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Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria oportunista que raramente causa infeccdo em
pessoas sadias. Porém figura entre os principais agentes em infeccbes nosocomiais, com altas
taxas de morbidade e mortalidade devido a sua resisténcia a multiplos farmacos (MDR). Este
microorganismo €& capaz de desencadear infeccbes graves em individuos
imunocomprometidos, sendo os mais susceptiveis aqueles internados em unidades de terapia
intensiva, pacientes queimados e com fibrose cistica. Apesar de existirem muitas classes de
antibioticos disponiveis para o tratamento é cada vez mais comum a ocorréncia de infecgdes
por cepas multirresistentes, principalmente no ambiente hospitalar. Esses locais, além da
circulacdo de individuos susceptiveis e imunocomprometidos, apresentam condicGes
favoraveis para transmissdo e pressdo seletiva das cepas, favorecendo o surgimento de
isolados multirresistentes. P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos foram incluidas na
lista da Organizacdo Mundial de Salude (OMS) entre as trés espécies de bactérias com
necessidade critica para o desenvolvimento de novos antibioticos. Compostos heterociclicos
derivados de pirazolinas vém sendo sintetizados e utilizados em estudos pelas suas
caracteristicas e diversas propriedades farmacoldgicas. Ferramentas computacionais (in silico)
tém sido propostas a fim de reduzir o tempo e altos custos envolvidos neste processo. Estas
tecnologias permitem associar predi¢cbes computacionais aos ensaios pré-clinicos laboratoriais
(in vitro e in vivo), tornando estes modelos custo-efetivos na pesquisa e desenvolvimento de
farmacos. Tendo em vista, a urgente necessidade em descobrir novos antibidticos ou
alternativas terapéuticas para o tratamento de infeccdes multirresistentes por este patégeno o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de sete novos compostos
derivados de pirazolinas em isolados clinicos multirresistentes de P. aeruginosa e estudar suas
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas utilizando ferramentas in
silico. Para avaliar a atividade antibacteriana dos farmacos foi realizado a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM). A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em
ensaios com a linhagem celular de fibroblasto (VERO). Os compostos pirazolinicos que
apresentaram atividade tiveram uma CIM de 0,2 mg/mL frente aos isolados clinicos e valores
de ICso que variou em 0,0081lmg/mL e 0,4577mg/mL. Em relacdo aos resultados
farmacocinéticos e toxicoldgicos (in silico) os compostos analisados ndo violaram a regra dos
cinco, instituida por Lipinski. Além desses parametros, o numero de ligacGes rotacionais
esteve menor que 10 (entre 3 e 4) e a TPSA esteve menor que 140 A (65,79), o que ratificou
uma boa biodisponibilidade oral dos compostos analisados. A previsdo in silico e suas
respectivas atividades antimicrobianas das moléculas aqui analisadas, com ressalvas e
possiveis rearranjos moleculares nos permite sugeri-las como potenciais candidatos a
farmacos a serem utilizados pela via oral com boa permeabilidade através de membranas
biolbgicas e alta absorcao por via gastrintestinal.

Palavras chaves: Pseudomonas aeruginosa. Atividade antibacteriana. in silico. Pirazolina.



STUDY OF ANTIBACTERIAL, PHYSICOCHEMICAL, PHARMACOKINETIC AND
TOXICOLOGICAL ACTIVITY OF NEW PYRAZOLINE-DERIVED COMPOUNDS

AUTHOR: Augusto Dias da Mota
ADVISER: Dr2. Rosmari Horner

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic bacterium that rarely causes infection in healthy
people. However, it is among the main agents in nosocomial infections, with high rates of
morbidity and mortality due to its multidrug resistance (MDR). This microorganism is
capable of triggering serious infections in immunocompromised individuals, the most
susceptible being those hospitalized in intensive care units, burn patients and cystic fibrosis
patients.Although there are many classes of antibiotics available for treatment, infections by
multidrug-resistant strains are increasingly common, especially in the hospital environment.
These sites, in addition to the circulation of susceptible and immunocompromised individuals,
present favorable conditions for the transmission and selective pressure of the strains,
favoring the emergence of multidrug-resistant isolates. Carbapenem-resistant P. aeruginosa
were included in the World Health Organization (WHO) list of three species of bacteria in
critical need for the development of new antibiotics. Heterocyclic compounds derived from
pyrazolines have been synthesized and used in studies due to their characteristics and various
pharmacological properties. Computational tools (in silico) have been proposed in order to
reduce the time and high costs involved in this process. These technologies allow the
association of computational predictions with pre-clinical laboratory tests (in vitro and in
vivo), making these models cost-effective in drug research and development. In view of the
urgent need to discover new antibiotics or therapeutic alternatives for the treatment of
multidrug-resistant infections caused by this pathogen, the present study aimed to evaluate the
antibacterial activity of seven new compounds derived from pyrazolines in multidrug-resistant
clinical isolates of P. aeruginosa and to study their properties. physicochemical,
pharmacokinetic and toxicological properties using in silico tools. To evaluate the
antibacterial activity of the drugs, the determination of the minimum inhibitory concentration
(MIC) was performed. The cytotoxicity of the compounds was evaluated in assays with the
fibroblast cell line (VERO). The pyrazoline compounds that showed activity had a MIC of 0.2
mg/mL compared to clinical isolates and IC50 values that ranged from 0.0081mg/mL to
0.4577mg/mL. Regarding the pharmacokinetic and toxicological results (in silico), the
analyzed compounds did not violate the rule of five, established by Lipinski. In addition to
these parameters, the number of rotational bonds was less than 10 (between 3 and 4) and the
TPSA was less than 140 A (65.79), which confirmed a good oral bioavailability of the
analyzed compounds. The in silico prediction and their respective antimicrobial activities of
the molecules analyzed here, with reservations and possible molecular rearrangements, allows
us to suggest them as potential candidates for drugs to be used orally with good permeability
through biological membranes and high absorption by the gastrointestinal route.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Antibacterial activity; in silico; Pyrazoline.
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa, apesar de geralmente ndo causar doenca em individuos
imunocompetentes, é considerada uma bactéria letal e oportunista. Possui uma série de
defesas intrinsecas e adquiridas que facilitam o desenvolvimento de resisténcia ao atual
espectro de antibidticos disponiveis (JENNY; KINGSBURY, 2018). Frequentemente é
responsavel por infec¢bes nosocomiais, com altas taxas de mortalidade em pacientes criticos
(GOMES et al, 2011; HIRSCH et al, 2012; TUMBARELLO et al, 2011). Essas
caracteristicas tornam o ambiente hospitalar um local favoravel para sua colonizacdo e
pressdo seletiva, facilitando o surgimento cepas multirresistentes (BASSETTI et al., 2018).

A complexidade de seus mecanismos de resisténcia dificultam a erradicagdo da
infeccdo e elevam os indices de morbidade e mortalidade quando comparadas a outros
patogenos (OSMON et al.,, 2004). Infeccbes causadas por cepas multirresistentes a P.
aeruginosa limitam severamente as opcOes terapéuticas e estdo associadas a hospitalizacGes
prolongadas e infecc¢des polimicrobianas (DE MATOS et al., 2016; ZAVASCKI et al., 2006).

Apesar da diversidade de opcdes farmacoldgicas disponiveis, P. aeruginosa € capaz de
desenvolver resisténcia a maioria dos farmacos. Nas Ultimas décadas, os estudos vém
demonstrando uma crescente resisténcia as cefalosporinas e carbapenémicos (farmacos de
Gltima escolha no tratamento de infeccdes) (HIRSCH et al., 2012; HONG et al., 2015). Isso
evidéncia a necessidade urgente de pesquisas que tenham como objetivo descobrir novas
alternativas para o tratamento de bactérias multirresistentes (BASSETTI et al., 2018).
Corroborando essa necessidade, a Organizacdo Mundial de Saude elaborou uma lista de
patdgenos prioritarios para o descobrimento de novos antibioticos. Entre estes, P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos foi elencada como uma prioridade critica, junto com
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos e Enterobacterias resistente a
carbapenémicos e a cefalosporinas de 32 geracao (WHO, 2017).

Nas Gltimas décadas, os compostos heterociclicos vém sendo estudados devido a
descobertas de suas numerosas aplicacbes farmacéuticas. Entre esses compostos, as
pirazolinas demonstraram atividade antimicrobiana, o que as torna promissoras candidatas a
novos farmacos contra infeccdes, como por exemplo, frente a P. aeruginosa (KUMAR et al.,
2009; ASAD et al., 2020).

