas associacdes, sdo acompanhadas por um determinado periodo de tempo.
Os dados séo interpretados, comparando-se os resultados obtidos da associagao
com a droga mais ativa. A associagdo é classificada como sinérgica, antagodnica,
indiferente ou aditiva. Sinergismo é definido como um aumento de 2100 vezes do
namero de morte microbiana em um periodo de 24 horas, comparado com o efeito
da droga mais ativa; o antagonismo como uma diminui¢do de 3100 vezes no numero
de mortes microbiana em 24 horas; efeito indiferente ocorre quando a variacao &
inferior a 10 vezes, aumento ou diminuigcdo, no numero de mortes em 24 horas; e 0
efeito aditivo ocorre, quando o resultado da associagdo € igual a soma dos efeitos
de cada antibiotico estudado isoladamente na mesma concentracdo (KROGSTAD;
MOELLERING, 1986; PAGE et al, 1999).

Nas ultimas trés décadas, tem se dado um continuo aumento no uso da
farmacodinamica, para descrever o andamento da atividade antimicrobiana exibida
por véarias drogas. A farmacodindmica estuda a relagdo da concentracdo no soro e
os efeitos farmacolégicos e toxicolégicos de uma determinada droga em teste
(CRAIG, 1995; 1998; LI, 2000).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM), sédo técnicas realizadas in vitro, que tém sido os parametros mais usados
para quantificar a atividade de um antibiotico frente a um patégeno infectante, além

de serem medidas convencionalmente utilizadas para ajudar na selecdo de drogas
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para uso clinico (CRAIG, 1995; LI, 2000). A CIM é definida como a menor
concentracdo da droga, que ndo permite o desenvolvimento microbiano visivel de
indculos padronizados, apds serem expostos a uma série de diluicdes da droga e
incubados por 18-24 horas a 35-37°C em caldo; enquanto a CBM €& a menor
concentracdo da droga, que provoca uma diminuicdo de 99,99% de bactérias
vidveis, em comparagdo com o inéculo inicial ndo submetido ao antibiotico, nas
mesmas condicdes experimentais estabelecidas para a determinagdo da CIM
(COURVALIN, 1985; CRAIG, 1995; LI, 2000).

Contudo, esses parametros fornecem um unico ponto de observagdo durante o
experimento. A CIM e CBM sao determinadas ap6s uma noite de exposicdo a uma
concentracao estavel de um antimicrobiano, € um processo falho para avaliar a taxa
ou extensdo do inicio da acdo bactericida, bem como os efeitos da mudanca na
concentracdo do inodculo e mudangas da concentracdo da droga sobre os eventos
antibacterianos.

A CIM e CBM néo informam as mudancas ocorridas no decorrer do tempo na
quantidade de células bacterianas viaveis, além de ndo fornecer dados obre a
sequiéncia de eventos, que ocorre entre o antibidtico e a bactéria durante o periodo
de incubacgéo, o que torna insuficientes o uso funcional dessas medidas para definir
a farmacodinamica da droga (LI, 2000).

Essas informagdes adicionais sdo fornecidas pelo estabelecimento da curva de
morte Versus tempo, que avalia in vitro o andamento e extensdo da acéo bactericida,
realizando subculturas quantitativas em intervalos de tempo regulares, apds a
exposicdo do microrganismo a concentracdes farmacol6gicas da droga ou
associacdes de drogas. Uma curva de morte versus tempo, figura 10, é gerada pela
exposi¢cdo do organismo teste a concentragfes constantes do antibidtico, consiste
de uma fase lag, uma fase log, e uma fase de recrescimento. A fase lag representa
o tempo requerido para a penetracdo do antimicrobiano dentro da célula; a fase log
€ considerada como a medida quantitativa para a intensidade do efeito bactericida;
enquanto a fase de recrescimento reflete a habilidade do microrganismo, para
adaptar-se ao ataque da droga nem sempre representado (CRAIG, 1995; LI et al,
1999; L1,2000).
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Figura 10: Tipica curva de morte versus tempo; a= fase lag; b=fase log; c= fase de
recrecimento (LI etal, 1999).
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — Microrganismos

Os estudos da CIM e CBM foram realizados sobre dois isolados clinicos de

pacientes HIV positivos do Hospital das Clinicas da UFPE: Mycobacterium fortuitum
e o Mycobacterium smegmatis.

4.2 —Meios de Cultura

O meio de cultura para a manutengdo destes microrganismos foi o0 meio
solido de Lowenstein-Jensen, BIO-MERIEUX. Os meios para os experimentos foram
o meio liquido de Mueller-Hinton, OXOID, e o meio solido de Mueller-Hinton,
MERCK.

4.3 —Preparacao e Padronizacédo do Inéculo

A partir das culturas mantidas em meio sélido de Léwenstein-Jensen foram
preparadas culturas em meio liquido de MuellerHinton contendo 0,1% (v/v) de
Tweem 80. O M. fortuitum e M. smegmatis foram incubados por um periodo de 120
horas a 37°C, originando assim, culturas primérias. Estas culturas primérias foram
diluidas em novo meio de Mueller-Hinton, e incubadas por 72 horas a 37°C. Apos
incubacgédo, as culturas foram diluidas em caldo de Mueller-Hinton a fim de obter um
indculo padronizado em 10° UFC/mL (VALENCA, 1999; SILVA, 2001; SOUSA,
2001).
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4.4 — Preparacao das Solugcfes Estoque das Drogas

As solugbes estoque das drogas de concentracdo equivalente a 1000ug/mL
foram preparadas a partir das substancias de referéncia p-flior-fenilalanina (F-PHE)
98%, ACROS ORGANICS, o derivado 1,24 oxadiazol-hidrazida,
[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-acil-hidrazida, sintetizado no Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos do Departamento de Antibioticos da UFPE, e a
ofloxacina (OFLO) 99%, BAYER.

O derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida foi dissolvido num sistema composto por
DMSO/ Tween 80/ H,O na proporcdo de (1:1:48). A ofloxacina foi dissolvida em
etileno glicol P.A., VETEC, e a p-flior-fenilalanina em agua a 100°C. As solucdes
das drogas foram diluidas em agua destilada esterilizada seguindo uma progressao
geométrica de razdo dois, de modo a obter uma série de solucdes com
concentragdes que variaram de 1000 a 1,56pg/mL.

4.5 — Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

4.5.1 — Enumeracéo Inicial das Bactérias

Para uma possivel enumeracao inicial da populacdo bacteriana, 0,5mL do
indculo padronizado foi coletado e diluido seriadamente. de 10! a 107" em agua
destilada esterilizada.

Em placas contendo meio sélido de Mueller-Hinton, foram semeadas cinco
aliquotas de 10uL de todas estas diluicdes. As placas foram incubadas por 72 horas
a 37°C (COURVALIN, 1985; AZEVEDO-XIMENES, 1993; VALENCA,1999; SILVA,
2001). Apos incubagdo as colbnias formadas foram contadas para determinar a

populacdo bacteriana presente no inoculo inicial.
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4.5.2 — Exposicéo dos microrganismos as drogas

De cada concentragdo das drogas foi transferido 0,5mL para uma série de
tubos esterilizados, e em seguida foi adicionado 4,5mL do caldo de Mueller-Hinton
contendo o in6culo padronizado. Com esse procedimento as solucdes das drogas
sofreram nova diluicdo na ordem de 1:10, resultando em concentracdes que
variaram de 100 a 0,156pg/mL. No tubo controle foi utlizado 0,5mL de &agua
destilada esterilizada. Os tubos foram incubados por um periodo de 72 horas a 37°C
(COURVALIN, 1985; AZEVEDO-XIMENES, 1993; VALENCA, 1999). Também foram
realizados controles para os solventes, com a exposicdo do M. fortuitum e
M. smegmatis a uma solucdo do DMSO e etileno glicol com o dobro do volume
utilizado para a diluicho do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida e ofloxacina,
respectivamente, para assegurar que o efeito inibitério das drogas néo fora devido a

acao dos solventes.

45.2 —Leitura

Ap6s de incubacdo foi observado desenvolvimento dos microrganismos,
comparando os tubos que continham as drogas com o tubo controle. A CIM é
definida como a menor concentracdo da droga que inibe todo o crescimento visivel
do microrganismo (COURVALIN, 1985; AZEVEDO-XIMENES, 1993; VALENCA,
1999).

4.6 — Determinacdo da Concentragcdo Bactericida Minima (CBM)

A determinacéo da CBM foi realizada utilizando a técnica em meio soldo, pela
enumeracdo das bactérias sobreviventes apds o contato de 72 horas com as drogas.
Assim, ap0s a determinacdo da CIM, foram plaqueadas cinco aliquotas de 10uL

sobre meio soélido de Mueller-Hinton de cada tubo contendo o indculo exposto a
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droga que ndo apresentaram crescimento visivel. As placas foram incubadas por 72
horas a 37°C (COURVALIN, 1985; AZEVEDO-XIMENES, 1993).

4.6.1 - Leitura

Apl6s incubacdo foi realizada a enumeracdo das colénias. A CBM foi
estabelecida em funcdo da enumeragdo do indculo inicial, como a menor
concentracao das drogas que inibiu 99,99% da populacdo bacteriana (COURVALIN,
1985; AZEVED O-XIMENES, 1993).

4.7 — Determinacéo do Efeito Bactericida

4.7.1 - Principio

A atividade Dbactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida, do
p-fluorfenilalanina, da ofloxacina e de suas associaces, foi determinada pela
técnica das cinéticas bactericidas (Time Kiling Curve) (COURVALIN, 1985;
KROGSTAD; MOELLERING, 1996). A técnica consiste em determinar por
enumeragcdo das unidades formadoras de coldnias, o numero de bactérias
sobreviventes de um inOculo previamente padronizado exposto a concentragdes
conhecidas de drogas, em funcdo do tempo (COURVALIN, 1985; KROGSTAD;
MOELLERING, 1996). A concentragdo da droga utilizada no experimento foi igual a
CIM, previamente estabelecida.