A descoberta e o desenvolvimento de farmacos envolvem diversas etapas que além de
onerosas financeiramente, podem levar muito tempo até que um novo farmaco seja

introduzido no mercado. Frente a isso, diversas ferramentas computacionais (in silico) tém



sido propostas a fim de reduzir o tempo e os altos custos envolvidos neste processo. Estas
tecnologias permitem associar predi¢cGes computacionais aos ensaios pré-clinicos laboratoriais
(in vitro e in vivo), tornando estes modelos custo-efetivos na pesquisa e desenvolvimento de
farmacos (MACHIUS, 2003). Embora estejam disponiveis a bastante tempo, esse tipo de
metodologia ainda é considerado como ferramenta essencial ao estudar potenciais novos
farmacos. Como exemplo, cita-se o cenario da pandemia Covid-19, em que 0 uso de estudos
in silico possibilitaram a triagem rapida de compostos com potencial atividade contra o
SARS-CoV-2 (BIEMBENGUT; DE SOUZA, 2020). A industria farmacéutica reconhece a
importancia e faz uso dessas ferramentas computacionais nos estagios iniciais do
desenvolvimento de um medicamento (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Assim, este estudo apresentou a avaliacdo da atividade antibacteriana e citotdxica de
compostos pirazolinicos sintéticos em isolados clinicos multirresistentes de P.aeruginosa
obtidos de pacientes atendidos no hospital universitario da Universidade Federal de Santa
Maria (HUSM-UFSM) e suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicologicas

utilizando ferramentas in silico.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana de sete novos compostos derivados de pirazolinas
em isolados clinicos multirresistentes de P. aeruginosa e estudar suas propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas utilizando ferramentas in silico.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a Concentragdo Minima Inibitéria das pirazolinas frente a isolados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa provenientes do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM);

o Avaliar a citotoxicidade dos compostos pirazolinicos na linhagem celular de
fibroblasto (VERO);
o Avaliar as caracteristicas tedricas de absorcdo, distribuicdo, metabolismo,

excrecdo (ADME), fisico-quimicas, farmacocinéticas e efeitos toxicologicos dos compostos e

do meropenem através da analise in silico.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pseudomonas aeruginosa E IMPORTANCIA CLINICA

P. aeruginosa é um bastonete Gram-negativo, reto ou ligeiramente curvo, aerébio
restrito, com mobilidade através de um unico flagelo. So bactérias ndo esporuladas que se
caracterizam principalmente pela incapacidade de utilizar glicose e carboidratos como
fonte de energia através da fermentacdo, degradando-os pela via oxidativa. Na grande
maioria, sdo citocromo-oxidase positivas e produzem pigmentos hidrossoliveis que se
difundem em meios de cultura. Desenvolvem-se bem entre 37 e 42°C e ndo toleram pH
acido (HILL, E.B.; HENRY, D.A.; SPEERT, 2007).

Este microrganismo faz parte da familia Pseudomonaceae, que na sua maioria S&o
microrganismos de vida livre. Podem infectar diversas espécies de plantas e animais, sendo
somente algumas espécies patogénicas para o ser humano (CDC, 2014).

E comum a sua presenca em unidades hospitalares, principalmente em equipamentos e
utensilios médico-hospitalares como respiradores, nebulizadores, cateteres, sondas, solugdes
antissepticas, desinfetantes de uso terapéutico, entre outros. Assim, dependendo do
procedimento realizado, das boas praticas do profissional de satde e da condicdo imunoldgica
do paciente a disseminacdo deste patdgeno no ambiente hospitalar pode ser facilitada,
podendo causar pneumonias, infeccbes do trato urinario, infecgdes da corrente sanguinea,
infeccdes do sitio cirurgico, infeccdes de pele principalmente nas lesdes por queimaduras,
entre outros (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000). Qualquer paciente que esteja
imunodeprimido ou tenha sido exposto a qualquer tipo de trauma esta em risco para a
colonizacdo desta bactéria (JENNY; KINGSBURY, 2018).

Um estudo de metanalise observou que as infeccBes por P. aeruginosa multirresistente
resultam em altas taxas de mortalidade em comparacao com aquelas ndo multirresistentes. A
maioria dos estudos analisados citou a corrente sanguinea como o principal local de infeccédo
por P. aeruginosa, principalmente em unidades de terapia intensiva (UTIs). Observaram ainda
que as infeccbes aumentaram 0s custos para 0s hospitais, a complexidade dos casos e
prolongaram o tempo de hospitalizacdo (DE MATOS et al., 2018). Um estudo brasileiro
realizado no hospital universitario do estado do Para também identificou a rota sanguinea de
infeccdo como a mais frequente entre pacientes internados em UTIs (DE MATOS et al.,
2016). Geralmente, as cepas de P. aeruginosa isoladas nestes locais apresentam percentuais

de resisténcia mais elevados em relacdo a outras unidades, possivelmente devido a
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transmisséo destas entre os pacientes (FERREIRA, 2005).

A pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (PAVM) é a infeccdo mais comum em
UTIs e o principal motivo de prescricdo de antibidticos nesses locais. P. aeruginosa é uma das
bactérias que mais causam esta complicacio (RAMIREZ-ESTRADA; BORGATTA; RELLO,
2016). Em um estudo que avaliou os microrganismos causadores de PAVM em UTlIs foi
observado que P.aeruginosa foi um dos patégenos mais frequentes, sendo que as cepas de P.
aeruginosa multirresistentes foram um fator dependente de morte hospitalar
(TUMBARELLDO et al., 2013).

P. aeruginosa também é capaz de causar infeccdes graves em pacientes queimados
através da sua colonizacdo em feridas de queimaduras. E considerada o agente infeccioso
mais frequente em unidades de queimados (EROL et al., 2004; LARI; ALAGHEHBANDAN,
2000). O comprometimento da pele deixa o paciente suscetivel a invasdo de microrganismos.
Nestes casos e bastante frequente uma infecgdo oportunista pela P. aeruginosa (REMPEL,;
TI1ZZOT; VASCO, 2011).

Pacientes com fibrose cistica (FC) também estdo mais susceptiveis a infeccéo pela P.
aeruginosa. A fibrose cistica € uma doenca genética de carater autossémico recessivo, crénica
e progressiva, gque atinge varios o0rgdos e sistemas do organismo. Esta deficiéncia genética
altera o transporte de eletrolitos e cloretos que ocorre através da membrana plasmatica das
células epiteliais. Isso resulta principalmente em camadas de muco espessas, desidratadas e
pegajosas no pulmdo (MORADALI; GHODS; REHM, 2017). A alteracdo do ambiente
pulmonar favorece a adaptacdo e persisténcia da P. aeruginosa nas vias aéreas, podendo
permanecer até o fim da vida em quase 70% dos pacientes adultos. Esta infeccdo pode
lesionar o epitélio pulmonar, bloquear progressivamente as vias aéreas, reduzir a funcdo
pulmonar e até mesmo causar insuficiéncia respiratoria (PEREZ et al., 2012).

O microorganismo do estudo, se caracteriza principalmente pela multipla resisténcia
aos antimicrobianos existentes, o que dificulta a erradicacdo das infeccdes e elevam os indices
morbidade e mortalidade quando comparadas a outros patdgenos (OSMON et al., 2004).
Devido a uma grande variedade nos mecanismos de adaptacdo, sobrevivéncia e resisténcia a
multiplas classes de antibidticos as infeccGes por cepas de P. aeruginosa podem ser fatais e
estdo surgindo em todo o mundo como uma ameaca a saude publica. Uma perspectiva futura
enfatiza a necessidade de esforcos multidisciplinares internacionais colaborativos para
traduzir o conhecimento atual em estratégias para prevenir e tratar infecgdes causadas por este
patdgeno, reduzir a taxa de resisténcia a antibidticos e evitar a disseminacdo de cepas
resistentes (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).
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3.2 PATOGENIA E MECANISMOS DE VIRULENCIA

A producdo de fatores de viruléncia é uma estratégia de sobrevivéncia dos patdgenos
para evitar a defesa imunoldgica do hospedeiro e progredir com a sua patogénese, geralmente
na fase inicial da infeccdo aguda. A producdo desses fatores é destrutiva para as células e
tecidos do hospedeiro com uma piora no curso clinico das infec¢cdes. Durante a infeccéo
aguda, uma variedade de moléculas citotoxicas é produzida pelas bactérias que prejudicam
nos processos celulares do hospedeiro. Em contrapartida, as bactérias encontram respostas do
sistema imunolégico, como producdo de compostos antimicrobianos e espécies reativas de
oxigénio bem como um aumento da fagocitose (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

P. aeruginosa possui todas as grandes classes de fatores de viruléncia bacterianos. As
fimbrias ou pili, promovem a aderéncia da bactéria aos receptores presentes na superficie das
células do hospedeiro (IRVIN et al., 1989). A sua motilidade através do flagelo e espasmos
através do pili estdo associados a caracteristicas virulentas (WINSTANLEY; O’BRIEN;
BROCKHURST, 2016). Uma célula mével € prontamente detectavel pelo sistema imune do
hospedeiro, seja pelos seus flagelos ou outros componentes de motilidade. Apds serem
reconhecidas, desencadeiam respostas inflamatorias e a fagocitose por macr6fagos humanos
(AMIEL et al., 2010).