Os in6culos bacterianos foram obtidos segundo metodologia descrita no item
4.3. Volumes de 9,0mL do meio liquido de Mueller-Hinton contendo a suspenséo
bacteriana devidamente padronizada, foram transferidos para tubos rosqueados
esterilizados que continham um volume total de 1,0mL das solu¢cbes das drogas ou
de suas duplas associacfes. Na tripla associacao foi utilizado volume final de 1,5mL

das drogas associadas e 8,5mL do in6culo padronizado. No tubo controle foi
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adicionado 1,0mL de agua destilada esterilizada (COURVALIN, 1985; AZEVEDO-
XIMENES, 1993).

4.7.2 —Protocolo Experimental

A enumeracdo inicial das bactérias (To), foi efetuada a partir de 0,5mL do
in6culo padronizado diluido de 10! a 10°®. Destas diluicdes foram plaqueadas cinco
aliguotas de 10uL de todas as diluicbes sobre meio sélido de Mueller-Hinton. As
placas foram incubadas a 37°C por um p eriodo de 72 horas.

O acompanhamento da atividade bactericida das drogas e de suas
associacoes foi realizado durante um periodo de 120 horas. Aliquotas de 0,5mL
foram retradas de cada tubo contendo os microrganismos expostos as drogas ou as
suas associacbes e do tubo controle; diluidas de 10 a 10° e em seguida
plaqueadas cinco aliquotas de 10uL de todas as diluicbes em meio sélido de
Muellur-Hinton. As placas foram incubadas por 72 horas a 37°C.

Este procedimento foi repetido apds 24 (T1), 48 (T2), 72 (T3), 96 (T4) e 120
horas (Ts), de exposicdo das bactérias as drogas ou as suas associaces
(COURVALIN, 1985; AZEVEDO-XIMENES, 1993).

Os valores obtidos permitiram tracar para as drogas e suas associagdes, uma
curva (Time Killing Curve) representando o niumero de bactérias viaveis, expresso
em logaritmo decimal (ordenada), em funcdo do tempo de exposicdo em horas
(abscissa).

Cada experimento foi realizado trés vezes em semanas consecutivas. Desse
modo, os dados apresentados sdo resultados das médias aritméticas e o desvio
padrdo das trés manipulacdes.

A figura 11 apresenta um esquema da técnica para determinacgéo in vitro da

atividade bactericida.
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4.7.3. — Critérios de Interpretacédo

Os critérios estabelecidos para uma boa atividade bactericida de uma droga,
determinam como uma atividade relevante, os resultados cujo decréscimo do inoculo
bacteriano seja igual ou superior a 2 logio, independente de estarem as drogas em
associacdo ou ndo, uma vez que o0s valores iguais a 2 logjo obtidos nas
manipulacdes in vitro, apresentam resultados significativos in vivo (COURVALIN et
al, 1990).
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Figurall: Esquema da técnica para determinagdo invitro da atividade bactericida.
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5 - RESULTADOS.

5.1 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM).

Os valores das CIMs e das CBMs para a ofloxacina, para o derivado
1,2,4-oxadiazol-hidrazida e para o p-fliorfenilalanina frente ao M. fortuitum e

M. smegmatis estéo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Valores das CIMs e CBMs para o M. fortuitum e M. smegmatis.

HHBA OFLO F-PHE
MICRORGANISMOS [ v CBM CIM CBM CIM CBM
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
M. fortuitum 25 100 1 1 >200 ND*
M. smegmatis 50 >100 1 2 >200 ND*

*ND - nao determinado.

Das drogas testadas, a ofloxacina demonstrou ser a mais efetiva,
apresentando CIM de 1lug/mL para o M. fortuitum e M. smegmatis. O derivado
1,2,4-oxadiazol-hidrazida mostrou-se mais ativo frente ao M. fortuitum com uma
CIM de 25ug/mL, enquanto para o M. smegmatis foi de 50ug/mL. A CIM do
p-flior-fenilalanina frente as duas micobactérias foi superior a 200ug/mL.

A CBM encontrada para o derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida frente ao
M. fortuitum foi de 100pg/mL, enquanto que frente o M. smegmatis foi maior do que
100pg/mL.

Nado foi realizado o procedimento para ser estabelecida a CBM para o

p-flior-fenilalanina, uma vez que a CIM né&o foi determinada.
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Para a ofloxacina estes valores foram de 1ug/ml para M. fortuitum, e de
2ug/mL para o M. smegmatis.