O alginato ou céapsula mucoide é secretado pela P. aeruginosa atuando como mediador
da aderéncia, aléem de dificultar os mecanismos de defesa do individuo. Este polimero de
polissacarideos confere a P. aeruginosa a capacidade de inibir a ligacdo de anticorpos, a
fagocitose, a quimiotaxia por neutrdfilos e a sua morte intracelular por leucocitos. Alguns
isolados produzem em excesso deste polimero deixando as culturas com uma aparéncia
mucoide (MAI et al., 1993).

Posterior a infeccdo inicial, a mudanca para a menor viruléncia € uma estratégia de
sobrevivéncia pela qual muitas bactérias patogénicas evitam estresses e condi¢fes adversas.
Elas perdem a motilidade, se ligam a superficies e formam agregados celulares ou
microcol6nias que sdo incorporadas em substancias poliméricas extracelulares protegendo as
bactérias do ambiente ao seu redor. Essas estruturas sdo chamadas de biofilmes (WEI e MA,
2013).

O biofilme é uma complexa estrutura de proteinas, polissacarideos e DNA em uma
matriz polimérica extracelular que confere aos patdgenos uma extrema capacidade de
persisténcia contra a fagocitose, estresse oxidativo, restricdo de nutrientes/oxigénio, acimulo

de residuos metabdlicos, competicdes interespécies e agentes antimicrobianos convencionais
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(OLSEN, 2015).

A formacdo de biofilme mucdide pela P. aeruginosa é a marca registrada de infec¢des
cronicas e indicativo de progressdo da doenga e persisténcia a longo prazo, principalmente em
pacientes com FC (MCDANIEL; PANMANEE; HASSETT, 2015). Além disso, bactérias
formadoras de biofilme apresentam caracteristicas diferentes de suas formas planctdnicas de
vida livre, como alta resisténcia ao sistema imunoldgico e aos antibioticos, o que tornam o
biofilme uma fonte de infec¢des cronicas e persistentes (WEI ; MA, 2013).

Também existem fatores de viruléncia extracelulares secretados pela P. aeruginosa
que facilitam o rompimento da membrana celular do hospedeiro, sendo elas: elastases,
protease alcalina, fosfolipase C, neuraminidase, exoenzima S, lectina, endotoxinas e proteases
como hemolisinas e exotoxinas. As exotoxinas compreendem proteinas efetoras que atuam
diretamente na célula epitelial, resultando em respostas imune alteradas, lesdo e morte da
célula hospedeira (DRISCOLL; BRODY; KOLLEF, 2007).

3.3 TRATAMENTO E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

O tratamento para infeccdo por P. aeruginosa incluem a monoterapia ou a terapia
combinada (PARK et al., 2012). Para isso, oito categorias de antibioticos podem ser utilizadas
para o0 seu tratamento, sendo eles: aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina, amicacina,
netilmicina), carbapenémicos (imipenem, meropenem), cefalosporinas (ceftazidima,
cefepima), fluorquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina), penicilina com inibidores de -
lactamase (ticarcilina e piperacilina em combinacdo com acido clavulanico ou tazobactam),
monobactamas (aztreonam), fosfomicina e polimixinas (colistina, polimixina B). Os
carbapenémicos sdo considerados os farmacos de reserva, ou seja, sdo empregados como
altimo recurso no tratamento de infeccdes hospitalares causadas por bactérias Gram-negativas
resistentes aos B-lactdmicos ou a outros antibacterianos (STRATEVA; YORDANOQV, 2009).

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) € definida como resisténcia a pelo menos trés
classes diferentes de antimicrobianos, incluindo carbapenémicos (imipenem, meropenem),
cefalosporinas antipseudomonais (ceftazidima e cefepima), quinolonas (ciprofloxacina),
aminoglicosideos (gentamicina ¢ amicacina) e inibidores de B- lactamase (piperacilina-
tazobactam) (DE MATOS et al., 2018). Quando presente, essa resisténcia ira impactar
diretamente na gravidade da infeccdo e no sucesso da antibioticoterapia selecionada
(TUMBARELLO et al., 2011).

Apesar da diversidade de opcbes farmacolégicas a P. aeruginosa é capaz de
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desenvolver resisténcia a qualquer um dos farmacos citados acima, até mesmo aos
carbapenémicos. (BASSETTI et al., 2018). O arsenal de mecanismos moleculares que este
patdégeno utiliza para adquirir resisténcia tornam as opc¢des terapéuticas cada vez mais
limitadas para o tratamento das infeccdes (MORADALI; GHODS; REHM, 2017). Isso fez a
Organizagdo Mundial de Saude publicar um documento considerando os isolados de P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos como uma das trés espécies bacterianas de
necessidade critica para o desenvolvimento de novos antibioticos (WHO., 2017).

O constante surgimento de cepas multirresistentes faz a escolha do tratamento
adequado para infeccdes pela P. aeruginosa ser um desafio para os médicos. A situacdo é
mais grave em hospitais, pois ja foram encontradas cepas resistentes a todos 0s
antimicrobianos (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015).

Os principais mecanismos de resisténcia da P. aeruginosa podem ser classificados em
resisténcia intrinseca, adquirida e adaptativa. A resisténcia intrinseca € caracterizada pela
capacidade inata de uma bactéria em diminuir a eficacia de um antibiotico especifico atraves
de caracteristicas estruturais ou funcionais (BLAIR et al., 2015). P.aeruginosa é capaz de
possuir um alto nivel de resisténcia intrinseca a maioria dos antibidticos, através da
permeabilidade restrita da membrana externa, sistemas de efluxo que bombeiam antibidticos
para fora da célula e producéo de enzimas inativadoras de antibiéticos como as p-lactamases
(BREIDENSTEIN et al., 2011).

Ao contrario dos mecanismos intrinsecos, a resisténcia adquirida esta relacionada ao
contato com os antibidticos. A presenca de compostos antibioticos pode induzir a mutacées
génicas. Essa vantagem seletiva gera uma populacdo bacteriana irreversivelmente resistente.
A bactéria também pode adquirir 0s genes de resisténcia através da transferéncia horizontal
dos mesmos (MUNITA; ARIAS, 2016).

A resisténcia adaptativa envolve a formacdo de biofilme que servird como uma
barreira para limitar o acesso dos antibioticos as células bacterianas. O biofilme é formado
apos a infeccdo inicial no intuito de diminuir a viruléncia, escapar do sistema imune e permitir
a persisténcia bacteriana no hospedeiro. Ele protege as bactérias do meio externo e as torna
menos sensiveis a agentes antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro do que as
bactérias cultivadas em suspensdo aquosa livre (STEWART; COSTERTON, 2001).

Acredita-se que os tratamentos futuros provavelmente serdo terapias combinadas, com
a associacdo de novos compostos a farmacos tradicionais, resultando em uma maior eficacia e
sucesso nos tratamentos contra este patdgeno (PANG et al., 2019). Desta forma, é de extrema

importancia a descoberta de novos antibidticos ou alternativas terapéuticas para o tratamento
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de infeccOes por P. aeruginosa.

Nas Ultimas décadas, os compostos heterociclicos vém sendo bastante estudados
devido as descobertas de suas numerosas aplicagdes farmacéuticas (RAHMAN; SIDDIQUI,
2010; BOZOROQV; ZHAO; AISA, 2019). Um destes compostos sdo os derivados de
pirazolinas, que sdo caracterizados por apresentarem em sua estrutura um anel heterociclico
contendo cinco membros: dois 4&tomos de nitrogénio e trés carbonos adjacentes dentro do
anel. Ainda mais, estes compostos apresentam apenas uma dupla liga¢do endociclica e sdo de
natureza béasica (ELSHORA, 2000). Os compostos pirazolinicos fornecem um nicleo
estrutural a molécula que possibilita a construcdo de uma enorme variedade de compostos
biologicamente ativos (SHAABAN; MAYHOUB,; FARAG, 2012). Existem trés estruturas
tautomericas bem conhecidas para as pirazolinas: 1-pirazolina, 2-pirazolina (mais comum) e

3-pirazolina, conforme ilustrados na figura 1.

Figura 1: Estrutura tautomérica das pirazolinas
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Fonte: (SHAABAN; MAYHOUB; FARAG, 2012).