A atividade inibitéria do derivado 1,2,4-oxadiazolhidrazida frente ao
M. fortuitum e M. smegmatis, encontra-se ilustrada nas figuras 12 e 13
respectivamente. Pode ser visualizada uma auséncia de turbidez, que € o indicativo
da acgdo inibitéria, a partir do tubo contendo a concentracdo de 25ug/mL para o
M. fortuitum, figura 12, e 50pg/mL para o M. smegmatis, figura 13.

| —
—— p— — e ——

- [] - - - - L [

= l-"‘._—..—_‘.q I"'——- —_—— P-.T—..-“ !. -~ prem—. T = -

Figura 12: Determinagao da Concentragao Minima Inibitéria do derivado
1,2,4-oxadiazol-hidrazida frente ao M. fortuitum. Método de
diluicdo em meio liquido.
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Figura 13: Determinagdo da Concentragéo Minima Inibitéria do derivado
1,2,4-oxadiazothidrazida frente ao M. smegmatis. Método de
diluicdo em meio liquido.

5.2 —Efeito Bactericida das drogas e de suas associagdes.

Os resultados expressos pelo logaritmo das Unidades Formadoras de
Coldnias apods contato com as drogas e suas associacdes estdo representados na
tabela 5 para o M. fortuitum e tabela 7 para o M. smegmatis. Os valores da
diminuicdo do indculo ao longo das 120 horas de incubacéo, para o M. fortuitum e
M. smegmatis, encontram-se na tabelas 6 e na tabela 8, respectivamente. As tabelas
5, 6, 7 e 8 estdo no Apéndice A. As curvas tracadas a partir das médias calculadas
das trés manipulacdes estéo ilustradas nas figuras 14-19 para o M. fortuitum, e nas
figuras 20-25, para o M. smegmatis. Elas facilitam a comparacéo da atividade das

drogas e de suas associac¢des sobre as duas espécies de micobactérias estudadas.
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5.2.1 — Mycobacterium fortuitum.

O derivado 1,2,4-oxadiazothidrazida demonstrou uma reducéo do inéculo de
1,00 logio0 ap6s 48 horas de incubacdo. Esta inibicdo progressiva continuou até uma
diminuicdo no numero de bactérias de 1,45 logio apés 120 horas de exposicao,
figura 14. Esta atividade néo foi acentuada na associacdo com o p-flior-fenilalanina,

ver figura 15.
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Figura 14: Atividade bactericida do p-flior-fenilalanina, da ofloxacina e
do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida frente ao M. fortuitum .

9

8 -

7 ==
2 6 [l | Hh T T { { O CONTROLE
2 5t H H | o epre
)
24l O HHBA
—
3 3r O F-PHE+HHBA

2 -

1 -

0 1 1 1 1

24 48 72 % 120
Tempo (H)

Figura 15: Atividade bactericida da associacdo p-flior-fenilalanina
+1,2,4-oxadiazolhidrazida frente ao M. fortuitum .
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BN

Quando o derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida foi combinado a ofloxacina
observou-se um aumento na atividade bactericida. Nas primeiras 24 horas houve um
efeito aditivo desta atividade, que resultou na reducéo de 1,23 logio da populacdo
bacteriana inicial, chegando a metade com 48 horas de contato, figura 16.

Apbs 72 horas de contato esta associacao foi capaz de esterilizar a cultura de
M. fortuitum. Esta resposta a acdo bactericida das drogas também foi observada
com a ofloxacina, figura 16.

Quando o p-flior-fenilalanina foi associada a ofloxacina houve um discreto
aumento da atividade inibitéria apenas nas primeiras 24 horas, apresentando um
decréscimo do indculo de 0,5 logiw. Apds este periodo o perfil de inibicdo desta
associagao foi igual ao da ofloxacina, figura 17.
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Figura 1€: Atividade bactericida da associacéo ofloxacina
+ 1,2,4 -oxadiazol-hidrazida frente ao M. fortuitum.
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Figura17: Atividade bactericida da associa¢édo p-flior-fenilalanina
+ ofloxacina frente aoM. fortuitum.

Quando foi comparado o efeito bactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-
hidrazida com o da ofloxacina nas primeiras 24 horas de exposicado, verificou-se que
a ofloxacina mostrou uma reducdo 2,5 vezes maior do que a apresentada pelo
derivado hidrazinico, figura 14.

O p-fluorfenilalanina ndo demonstrou nenhuma acgdo bactericida. Ao longo
das 120 horas foi verificado um crescimento microbiano da ordem de 1,04 logio. Este
resultado foi semelhante ao controle que apresentou um crescimento de 1,09 logio,
figura 14.

A associacdo da ofloxacina, do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida e do
p-flior-fenilalanina, figura 18, demonstrou uma reducéo de 1,45 logio com 24 horas
de contato, chegando a metade do in6culo inicial ap6s 48 horas, seguida de
esterilizacdo da cultura a partir das 72 horas de exposicdo. A atividade bactericida
observada para a associacdo ofloxacina+1,2,4-oxadiazolhidrazida ndo foi alterada
com a introdugéo do p-flior-fenilalanina, figura 19.