Uma série propriedades farmacologicas dos compostos derivados de pirazolinas ja
foram descritas, entre elas, propriedades anticancerigenas, antifungicas, antitumorais,
antiepiléticas, antidepressivas, anti-inflamatorias e antimicrobianas. Devido a isso, pesquisas
vém sendo realizadas com compostos sintéticos derivados de pirazolinas na tentativa de
descobrir novos farmacos com atividade antibacteriana (RAHMAN; SIDDIQUI, 2010;
SHAABAN; MAYHOUB; FARAG, 2012; ASAD et al., 2020).

3.4 NOVOS ANTIMICROBIANOS
Desde a sua descoberta, os antibidticos revolucionaram a medicina no século passado
e ajudaram a controlar a maioria das doencas bacterianas infecciosas. No entanto, 0 uso

indevido e excessivo desses antibidticos levaram ao surgimento de fendmenos de resisténcia,
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que agora sdo considerados pela OMS como uma das mais sérias ameacas a saude global
(WHO, 2017).

Entre os anos 1940-1960 varios antibidticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais microbianos, sendo amaioria deles eficazes para o tratamento de bactérias
Gram positivas: b-lactdmicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, peptideos, e
outros (cloranfenicol, rifamicina B, clindamicina e polimixina B). Neste periodo apenas trés
derivados sintéticos foram introduzidos no mercado: isoniazida, trimetropim e metronidazol.
Entre os anos 1960-1980 foram introduzidos os antibidticos semi-sintéticos eficazes para o
tratamento de patdgenos Gram positivos e Gram negativos, andlogos aos antibi6ticos naturais
ja existentes. A maioria deles foi obtida a partir de protétipos naturais microbianos, como
derivados b-lactamicos (analogos de penicilina e cefalosporina, &cido clavulanico,
aztreonam), analogos da tetraciclina, derivados aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina,
amicacina). Entre os anos 1980-2000 as principais ferramentas utilizadas para a busca de
novos antibidticos foram a gendmica e as triagens de cole¢cdes de compostos, em detrimento
as triagens de produtos naturais microbianos. Porem, houve uma reducdo dramética na
identificacdo de novos protdtipos antibidticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento
na incidéncia de resisténcia bacteriana (GUIMARAES et al., 2010).

Apobs a “era de ouro dos antibidticos”, empresas farmacé€uticas enfrentam grandes
desafios na busca de novos antibidticos e compostos que tenham atividade antimicrobiana,
especialmente frente as barreiras de penetracdo e mecanismos de efluxo em gram negativos,
pois sdo bactérias que requerem altas doses de antibidticos, podendo trazer problemas de
toxicidade (THEURETZBACHER et al., 2020). Além disso, desenvolver um novo antibidtico
requer um custo muito elevado, com uma taxa de falha estimada de 95%, tornando pouco
provavel que a empresa tenha venha a ter lucratividade. Como os antibiéticos mais antigos
ainda sdo eficazes no tratamento da maioria das infeccBes, o principal uso dos novos
antibioticos seria tratar infecgdes multirresistentes. Assim, seriam administrados como ultimo
recurso, o que resultaria em baixas vendas unitarias (ARDAL et al., 2020).

Os desafios do desenvolvimento clinico e comercializacdo de um medicamento de
espectro estreito ou patdgeno especifico sdo grandes, como exemplificado pelo novo
aminoglicosideo plazomicina, que foi testado em pacientes com infeccbes por
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenem (principalmente Klebsiella pneumoniae). Foi
extremamente dificil inscrever pacientes com os patdgenos resistentes especificados, apesar
de um grande nimero de pacientes serem rastreados (THEURETZBACHER et al., 2018).

Consequentemente, novas 0p(;6es de tratamento emergem como extremamente necessarias
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para sair desse impasse, como terapias complementares que permitem aumentar o efeito dos
antibidticos, visando a viruléncia ou regulacdo da expressdo de genes de resisténcia, como o
quorum-sensing (MULLER, 2022).

Assim, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para tratar infecgdes por
P. aeruginosa ganhou mais atencdo na ultima década, onde o FDA (Federal Drug
Administration) aprovou alguns novos agentes antimicrobianos. Essas novas estratégias
terapéuticas podem atuar isoladamente ou em combinacdo com terapias convencionais para
combater infecgbes por P. aeruginosa, e incluem inibicdo de quorum sensing e lectinas
bacterianas, bem como uso de quelacdo de ferro, terapia fagica, estratégia vacinal, uso de
nanoparticulas e peptideos antimicrobianos (COYNE et al., 2022).

Entre esses, em 2007 o Doripenem foi aprovado para casos de infeccdo intra-
abdominal complicada e infeccdo do trato urinario. Pertence a classe ja conhecida dos
carbapenémicos (GREER, 2008; PATERSON, DEPESTEL, 2009). Em 2014, foi aprovada o
ceftolozane—tazobactam (C/T) que é uma cefalosporina de geracdo avancada (ceftolozano)
combinada com um inibidor de b-lactamase (tazobactam), projetado para superar 0sS
mecanismos de resisténcia de P. aeruginosa (CHO et al., 2015). Em 2015, a ceftazidima-
avibactam (CZA), a qual combina uma cefalosporina antipseudomonas (ceftazidima) com o
novo inibidor de diazabiciclooctano ndo-lactamico/b-lactamase, (avibactam). Embora o
avibactam sozinho ndo tenha atividade intrinseca, ele estende a atividade in vitro da
ceftazidima para incluir mecanismos de resisténcia a P. aeruginosa (HIDALGO et al., 2016).
Em 2016, outro novo tratamento contra P. aeruginosa MDR foi desenvolvido. Trata-se da
combinacdo de imipenem, carbapenem, cilastatina e um inibidor da desidropeptidase renal,
com o relebactam (I/R). O relebactam é um inibidor biciclico da diazabiciclooctano b-
lactamase de muitas b-lactamases classe A e classe C. Este novo antibiotico retém atividade
contra P. aeruginosa com bomba de efluxo e mutacdes de perda de porina. Como resultado da
inibicdo dessas b-lactamases, cepas de P. aeruginosa que ndo sdo suscetiveis ao imipenem
podem se tornar suscetiveis ao I/R (ZHANEL et al., 2018). Em 2018 a Plazomicina foi
aprovada pelo FDA, trata-se de um antibiético aminoglicosideo semi-sintético de uUltima
geracdo derivado sinteticamente do produto natural sisomicina. A plazomicina demonstra
potente atividade in vitro contra patégenos bacterianos Gram-negativos e Gram-positivos e
tem atividade semelhante a amicacina contra cepas de P. aeruginosa MDR (PANG et al.,
2019). O cefiderocol é atualmente aprovado pela FDA para infeccBes do trato urinario
complicadas em pacientes adultos com bactérias Gram-negativas suscetiveis, como uma

opcdo de tratamento de dltima linha. E uma nova cefalosporina sider6foro, demonstra



18

cobertura Gram-negativa de amplo espectro e foi desenvolvido para combater Gram-
negativos MDR, como P. aeruginosa e A. baumannii resistentes a carbapenem. Seu novo
mecanismo de acdo envolve quelacdo com ferro férrico para utilizar sistemas de transporte de
ferro bacteriano, aumentando as concentracdes periplasméticas em bactérias Gram-negativas
(YAMANO, 2021).

O aumento do arsenal antipseudomonas pode ajudar a garantir a administragcdo precoce
de terapia apropriada, minimizando o desenvolvimento de resisténcia. No entanto, embora
esses agentes tenham demonstrado alta atividade in vitro contra cepas de P. aeruginosa
multirresistentes, os estudos de vigilancia demonstram a existéncia de uma grande
variabilidade entre as cepas, provavelmente devido a variagdo regional dos mecanismos de
resisténcia e fenotipos (COYNE 2022). Desta forma, mesmo com essas novas opcoes
farmacoldgicas citadas acima, o surgimento de cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR
segue emergente, o que ratifica a necessicade de mais estudos para descobrir novas moléculas

com potencial antimicrobiano.