A figura 19 apresenta uma viséo geral do efeito bactericida da ofloxacina, do
1,2,4-oxadiazol-hidrazida e do p-fliorfenilalanina em suas associacfes frente ao
M. fortuitum,
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Figura 18: Atividade bactericida da asscciagao 1,2,4-oxadiazol-hidrazida
+ ofloxacina + p-flior-fenilalanina frente ao M. fortuitum.
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Figura 19: Atividade bactericida do p-flior-fenilalanina, da ofloxacina e
do 1,2,4-oxadiazol-hidrazida em suas associacBes frente
ao M. fortuitum.
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5.2.2 — Mycobacterium smegmatis.

O derivado 1,2,4-oxadiazolhidrazida demonstrou uma atividade bastante
interessante frente ao M. smegmatis, causando uma reducédo do inéculo de 1,30
logio apds 48 horas de exposigcdo. A inibicdo foi continua e progressiva até uma
reducdo de 2,41 log;p da populacéo inicial, apés 120 horas de contato, figura 20.

Esta atividade néo foi acentuada na associagdo com o p-flior-fenilalanina, figura 21.
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Figura 20: Atividade bactericida do p-flior-fenilalanina, da ofloxacina e do
derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida frente ao M. smegmatis.
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Figura 21: Atividade bactericida da associagdo p-flior-fenilalanina
+1,2,4-oxazdiazol-hidrazida frente ao M. smegmatis.
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Y

O derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida quando associado a ofloxacina,
provocou uma reducgdo equivalente a 2,74 logio apos 120 horas de exposicao, figura
22. Esta reducao foi superior a observada para o derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida
e para a ofloxacina neste mesmo periodo.

A ofloxacina quando associada a p-flior-fenilalanina foi observada uma
reducgédo de 3,09 logio em 120 horas de contato, figura 23.

Esta reducdo da populacéo inicial foi maior do que a associac¢éo ofloxacina +
1,2,4-oxadiazol-hidrazida, cujo decréscimo do indculo inicial foi de 2,74 logio apds o
mesmo periodo, figura 22.
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Figura 22: Atividade bactericida da associacdo ofloxacina
+1,2,4-oxadiazolhidrazida frente ao M. smegmatis.
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Figura 23 Atividade bactericida da associacdo p-filior-fenilalanina
+ ofloxacina frente ao M. smegmatis.

Quando foi comparado o efeito bactericida do derivado hidrazinico com a
ofloxacina, foi verificado que com 48 horas de exposi¢éo, o 1,2,4-oxadiazol-hidrazida
foi mais ativo, apresentando um decréscimo de 1,30 logio contra 0,51 logio da
ofloxacina. Contudo, a partir das 72 horas as duas drogas apresentaram efeitos
semelhantes até o término do experimento, figura 20.

O p-fldorfenilalanina ndo demonstrou nenhuma acdo bactericida. Ao longo
das 120 horas do experimento foi verificado um crescimento microbiano da ordem de
1,01 logio. Este resultado foi semelhante ao controle que apresentou um crescimento
da ordem de 1,12 log o, figura 20.

A associagdo da ofloxacina, do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida e do
p-flior-fenilalanina foi responsével por uma diminuicdo de 2,99 logiy do inéculo
original ao final das 120 horas, figura 24. A introducdo do derivado p-flior-
fenilalanina na associagéo ofloxacina+1,2,4-oxadiazol-hidrazida ndo apresentou um
aumento importante ao final das 120 horas de exposigéo, figura 25.

A figura 25 apresenta uma visao geral do efeito bactericida da ofloxacina, do
1,2,4-oxadiazol-hidrazida e do p-fliorfenilalanina em suas associagdes frente ao
M. smegmatis.
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Figura 24: Atividade bactericida da associacdo 1,2,4-oxadiazothidrazida
+ ofloxacina + p-flior-fenilalanina frente ao M. smegmatis.
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Figura 25: Atividade bactericida do p-flior-fenilalanina, da ofloxacina e
do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida em suas associacfes
frente ao M. smegmatis.
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6 — DISCUSSADO.

RASTOGI et al (1981); DAVID et al (1986); SUZUKI; INAMINE (1994);
MORRIS; ROUSE (1996), propuseram que a resisténcia do M. avium e
M. tuberculosis a mdltiplas drogas ndo pode ser apenas explicado por fatores
genéticos ou permeabilidade seletiva associada a membrana, mas, além disso, é
provavel que a causa seja a arquitetura do envelope celular bacteriano, a qual pode
agir como uma eficiente barreira para a penetragéo de algumas drogas (RASTOGI et
al, 1981, RASTOGI; FREHEL; DAVID, 1986; DRAPER, 1998). Para superar o
mecanismo de exclusdo pelo qual a estrutura da camada externa impediria a difuséo
das drogas através da parede, foi sugerida a possibilidade de que inibindo a sintese
de um componente da parede poderia romper sua arquitetura, permitindo dessa
forma a difusdo da droga através da parede, para eventualmente atingir seus
respectivos alvos (DAVID et al, 1988; RASTOGI; GOH, 1990).