3.5 ANALISE in silico

Durante os longos processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, as
estruturas moleculares sdo avaliadas de acordo com parametros muito diversos, orientando a
selecdo de quais produtos ou compostos quimicos sintetizar, testar e promover, identificando
e avaliando aqueles que apresentam a melhor chance de se tornar um medicamento promissor
e eficaz para os pacientes. Contudo, esses processos trazem desvantagens quando comparados
a analise in silico, como um alto custo para o desenvolvimento das pesquisas, uso de animais,
tempo muito longo para conseguir obter um possivel potencial antimicrobiano, entre outras
desvantagens das analises in vivo. Parametros ADME (para Absorcdo, Distribuicéo,
Metabolismo e Excrecdo) podem ser avaliados separadamente por métodos dedicados. A
estimativa precoce de ADME na fase inicial de descoberta, reduz drasticamente as falhas
relacionadas a farmacocinética nas fases clinicas. (HAY et al., 2014). Modelos realizados e
avaliados computacionalmente tém sido reconhecidos como uma alternativa muito valida aos
procedimentos experimentais para predi¢do, especialmente nas etapas iniciais. (DAHLIN;
INGLESE; WALTERS, 2015.) Para a investigacdo de novas moléculas ativas, estudos in
silico vém tendo cada vez mais importancia por parte da industria farmacéutica na predigédo de

propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢cdo (ADME), toxicidade e
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predicdes de alvos de moléculas que podem ter grande probabilidade de serem candidatas nas
fases de desenvolvimento clinico. Existe uma gama de propriedades que € possivel ser
analisada, dentre elas a absor¢do oral, biodisponibilidade, penetracdo na barreira
hematoencefalica, depuracdo e volume de distribuicdo, essas e outras propriedades do estudo
in silico reduz o risco de problemas nos estagios finais, otimizando a triagem e testando
moléculas de maneira mais clara e objetiva. (VAN DE WATERBEEMD; GIFFORD, 2003.)

O trabalho pioneiro de Lipinski et al . onde examinaram compostos oralmente ativos
definindo intervalos fisico-quimicos para alta probabilidade de ser um medicamento oral (ou
seja, a semelhanca com o medicamento). Essa chamada Regra de cinco delineou a relagao
entre os pardmetros farmacocinéticos e fisico-quimicos. (LIPINSKI et al., 2001). os
parametros relacionados a Regra dos cinco de Lipinski e colaboradores, preconiza que 0s
valores das propriedades fisico-quimicas de peso molecular (Pm) < 500; coeficiente de
particdo octanol/agua (LogP) < 5; nimero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio (Doa-
H) <5, nimero de 4tomos receptores de ligacdo de hidrogénio (Rec-H) < 10 estdo associados
a 90% dos farmacos nos quais ha a manutencdo das atividades ap0s administracdo por via
oral. Além disso, as variaveis de numero de ligacGes rotacionais (Rote’) em valores menores
que 10 e a area de superficie polar (TPSA) menor que 140 A também sdo preditoras de boa
biodisponibilidade pela via oral (RODRIGUES e COSTA, 2021).
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Novos compostos pirazolinicos com atividade frente a Pseudomonas aeruginosa

multirresistentes

Resumo

Pseudomonas aeruginosa, apesar de geralmente ndo causar doenca em individuos
imunocompetentes, é considerada uma bactéria letal e oportunista. Principalmente no
ambiente hospitalar sdo isoladas cepas resistentes a todos os antibidticos disponiveis
comercialmente, tornando o seu tratamento um desafio para os clinicos. P. aeruginosa
resistente aos carbapenémicos foram incluidas na lista da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) entre as trés espécies de bactérias com necessidade critica para o desenvolvimento de
novos antibioticos. Tendo em vista, a urgente necessidade em descobrir novos antibidticos ou
alternativas terapéuticas para o tratamento dessas infeccbes multirresistentes por este
patogeno este estudo avaliou a atividade antibacteriana de sete novos compostos derivados de
pirazolinas em isolados clinicos multirresistentes de P. aeruginosa e estudou suas
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas através de ferramentas in
silico. Foi realizada a determinacdo da concentracdo inibitéria minima, citotoxicidade e
através de andlise in silico, foram determinadas propriedades tedricas de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo. O presente estudo relata sete compostos pirazolinicos
como potenciais candidatos a novos antibacterianos frente a P. aeruginosa, principalmente as
resistentes aos antibioticos carbapenémicos. Os compostos foram relacionados a uma boa
administracao pela via oral e alta capacidade em ultrapassar a BHE, uma vez que a maioria
dos farmacos disponiveis atualmente apresentam dificuldades em alcancar o SNC em
concentragcfes suficientes para sucesso terapéutico. Mais estudos sdo necessarios para
esclarecer os mecanismos de acdo e a relacdo estrutura atividade dos compostos pirazolinicos
e um possivel sinergismo com antimicrobianos de primeira escolha no tratamento frente a

isolados MDR de P. aeruginosa.

Palavras-chave: Atividade Antimicrobiana; Derivados Pirazolinicos; Resisténcia;

Pseudomonas aeruginosa.
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Introducéo

Pseudomonas aeruginosa, apesar de geralmente ndo causar doenca em individuos
imunocompetentes, é considerada uma bactéria letal e oportunista. Este bacilo Gram-negativo
ndo fermentador (BGN-NF), ao longo de sua evolucdo e pela pressdo seletiva ocasionada
pelos antimicrobianos, foi aperfeicoando seus fatores de viruléncia o que gerou a sua incluséo
como microrganismo resistente a maltiplas drogas (do inglés multidrug resistant - MDR).
(VARELA et al., 2021).

No ambiente hospitalar sdo isoladas cepas resistentes a todos os antibidticos
disponiveis comercialmente, tornando o seu tratamento um desafio para os clinicos.
(POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015). P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos
foram incluidas na lista da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) entre as trés espécies de
bactérias com necessidade critica para o desenvolvimento de novos antibidticos (WHO,
2017). Ela também faz parte do grupo ESKAPE que é um acrénimo empregado para agrupar
0S microrganismos que possuem alta resisténcia aos antibioticos e envolvidos frequentemente
em infecgbes hospitalares, dos quais fazem parte: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp (ROSA et al., 2020).

Compostos heterociclicos derivados de pirazolinas vém sendo sintetizados pelas suas
caracteristicas de estabilidade, facilidade em realizar combinagdes quimicas e arranjos
moleculares e diversificadas atividades bioldgicas. Entre as propriedades farmacoldgicas ja
descritas desse tipo de moléculas figuram as antifingicas, antitumorais, antiepiléticas,
antidepressivas, anti-inflamatérias e antibacterianas (ASAD et al., 2020; KUMAR et al.,
2009; RAHMAN; SIDDIQUI, 2010; SHAABAN; MAYHOUB; FARAG, 2012).

A descoberta e o desenvolvimento de farmacos envolvem diversas etapas que além de
onerosas financeiramente, podem levar muito tempo até que um novo farmaco seja
introduzido no mercado. Frente a isso, diversas ferramentas computacionais (in silico) tém
sido propostas a fim de reduzir o tempo e os altos custos envolvidos neste processo. Estas
tecnologias permitem associar predi¢cbes computacionais aos ensaios pré-clinicos laboratoriais
(in vitro e in vivo), tornando estes modelos custo-efetivos na pesquisa e desenvolvimento de
farmacos (MACHIUS, 2003). Além disso, alguns pontos demonstram ainda mais as
vantagens de associar essas analises in silico aos ensaios pre-clinicos: reducdo na quantidade
de compostos a serem testados nas etapas de triagem, uma vez que as analises permitem

inferir compostos promissores para 0 prosseguimento das etapas; exclusdo da necessidade de
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novos processos de sintese, os quais podem ser delineados a partir de analises de estrutura-
atividade in silico; desenho racional de novos compostos, através da avaliacdo racional das
estruturas moleculares de maneira a potencializar a atividade biolégica e/ou reduzir efeitos
indesejados. Embora estejam disponiveis a bastante tempo, esse tipo de metodologia ainda é
considerado como ferramenta essencial ao estudar potenciais novos farmacos. Como
exemplo, cita-se o0 cenario da pandemia Covid-19, em que o uso de estudos in silico
possibilitaram a triagem rapida de compostos com potencial atividade contra 0 SARS-CoV-2
(BIEMBENGUT; DE SOUZA, 2020). A industria farmacéutica reconhece a importancia e faz
uso dessas ferramentas computacionais nos estagios iniciais do desenvolvimento de um
medicamento (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017a).

Frente ao exposto acima, este estudo teve como objetivo, avaliar a atividade
antibacteriana de sete novos compostos derivados de pirazolinas em isolados clinicos
multirresistentes de P. aeruginosa e estudar suas propriedades fisico-quimicas,

farmacocinéticas e toxicoldgicas utilizando ferramentas in silico.