O conhecimento em torno da estrutura da parede celular micobacteriana é
incompleto (DRAPER, 1991; BARROW, 1997; DRAPER, 1998; KHASNIBIS;
ESCUYER; CHATERJEE, 2002), contudo, existe uma visdo generalizada de que ela
é composta por varias camadas distintas (DAVID; LEVIFFREBAULT; THOREL, 1988;
MCNEIL; BRENNAN, 1990; DAFFE; DRAPER, 1997), na qual a camada mais
externa € composta por complexas moléculas anfipaticas, denominadas micosidios
(RASTOGI; FREHEL; DAVID, 1986; DAVID et al, 1988; RASTOGI; GOH; DAVID,
1990). Os micosidios sdo fenolglicolipidios (PGLs) ou glicolipopeptidios (GLPs)
espécie especificos, Unicos das micobactérias (DAFFE, DRAPER, 1997). De acordo
com o modelo , essas moléculas estariam ligadas a superficie celular por interaces
lipidio-lipidio estabelecidas entre seus lipidios componentes e os acidos micdlicos,
que por sua vez, estdo esterificados ao mucopeptidio arabinogalactana no esqueleto
da parede celular (DAVID et al, 1987; DAVID et al, 1988; RASTOGI; GOH; DAVID,
1990).

Por causa da sua ligacdo ndo covalente no envelope celular, os GPLs se
depositam em torno da micobactéria e acumulam-se durante o crescimeno
prolongado nos macrofagos apos a infeccdo (RASTOGI, 1989; RASTOGI; HELIO,
1990; RASTOGI; LABROUSSE; SOUSA, 1992), sédo tidos como substancias
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lentamente degradadas, com propriedades imunomodulatorias, e contribuem para a
patogenicidade e resisténcia as drogas (RASTOGI; DAVID, 1988; RASTOGI;
BARROW, 1994; ROBERTS, 1996; BARROW, 1997; DRAPER, 1998).

Os GPLs ou micosidio-C séo glicoconjugados, compostos por lipidios
glicosilados contendo um tripeptidio central formado por D-fenilalanina-D-halo-
treonina-D-alanina (DAVID et al, 1988; BARROW et al, 1993; DAFFE; DRAPER,
1997), provavelmente sensivel a inibicdo especifica por analogos de aminoacidos
usados como antimetabdlitos desses aminoacidos.

O exame de lipidios marcados (RASTOGI et al, 1994), revelou a presenca de
um componente lipopeptidico, ndo glicosilado compartilhado por todas as cepas
estudadas (RASTOGI et al, 1994; DAFFE; DRAPER, 1997), que contém fenilalanina,
alanina e isoleucina e pode ter um papel na biossintese do GPL (BARROW et al,
1993; RASTOGI et al, 1994). Foi proposto que esse lipopeptidio tem similaridade
com o lipopeptidio glicosilado identificado em algumas cepas do M. avium. Por
causa da presenca da fenilalanina, treonina, alanina e alaninol, foi sugerido que esse
lipopeptidio glicosilado seja o provavel precursor na biossintese do GPL (BARROW
et al, 1993). A biossintese do GPL procede de uma rota que inicia com a sintese do
peptidio central, e que inibindo esta primeira etapa seria possivel inibir as etapas
posteriores da biossintese do GPL (RASTOGI et al, 1994). Isso auxiliaria na
debilitacdo do envelope celular e assim aumentaria a atvidade dos agentes
antimicobacterianos.

No esfor¢co para vencer o obstaculo da camada externa do envelope celular
micobacteriano, tem sido usado drogas que afetem a biossintese dos GPLs em trés
sitios: glicosilagdo, biossintese do peptidio, e biossintese dos acidos graxos
(RASTOGI et al, 1994). Os derivados de aminoacido orto, para, e mais
freqientemente o m-lUorfenilalanina, tém sido testados com sucesso, como
inibidores do micosidio-C (DAVID et al, 1988; RASTOGI; GOH; DAVID, 1990), e em
combinagbes com agentes antimicobacterianos conhecidos (RASTOGI; GOH;
DAVID, 1990; RASTOGI; GOH; LABROUSSE, 1993; BARROW et al, 1993;
RASTOGI et al, 1994).

Variacdes fisiolégicas na composicdo do micosidio-C e sua topografia na
arquitetura da camada externa, encontrada de cepa para cepa dentro da mesma
espécie micobacteriana (BARROW et al, 1993; RASTOGI et al, 1994), seria a
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explicagdo para a diferenca no padrdo de atividade dos derivados da fenilalanina
frente as cepas do M. avium .

Essa variacdo ndo ocorre com a composi¢do do arabinogalactana e dos
acidos micodlicos, os dois outros grandes constituintes do envelope micobacteriano,
gue ndo varia significantemente entre as cepas da mesma espécie (BARROW et al,
1993; RASTOGI et al, 1994).

Neste trabalho, o derivado p-flior-fenilalanina ndo apresentou nenhum efeito
bactericida, confirmando sua acao apenas de inibidor da biossintese do micosidio-C
sem afetar o metabolismo celular no geral (DAVID et al, 1988), também néo foi
estabelecida uma CIM até uma concentracdo de 200ug/mL. Esta foi a Concentracéo
Inibitéria Minima encontrada para o derivado meta frente ao M. avium (RASTOGI et
al, 1994). Esses resultados demonstraram, que além de ndo possuir atividade
bactericida, o p-flior-fenilalanina também ndo apresenta atividade bacteriostatica,
fato esse observado pelos valores elevados de sua CIM para o M.fortuitum e M.
smegmatis.

O derivado m-fliorfenilalanina acentuou a atividade do derivado anfipatico da
isoniazida, 1-isonicotinil-2-palmitoil  hidrazina (RASTOGI; GOH, 1990); da
rifampicina, ofloxacina e ciprofloxacina (RASTOGI; GOH; DAVID, 1990); da
amicamicina, esparfloxacina e claritromicina (BARROW et al, 1993; RASTOGI et al,
1994); e da dapsona (RASTOGI; GOH; LABROUSSE, 1993) frente a varias cepas
do M. avium. Neste estudo, ndo foi observado nenhum aumento significativo,
guando o p-flior-fenilalanina foi combinado com o derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida
e ofloxacina frente ao M. fortuitum, enquanto um discreto aumento foi observado
contra o M. smegmatis, com a associacdo do p-fluorfenilanina com a ofloxacina.
Estes resultados poderdo ser explicados pela variacao fisiolégica na composi¢ao do
micosidio-C e na topografia na arquitetura da camada externa da parede celular
micobacteriana destes microrganismos.

O derivado 1,2,4-oxadiazothidrazida frente ao M.fortuitum demonstrou
atividade, mas ndo apresentou um decréscimo do inéculo de 2 logio, preconizado
como parametro para a droga ter boa atividade in vivo. No entanto, sua atividade
contra o M. smegmatis foi bastante promissora, cujo decréscimo do indculo inicial foi
de 2,41 logip apds 120 horas de exposicdo. O derivado hidrazinico ndo permitiu um

recrescimento das micobactérias até as 120 horas de exposi¢do, demonstrando que
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durante esse periodo, numa concentracdo igual a CIM ndo houve surgimento de
microrganismos resistentes.

A CIM de 1lug/mL encontrada para a ofloxacina frente ao M. fortuitum e
M. smegmatis, e a CBM de 1ug/mL para o M. fortuitum e de 2ug/mL para o
M. smegmatis, confimam sua boa atividade frente as micobactérias, e a néo
observacdo de recrescimento dos microrganismos durante o periodo de exposicdo
corroboram aos estudos anteriores desenvolvidos por AZEVEDO-XIMENES (1993),
frente as mesmas espécies de micobactérias.

A atividade bactericida da ofloxacina, frente as duas micobactérias, foi
visualizada pela esterilizacdo do inéculo bacteriano do M. fortuitum a partir das 72
horas de contato, e uma reducéo na ordem de 2,68 log, frente ao M. smegmatis.
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7 — CONCLUSOES

Os resultados apresentados pelo derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida
demonstraram que este possue atividade inibitéria e bactericida sobre as duas
micobactérias. No contato com o M. fortuitum e M. smegmatis, a atividade
bactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida causou uma diminuigéo
progressiva e continua no numero de células viaveis do inoculo bacteriano, sem

apresentar recrescimento das culturas durante as 120 horas de exposigéo.

Esses resultados do derivado 1,2,4-oxadiazothidrazida s&o bastante
interessantes e promissores, incentivando 0 investimento em novos experimentos
tanto in vitro quanto em in vivo, para determinar a eficacia desta nova hidrazida no
tratamento das micobacterioses.

.....

concentracdo igual a 200ug/mL, ndo sendo determinadas a Concentracao Inibitoria
Minima e a Concentracdo Bactericida Minima. Este derivado ndo aumentou a
atividade nas associacbes com o derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida e com a
ofloxacina frente ao M. fortuitum. O derivado da fenilalanina acentuou apenas

discretamente a atividade da ofloxacina contra o M. smegmatis.

Com os resultados obtidos, pode-se sugerir que além de se considerar a
grande variedade encontrada na constituicdo e arranjo dos componentes da camada
externa da parede celular das micobactérias, deve-se levar em conta a influéncia da
configuracdo estrutural do derivado da fenilalanina no seu padrdo de atividade.
Dessa forma sugerimos o uso do derivado com a configuragdo meta ao invés do

derivado com configuracaopara.

A ofloxacina demonstrou ser mais efetiva droga frente ao M. fortuitum e
M. smegmatis. A ofloxacina foi responsavel pela maior reducdo do indculo inicial,
quando comparada as outras drogas utilizadas neste estudo. Utilizada na
Concentracdo Minima Inibitéria, a ofloxacina foi capaz de esterilizar a cultura do
M. fortuitum em 72 horas de exposicao.
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A associacdo das trés drogas, da ofloxacina, da p-flior-fenilalanina, e do
derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida n&o apresentou aumento importante na atividade
apresentada com as associacdes de duas drogas, que obtiveram os melhores

resultados.
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Tabela 5: Atividade bactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida, da ofloxacina,

do p-flior-fenilalanina & de suas associac¢des frente o M. fortuitum.,
X = média das UFC/mL e d=+ o desvio padrao.