Metodologia

Sintese dos compostos pirazolinicos

O presente artigo descreve a avaliacdo microbiologica frente a cepas de P. aeruginosa
para sete compostos pirazolinicos inéditos trifluormetil-substituidos (1-7) (figura 1), o0s
quais tem sido previamente obtidos sinteticamente pelo Nucleo de Quimica de Heterociclos
(NUQUIMHE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (BONACORSO et al, 2003;
BONACORSO et al, 2005; NIVARINI, 2008). Compostos 1-7 foram purificados por
recristalizacdo em metanol ou acetona, caracterizados fisicamente como s6lidos brancos,
estaveis ao ar a condicGes normais de temperatura (CNTP), com pontos de fusdo na faixa de

144°C-202 °C, e estruturalmente pormeio de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e

13C em DMSO-ds como solvente, cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas
(CG-EM); tendo sua pureza final comprovada por analise elementar CHN. As caracteristicas
moleculares de cada composto estdo descritas na figura 1. Os compostos 1-7 foram
armazenados sob refrigeracdo e ao abrigo da luz em solu¢cdo de DMSO (10 mg/mL), sendo
diluidos em &agua destilada estéril somente no momento da execugdo dos experimentos

microbioldgicos.
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Figural - Caracterizagdo dos compostos pirazolinicos

Compound 1 Compound 2 Compound 3 Compound 4
N N-
- F e \ 7 \ é
p ; . Fo F
o HO =3¢ S g < Ho
F ' ] F
N N i “N
/ \ \ = ° ) \Na
N N
N>
C10HsFaN30; C16H12FaN30; Ci1sHnCIFaN:0: | C17H1:CIFaN:0,
Compound 5 Compound 6 Compound 7

N

C16H10BrCIFaNz0O» Ci16H11BrFaN10; C16H11CIFaN30;

Fonte: obtido pelo proprio autor em http://www.swissadme.ch/index.php. Composto 1:5-
Hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(isonicotinoil) pirazol; composto 2: 5-Hidroxi-3-
fenil-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(isonicotinoil) pirazol; composto 3: 5-Hidroxi-3-(4-
clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(isonicotinoil) pirazol; composto 4: 5-Hidroxi-3-
(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-cloro isonicotinoil) pirazol; composto 5: 5-
Hidroxi-3-3(4-bromofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(2-cloro  isonicotinoil)  pirazol;
composto  6:  5-Hidroxi_3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(isonicotinoil)
pirazol; composto 7: 5-Hidroxi-3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-(nicotinoil)
pirazol.

Identificacdo, selecdo e armazenamento dos isolados clinicos

Foi utilizada uma cepa American Type Culture Collection (ATCC 15442) e isolados
clinicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes atendidos em um Hospital Universitario no
periodo de janeiro de 2019 a janeiro de 2020, os quais foram identificados através do sistema
automatizado Vitek® 2 (BioMérieux, Marcyl'Etoile, Franga). Entre estes, foram selecionados
trés, classificados como multirresistentes (MDR) por apresentar resisténcia a no minimo

quatro classes de antimicrobianos: carbapenémicos, (meropenem e/ou imipenem),


http://www.swissadme.ch/index.php
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aminoglicosideos (gentamicina), quinolonas (ciprofloxacino) e cefalosporinas (ceftazidima,
ceftriaxona, cefepime e/ou cefuroxima). (Tabela 1). Todos os isolados clinicos selecionados
foram armazenados em Tryptic Soy Broth (TSB) contendo 15% de glicerol a -70°C e, para a
execucdo dos experimentos in vitro, foram repicados em meio Mueller Hinton (MH) s6lido e
incubados por 24 horas para 0 preparo da suspensdo bacteriana e indculo bacteriano.



Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade dos isolados de P. aeruginosa utilizados no estudo.

Isolado  Origem Pip/T Ceft Cefe Imip Mero Genta Cipro Norf Amp Am/S Cefu Cefo Ceftr Nitro

ATCC

15442 @ ] S ] ] ] S ) S ) ) ) ) ) ) )
36" Urina R R R R R R R - - - - - - -
79P Urina R R R R R R R R - - R R - R
94P Sangue - R R R R R R - R R R R R -

Legendas: Pip/T: piperacilina/tazobactam; Ceft: ceftazidima; Cefe: cefepima; Imip: imipenem; Mero: meropenem; Genta: gentamicina; Cipro: ciprofloxacino; Norf:
norfloxacino; Amp: ampicilina; Am/S: ampicilina/sulbactam; Cefu: cefuroxima; Cefo: cefoxetina; Ceft: ceftriaxona; Nitro: nitrofurantoina; S: sensivel; R: resistente.
O perfil de susceptibilidade foi determinado pelo sistema automatizado Vitek® 2 (bioMérieux, France) no laboratorio de analises clinicas do HUSM.

Os isolados clinicos foram obtidos de pacientes atendidos no HUSM.

8Cepa padréo de P. aeruginosa.

® Codigo do isolado clinico MDR.
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Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo,
utilizando a resazurina como indicador de viabilidade celular (adapatado de CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE - CLSI, 2016). Para a determinacdo da
atividade bacteriana o in6culo foi preparado em uma proporcao de 1:100 em caldo Mueller
Hinton, com concentracdo da suspensao bacteriana de acordo com a escala McFarland 0,5 ou
seja, 1,5x108 unidades formadoras de col6nias/mL (UFC/mL). O ensaio foi realizado em
microplacas de 96 pocos contendo caldo Mueller Hinton. Os compostos (concentragdes
variaram 0,2 a 0,00156 mg/mL) e o indculo bacteriano na concentracdo de 0,5x10° UFC/mL,
com incubacédo a 35 + 2 °C por 24 horas em aerobiose, foi adicionado 15 pL do indicador de
viabilidade celular e incubado por cerca de 90 minutos. A CIM (definida como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano) foi determinada através da
oxirreducdo da resazurina, onde visualmente é possivel determinar a viabilidade bacteriana
(coloracéo rosa) ou inibicdo do crescimento microbiano (manutencdo da coloragdo azul). Os
experimentos foram conduzidos em triplicata e controles de esterilidade dos compostos, do

meio de cultura e viabilidade de cada isolado avaliado foi incluido em todos os experimentos.

Ensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em ensaios com a linhagem celular de
fibroblasto (VERO). Em uma placa de 96 pocos, 200uLde suspensédo celular (na concentragédo
de 3,4 x 10° células/mL) foram cultivados em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e incubado, para adesdo das células, por 24 h a
37° C em atmosfera imida com 5% de CO2 (SNEWIN et al., 1999). Apds esse periodo, as
células aderidas foram expostas a diferentes concentra¢fes de compostos pirazolinicos (0,2 a
0,08 mg/mL) e a placa foi novamente incubada a 37°C com 5% de CO2. Para determinar a
concentracdo do composto capaz de manter a viabilidade de 50% das células (ICso) foram
adicionados 30pL de resazurina 0,01% e ap6s 6 h de incubacdo, a fluorescéncia foi medida
utilizando o aparelho Thermo Plate TP-Reader BioTekTM ELX800TM a 620nm e realizado o
calculo do ICso (% Inibigdo = 100 - (DO das células expostas/DO das células ndo expostas) x
100) (ANSAR AHMED et al., 1994). Os experimentos foram conduzidos em triplicata e
controles de esterilidade e viabilidade celular foram adicionados em cada replica

experimental.
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Propriedades tedricas de absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME)

As caracteristicas teoricas de absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do (ADME),
fisico-quimicas, farmacocinéticas e efeitos toxicoldégicos dos compostos (1-7) e do
meropenem (antimicrobiano controle) foram determinadas através da analise in silico, usando
os softwares livres: Molinspiration, Swiss ADME (Daina et al., 2017) e OSIRIS Property
Explorer. Esses modelos permitem avaliar os parametros relacionados a Regra dos cinco de
Lipinski e colaboradores (1997), a qual preconiza que os valores das propriedades fisico-
quimicas de peso molecular (Pm) < 500; coeficiente de particdo octanol/dgua (LogP) < 5;
nimero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio (Doa-H) < 5, nimero de &tomos
receptores de ligagdo de hidrogénio (Rec-H) < 10 estdo associados a 90% dos farmacos nos
quais hd a manutencdo das atividades apds administragdo por via oral. Além disso, as
variaveis de niamero de ligacdes rotacionais (Rote”) em valores menores que 10 e a area de
superficie polar (TPSA) menor que 140 A também foram preditoras de boa biodisponibilidade
pela via oral (RODRIGUES e COSTA, 2021)

Também foram observadas caracteristicas farmacocinéticas de absorcao
gastrointestinal, capacidade de penetrar na barreira hematoencefalica e capacidade inibitoria
das cinco isoformas do citocromo P450 (CYP450): CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19, CYP1A2
CYP2C9. Em relacdo a toxicidade, foram avaliados os riscos de efeitos tumorogénicos

mutagénicos, carcinogénicos, irritantes e no sistema reprodutivo (DAINA et al., 2017).

Aspectos éticos

Esta pesquisa seguiu os preceitos da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude referente & pesquisa com seres humanos e foi aprovada no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria sob numero de CAAE
38850614.4.00005346.

Resultados

Todos os compostos pirazolinicos demonstraram atividade antimicrobiana a pelo
menos um dos isolados de P. aeruginosa MDR testados (Tabela 2). Entretanto, nenhum dos
compostos foi ativo contra a cepa padrdo susceptivel utilizada no estudo. Os valores de CIM

dos compostos com atividade foram iguais a 0,2 mg/mL. Os compostos 1 e 5 apresentaram a
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menor atividade antimicrobiana, contra 1/3 dos isolados. Os compostos 2, 4, 6 e 7 exerceram
atividade antimicrobiana semelhantes entre si contra 2/3 dos isolados. Surpreendentemente o
composto 3 apresentou atividade antimicrobiana a todos os isolados clinicos testados (tabela
2).

A 1Cso variou de 0,0081mg/mL (composto 4) a 0,4577mg/mL (composto 5). O
composto 3, embora tenha exercido atividade antimicrobiana frente a todos os isolados
clinicos, teve a terceira maior toxicidade (0,0251pg/mL) quando comparado aos demais.

Tabela 2: Atividade dos compostos derivados de pirazolinas contra  P. aeruginosa e 1Cso
na linhagem celular VERO (mg/mL)

CIM® ICs0°
ATCC Linhagem
Compostos 15440 2 36° 79° 94> Ver%
1 >0,2 >0,2 >0,2 =0,2 0,088
2 >0,2 =0,2 >0,2 =0,2 0,0684
3 >0,2 =0,2 =0,2 =0,2 0,0251
4 >0,2 =0,2 >0,2 =0,2 0,0081
5 >0,2 =0,2 >0,2 >0,2 0,4577
6 >0,2 =0,2 >0,2 =0,2 0,161
7 >0,2 =0,2 >0,2 =0,2 0,0213

4Cepa padrdo de P. aeruginosa.

b Cédigo do isolado MDR.

‘Concentragéo inibitoria minima do crescimento bacteriano em mg/mL.
d Concentrag&o inibitdria de 50% das células em mg/mL.

A tabela 3 demonstra os resultados tedricos fisico-quimicos, farmacocinéticos e
toxicologicos do meropenem (antibidtico utilizado no tratamento contra P. aeruginosa MDR)
e dos compostos pirazolinicos estudados. Em relacdo ao perfil fisico-quimico, todas as
substancias avaliadas neste estudo estavam de acordo com a regra dos cinco de Lipinski
(LIPINSKI, 2004). Na analise farmacocinética todos os compostos evidenciaram uma alta
absorcdo pela via gastrointestinal e demonstraram capacidade em penetrar a barreira
hematoencefalica, com excessdao do meropenem, antimicrobiano testado que apresentou baixa
absorgdo gastrointestinal e baixa capacidade em ultrapassar a barreira hematoencefalica. Em
relacdo a capacidade inibitoria das cinco isoformas do citocromo P450, CYP3A4, CYP2D6,
CYP2C19, CYP1A2 e CYP2C9, os compostos 4 e 5 foram capazes de inibir a isoforma
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CYP1A2. Os compostos 2-7 foram capazes de inibir a isoforma CYP2C19. Os compostos 4-6
inibiram a isoforma CYP2C9, enquanto que nenhum composto foi capaz de inibir as
isoformas CYP2D6 e CYP3A4. O meropenem ndo apresentou capacidade de inibir qualquer
isoforma. Nenhum dos compostos avaliados, incluindo o antimicrobiano controle, foram
associados ao risco de mutagenicidade e de efeitos irritantes. Em contrapartida, a maioria das
substancias (2-6) apresentaram alto risco de tumorogénese, e alto risco de efeitos
reprodutivos, com excessdao do meropenem e do composto 7 que se apresentaram isentos de

qualquer risco relacionado a toxicidade (Tabela 3).
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Tabela 3: perfil fisico-quimico e farmacocinético obtidos pela plataforma swissADME e perfil toxicolégico obtido pela plataforma OSIRIS (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/)

Perfil fisico-quimico

Perfil farmacocinético

Perfil toxicoldgico

Pm  LogP (TAF;?A Ho h° Re  AGI  BHE ICn\i(tI;elAZ Icn\i(tlfzcw g\i(tl)vezcg ?\i(tljvezDe ?\i(tljvesm AS Mutag Tumorog Frfrﬂgorftes E];i:tr%;
M 38346 1,82 135,48 3 6 6 Baixa Néo Né&o Né&o Néao Néao Néao 5,40 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
1 259,18 1,03 65,79 1 7 3 Alto Sim Né&o Né&o Néao Néao Néao 3,10 Nenhum Alto Risco Nenhum Alto Risco
2 33528 19 65,79 1 7 4 Alto Sim Né&o Sim Néao Néao Néao 3,35 Nenhum Alto Risco Nenhum Alto Risco
3 369,73 222 65,79 1 7 4 Alto Sim Nao Sim Néo Néo Néo 3,35 Nenhum Alto Risco Nenhum Alto Risco
4 407,17 2,40 65,79 1 7 4 Alto Sim Sim Sim Sim Néo Néo 3,41 Nenhum Alto Risco Nenhum Alto Risco
5 448,62 2,34 65,79 1 7 4 Alto Sim Sim Sim Sim Nao Nao 3,43 Nenhum Alto Risco Nenhum Alto Risco
6 414,18 2,33 65,79 1 7 4 Alto Sim Nao Sim Sim Nao Nao 3,39 Nenhum Alto Risco Nenhum Alto Risco
7 369,73 2,18 65,79 1 7 4 Alto Sim Nao Sim Nao Nao Nao 3,32 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum

Legenda: compostos pirazolinicos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7), meropenem (M), massa molecular (Pm), coeficiente de particdo octanol/agua (LogP), area de superficie
polar (TPSA), numero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio (Doa H), niUmero de atomos aceptores de ligacdo de hidrogénio (Ace H), nimero de
ligacOes rotativas (Rote’), absorcdo gastrointestinal (AGi), a penetracdo na barreira hematoencefalica (BHE), dados sobre a inibicdo das enzimas do citocromo
P450 (CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19 e CYP1A2), mutagénese (Mutag), tumorogénese (Tumorog) e efeitos reprodutivos (Efeitos reprod).


https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
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Discussao

Este estudo demonstrou a atividade antimicrobiana de sete novos compostos derivados
de pirazolinas contra cepas multirresistentes de P. aeruginosa, com diferentes valores de
CIM. Compostos derivados de pirazolinas tém sido explorados e associados a diversas
propriedades farmacoldgicas, dentre elas, antimicrobiana (ASAD et al., 2020; ISMAIL et al.,
2019). A grande maioria desses estudos demonstrou atividade antimicrobiana em cepas
padréo de P. aeruginosa, diferentemente deste grupo de pesquisa, que demonstrou atividade
de compostos de pirazolina para isolados MDR de P. aeruginosa. A resisténcia a todos 0s
antibidticos anti-pseudomonas atualmente disponiveis é frequente, justificando a inclusdo de
P. aeruginosa em uma lista de patdgenos com necessidade critica de descoberta de novas
alternativas farmacoldgicas (PETITJEAN et al., 2021; WHO., 2017).

Considerando o atual cenario de pandemia, é recorrente que pacientes com Covid-19
sejam diagnosticados com coinfec¢bes bacterianas pulmonares durante os periodos de
internacdo, fato que tem aumentado consideravelmente o uso de antimicrobianos,
consequentemente a resisténcia bacteriana. Os agentes causadores dessas infeccOes
secundarias sdo muitas vezes bactérias multirresistentes que aproveitam a imunidade
enfraquecida da infeccédo viral inicial. Esse fato favorece a selecdo de cepas multirresistentes,
aléem de causar piora no progndstico do paciente, reduzindo ainda mais as alternativas
farmacéuticas e enfatizando a necessidade de descoberta de novos medicamentos (RAWSON
et al., 2020; MIRZAEI et al., 2020).

Curiosamente, 0s compostos testados ndo demonstraram atividade antimicrobiana
contra a cepa padréo, exercendo acdo somente nos isolados multirresistentes, o que nos faz
suspeitar que 0 mecanismo de acdo das moléculas possa estar direcionado aos mecanismos de
resisténcia de P. aeruginosa. Com excecdo da cepa padrdo, o composto 3 demonstrou acédo
sobre todos os isolados MDR e 0s compostos 2, 4, 6 e 7 em 2/3 dessas, 0 que permite sugerir
uma acdo adjuvante, potencializando e aumentando o espectro de acdo dos farmacos
comumente disponiveis na clinica. Apesar do manejo de infecces por P. aeruginosa
concentrar-se na prevencdo quando possivel e inicio imediato de terapia antimicrobiana,
dependendo do cenario clinico se faz necessario uma terapia combinada para garantir
atividade contra P. aeruginosa, principalmente nas formas MDR (REYNOLDS; KOLLEF,
2021).