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS — UFC/mL (log1o)

W To Ti(24hs)  To48hs)  Ta(72hs)  Ta(96hs)  Te(120hs)
DROGAS X d X d X d X d X d X d
CONTROLE  6,75t004 6,85£0,09 7,39%0,07 7,49+0,09 7,69:0,09  7,84%0,19
F-PHE 6,75t0,04 6,78+0,10 7,33+0,10 7,41+0,12 7,64+0,06 7,79+0,17
HHBA 6,75:0,04 6,12+0,31 5,75+0,26 5630,20 542+0,36 5,30£0,39
OFLO 6,75:t0,04 6,480,33 4,17+0,22 0,00:0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
F-PHE+HHBA  6,75+0,04 6,25:0,40 5,99+0,34 503+0,31 572+0,59 5,670,59
F-PHE+OFLO  6,75+0,04 5,98+0,14 4,06+0,49 0,00£0,00 0,00:+0,00 0,00+0,00
OFLO+HHBA  6,75+0,04 552+0,67 3,50+0,51 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
OFLO+HHBA

woye  075:0,04 530:042 358:0,15 0,00:0,00 0,00:0,00 0,00£0,00

Tabela 6. Diminuicdo das UFC/mL (logio) do in6culo inicial exposto ao derivado
1,2,4-oxadiazothidrazida, a p-flior-fenilalanina, a ofloxacina e as suas
associacao frente o M. fortuitum.

DIMINUICAO DO INOCULO BACTERIANO ( logio)

TEMPO
Ti(24hs) Ta(48hs) Ts(72hs) Ta(96hs)  Ts(120hs)
DROGAS
FPHE 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HHBA 0,63 1,00 1,12 1,33 1,45
OFLO 0,27 2,58 6,75 6,75 6,75
FPHE+HHBA 0,50 0,76 0,82 1,05 1,08
F-PHE+OFLO 0,77 2,69 6,75 6,75 6,75
OFLO+HHBA 1,23 3,25 6,75 6,75 6,75
OFLO+HHBA
1,45 3,17 6,75 6,75 6,75

+F-PHE




VICENTE, I.C.S.

Atividade bactericida de um novo derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida ...

82

Tabela 7: Atividade bactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida, da ofloxacina,

do p-flior-fenilalanina e de suas associacdes frente o M. smegmatis,

X = média das UFC/mL e d=+ o desvio padréo.

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS — UFC/mL (log10)

TEMPO To Ti(24hs)  T2(48hs)  Ta(72hs)  Ta(96hs) Ts(120hs)
DROGAS X d x d x d x d x d X d
CONTROLE 6,58+0,29 7,01+0,10 7,20+0,07 7,30+0,16 7,55+0,23 7,70+0,29
F-PHE 6,58+0,29 6,89+0,08 7,11+0,08 7,20+0,12 7,43+0,29 7,59+0,31
HHBA 6,58+0,29 6,36+0,11 5,28+0,16 4,96+0,18 4,44+0,09 4,17+0,17
OFLO 6,58+0,29 6,29+0,66 6,07+0,59 5,16+0,87 4,52+0,60 3,90+0,54
F-PHE+HHBA  §58+0,29 6,28+0,15 5,29+0,27 5,05+0,26 4,90+0,40 4,50%0,25
F-PHE+OFLO  §58+0,29 6,36+0,49 5,97+0,87 5,63+0,58 4,51+0,82 3,49+0,31
OFLO+HHBA 6,58+0,29 6,05+0,61 4,98+0,53 4,61+0,37 4,29+0,16 3,84+0,50
OFLO+HHBA

ePHE 6,58+0,29 5,72+0,42 4,97+0,34 4,40+0,31 4,05+0,38  3,59+016

Tabela 8 Diminuicdo das UFC/mL (logio) do indculo inicial exposto ao derivado
1,2,4-oxadiazol-hidrazida, a p-flior-fenilalanina, a ofloxacina e
as suas associagao frente o M. smegmatis.

DIMINUICAO DO INOCULO BACTERIANO ( logio)

TEMPO
Ti(24hs) To(48hs) Ts(72hs) Ta(96hs)  Ts(120hs)
DROGAS
PHE 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HHBA 0,22 1,30 1,62 2,14 2,41
OFLO 0,29 0,51 1,42 2,06 2,68
F-PHE+HHBA 0,30 1,29 1,53 1,68 2,08
F-PHE+OFLO 0,22 0,61 0,95 2,07 3,09
OFLO+HHBA 0,53 1,60 1,97 2,29 2,74
OFLO+HHBA
0,86 1,61 2,18 2,53 2,99

+F-PHE
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