Em relacdo a CIM, o composto 3 apresentou a maior atividade antimicrobiana e

apresentou a terceira maior citotoxicidade e ndo ficou isento de efeitos toxicoldgicos (alto
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risco para efeitos de tumorogénese e reprodutivos) enquanto que o composto 5 foi 0 menos
ativo porém com a menor citotoxicidade. Quimicamente, o grupamento cloro-fenil presente
no composto 3 parece estar relacionado a um aumento de atividade e citotoxicidade. Em
contrapartida, o grupamento bromo-fenil parece diminuir a atividade e citotoxicidade. O
rearranjo molecular unindo cloro e bromo ao grupamento fenil em uma mesma estrutura
poderia diminuir a citotoxicidade mantendo a atividade, porém isso ndo foi determinado neste
estudo.

Em relacdo aos resultados farmacocinéticos e toxicoldgicos os compostos analisados
ndo violaram a regra dos cinco, instituida por Lipinski. Os parametros de Lipinski sdo
frequentemente utilizados nesse tipo de estudo para prever a biodisponibilidade oral das
moléculas (CHRISTOPHER A. LIPINSKI, FRANCO LOMBARDO, BERYL W. DOMINY,
1997). Além desses parametros, o nimero de ligacOes rotacionais esteve menor que 10 (entre
3 e 4) e a TPSA esteve menor que 140 A (65,79), o que ratificou uma boa biodisponibilidade
oral dos compostos analisados.

A previsdo in silico das moléculas aqui analisadas, com ressalvas e possiveis
rearranjos moleculares nos permite sugeri-las como potenciais candidatos a farmacos a serem
utilizados pela via oral com boa permeabilidade atraves de membranas bioldgicas e alta
absorcdo por via gastrintestinal. Os métodos computacionais sdo ferramentas amplamente
utilizadas na triagem inicial quando buscamos um novo farmaco alvo-direcionado. A
estratégia de modelagem molecular (in silico) permite abordar diferentes analises para chegar
a niveis mais ideais referentes as propriedades que influenciam na administracdo de
medicamentos, principalmente pela via oral (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017b).
Considerando que os farmacos amplamente utilizados para cepas MDR séo pela via injetavel
devido a sua pouca biodisponibilidade oral, a atividade antimicrobiana contra cepas MDR e a
alta absorcéo pelo trato gastrointestinal das moléculas testadas neste estudo podem constituir
uma alternativa pela via oral para melhorar a comodidade posoldgica de um candidato a
farmaco para P. aeruginosa MDR, especialmente quando trata-se de uma infeccdo
comunitaria.

Além da boa disponibilidade pela via oral e a boa permeabilidade em membranas
biologicas, este estudo demonstrou gque todos os compostos foram aptos a atravessar a barreira
hematoenceféalica. Os farmacos comumente utilizados para infeccGes do SNC por P.
aeruginosa MDR sdo injetaveis, pouco ativos no sistema nervoso central (SNC) (MENSA et
al., 2018). Apesar de rara, a meningite por P. aeruginosa esti associada a altas taxas de

mortalidade e ao aumento da utilizagdo de recursos pelas instituicdes hospitalares. O
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tratamento da meningite por P. aeruginosa representa um grande desafio devido ao escasso
nimero de medicamentos disponiveis para seu tratamento e também pela ma difusdo da
maioria dos agentes antimicrobianos no SNC através da barreira hematoencefélica (BHE)
(KARAGOZ et al., 2014; RODRIGUEZ-LUCAS et al., 2020). Geralmente, nesses casos se
dispde para o uso medicamentos como cefalosporinas, quinolonas, carbapenémicos, colistina
ou aminoglicosideos. No entanto, nos Ultimos anos, o surgimento e a disseminacao de cepas
multirresistentes (MDR) de P. aeruginosa, especialmente aquelas resistentes aos
carbapenémicos vem dificultando o sucesso terapéutico. Além da susceptibilidade das cepas,
o tratamento eficaz ird depender da capacidade de atingir concentracfes ativas de antibidticos
no SNC em toxicidade aceitdvel (MAGIORAKOS et al.,, 2012). Assim, pode-se supor
teoricamente que todos os compostos desse estudo poderiam ser uma alternativa pela via oral,
com efeito sinérgico a outros antibidticos, pois teoricamente foram capazes de atravessar a
BHE em concentragdes suficientes para acdo contra cepas de P. aeruginosa MDR (composto
3).

A inibicdo das isoenzimas do sistema citocromo P 450 (CYP450), é uma das
principais causas de interacdes medicamentosas, efeitos adversos ou toxicos devido a menor
purificacdo e acumulo do farmaco ou de seus metabolitos no organismo (KIRCHMAIR et al.,
2015). Nesse estudo somente o composto 1 ndo inibiu nenhuma das isoformas avaliadas,
porém com menor atividade em relagdo aos demais. O composto 3 demonstrou ter a maior
atividade e inibiu somente a isoforma CYP2C19. Embora o sistema CYP450 tenha mais de 50
enzimas, seis delas (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 e CYP3A5)
metabolizam 90% dos medicamentos sendo as duas enzimas mais significativas CYP3A4 e
CYP2D6. E comum que farmacos disponiveis tenham acdo sobre estas enzimas, porém,
clinicamente devem ser avaliados quanto as reagdes significativas que podem causar reacoes
adversas imprevistas ou falhas terapéuticas (LYNCH; PRICE, 2007).

Os potenciais riscos de toxicidade dos compostos analisados foram avaliados no
programa Osiris. Somente 0 composto 7 esteve isento de qualquer risco, com atividade em 2/3
das cepas de P. aeruginosa. O composto 3, embora tenha apresentado a melhor atividade teve
alto risco de tumorogénese e de efeitos reprodutivos. Embora a resposta clinica possa ser
diferente, os estudos in silico sdo bastante Uteis para avaliar os riscos de toxicidade e indicar
guando uma estrutura desenhada pode ser prejudicial (RODRIGUES; COSTA, 2021).
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Conclusao

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, acredita-se que 0S novos cOmpostos
derivados de pirazolinas analisados neste estudo e nunca antes testados em cepas de P.
aeruginosa MDR podem servir como uma alternativa farmacéutica a ser considerada no
tratamento dessas infecgdes. A boa administracdo pela via oral, assim como a alta capacidade
em ultrapassar a BHE deve ser considerada, uma vez que a maioria dos farmacos disponiveis
atualmente apresentam dificuldades em alcancar o0 SNC em concentragdes suficientes para
sucesso terapéutico. Assim, o presente estudo relata sete compostos pirazolinicos, com sua
caracterizacdo fisico-quimica, farmacocinética e toxicoldgica, como potenciais candidatos a
novos antibacterianos frente a P. aeruginosa, principalmente as resistentes aos antibidticos
carbapenémicos. Com respeito aos efeitos toxicoldgicos elevados das moléculas estudadas,

modificagdes em sua estrutura quimica poderéo ser planejadas para diminuir este efeito.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho foram evidenciadas as vantagens dos compostos derivados de
pirazolinas frente a isolados clinicos multirresistente de Pseudomonas aerugionosa. No
manuscrito  intitulado “Novos compostos pirazolinicos com atividade frente a
Pseudomonas aeruginosa multirresistentes’” foi relatado que os compostos apresentaram
uma boa atividade antibacteriana, podendo serem considerados como uma promissora
alternativa farmacéutica no tratamento das infec¢Ges causadas por Pseudomonas aeruginosa
MDR.

Em relacdo aos resultados farmacocinéticos e toxicolégicos os compostos analisados
ndo violaram a regra dos cinco, instituida por Lipinski. Além desses parametros, 0 namero de
ligacBes rotacionais esteve menor que 10 (entre 3 e 4) e a TPSA esteve menor que 140 A
(65,79), o que ratificou uma boa biodisponibilidade oral dos compostos analisados. Os
farmacos disponiveis atualmente para cepas MDR, séo utilizados pela via injetavel devido sua
pouca biodisponibilidade oral, apresentando dificuldade em alcancar o SNC, fazendo das
moléculas testadas neste estudo uma alternativa pela via oral para melhorar a comodidade
posologica de um candidato a farmaco para P. aeruginosa MDR.

Assim, o presente estudo demonstra que estes compostos derivados de pirazolinas
frente a miroorganismos MDR de Pseudomonas aeruginosa, com sua avaliagcdo
antibacteriana, citotoxica, caracterizacdo fisico-quimica, farmacocinética e toxicoldgica,
potenciais candidatos a novos antibacterianos frente a P. aeruginosa, principalmente as

resistentes aos antibidticos carbapenémicos.
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