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Staphylococcus aureus ainda é uma das princi-

pais causas de infec¢des comunitdrias e hos-

pitalares, apesar do grande empenho da in-
dastria farmacéutica na luta pela sintese ou pelo
isolamento de novos e mais eficazes antibiéticos para
combaté-lo’ **. De acordo com intimeros levanta-
mentos epidemioldgicos, o S. aureus ocupa o segundo
lugar como agente infeccioso, perdendo, apenas, para
a Escherichia coli*. Dois exemplos, clinicamente mar-
cantes, dessa prevaléncia do S. aureus s3o os assusta-
dores e crescentes casos de endocardites, diagnosti-
cados em viciados em drogas endovenosamente inje-
taveis, e as também freqiientes infecgdes invasivas,
em pacientes infectados com o Virus da Imunodefici-
éncia Humana-HIV?,

Duas enormes dificuldades sao enfrentadas pela
antibioticoterapia no combate as estafilococcias por
S. aureus (e as infeccdes bacterianas em geral): a
imunossupressio dos pacientes e a competéncia ge-
nético-bioquimica das bactérias em desenvolverem
resisténcia praticamente a qualquer novo antibidtico
descoberto ou sintetizado pelo homem?* %67, Parale-
lamente ao desenvolvimento dos estudos que buscam
o controle dos mecanismos de imunossupressao, o
homem vem tentando descobrir o antibiético ideal —
ou a “utopina” de Mitscher® — , capaz de resistir a
qualquer dos meios de inativagao desenvolvidos pelas
bactérias resistentes> 7%,

Apesar do indiscutivel progresso da engenharia
genética de microrganismos na produ¢do de novos
agentes antimicrobianos®#%'?, nao ha dividas quan-
to 4 importancia das sinteses organicas, in vitro, na
producao de antibiéticos mais eficazes, a partir da-

Departamentos de Biologia Celular e Molecular’, Patologia® ¢ Quimica
Organica’ da Universidade Federal Fluminense (UFF).
siume o

queles ji disponiveis em clinica ou de compostos
desprovidos de atividade antibacteriana®’-*""-'*!*. Nas
sinteses parciais em laboratérios, entretanto, um
procedimento bem racional é empregar como precur-
sores substancias de “transito” metabdlico ja conhe-
cido. Foi o que fizemos com a lausona (2-hidréxi-1,4-
naftoquinona), por se tratar de um dos compostos
naftoquindnicos encontrados na natureza e dotados
de propriedades bioldgicas distintas, alguns, inclusi-
ve, com atividade antibiética'*'*!°, Além disto, deri-
vados naftoquinénicos, sintetizados em laboratério e
com atividade contra Mycobacterium tuberculosis, ja sao
conhecidos da literatura'’.

Neste trabalho, apresentamos resultados das medidas
dos efeitos do derivado 2-acetéxi-1,4-naftoquinona
(DNQ) - sintetizado a partir da lausona - contra cepas de
S. aureus isoladas de pacientes do Hospital Universitario
Antdnio Pedro (HUAP). De dez derivados que sintetiza-
mos, apenas o DNQ exibiu atividade antibacteriana e
somente sobre os Gram-positivos — E. faecalis, S. aureus e
S. epidermidis, embora os seguintes Gram-negativos tam-
bém tenham sido testados — E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa.

MATERIAL E METODOS

SINTESE E CARACTERIZACAO DO DERIVADO
NAFTOQUINONICO

O derivado naftoquinénico (DNQ) foi obtido atra-
vés da reacao apresentada no Esquema 1, cujo pro-
cedimento é descrito a seguir. Em um balao de
100ml! (contendo 50ml de anidrido acético) foram
adicionados 11,4mol de lausona. Apds completa
dissolu¢do, a mistura recebeu 0,114mol de acetato
de sédio anidro. A reagao foi acompanhada por
cromatografia em camada fina, durante 28 horas,
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As amostras de bactérias
|

Jforam isoladas de

depois do que a mistura recebeu pa(’?"e’”‘?s_d? HO‘(’Z?R_H placas. As placas eram incubadas 2
50ml de dgua fria. O material preci- Universitario Antonio ~' 37°Cdurante 30 minutos. Feitoisto,
pitado foi filtrado a vicuo, lavado | Pedro (HUAP). V os discos eram colocados sobre as
com agua destilada (gelada) e seco | S camadas das bactérias. As placas

(avacuo). O produto resultante (de

cor laranja), com rendimento de 88,6%, foi caracte-
rizado como 2-acetdxi-1,4-naftoquinona (DNQ) atra-
vés das seguintes propriedades: a) espectro
infravermelho, b) espectroscopia de massa, c) peso
molecular (204 ddltons), d) ponto de fusao (120°C-
127°C) e e) ressondncia magnética de prétons. Para
os testes antibacterianos, o derivado era dissolvido
no meio de cultura com 60% de dimetil-sulféxido
(DMSO). Em todos os testes, a mistura meio +
DMSO (60%) foi inécua contra as bactérias.

BACTERIAS E CONDICOES DE CRESCIMENTO

As amostras de bactérias foram isoladas de pacientes
do Hospital Universitdrio Anténio Pedro (HUAP) e
identificadas pelos métodos microbiolégicos e bioqui-
micos convencionais. Os testes preliminares com o
derivado naftoquindnico foram realizados com as se-
guintes espécies: Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Staphylococccus epidermidis. Depois desses testes,
somente o0s S. aureus foram selecionados para a continu-
acao das experiéncias.

Em nosso laboratério, as bactérias eram cultiva-
das no meio com a seguinte composi¢ao: a) bacro-
peptona (Difco) - 10g; b) extrato de lévedo (Difco)
- 10g; c) cloreto de sédio (Merck) - 5g; e d) agua
destilada, para 1.000ml. Para o meio sélido, dgar-
agar (Difco) era adicionado, para 20g/l. O meio era
autoclavado: 120°C, sob uma atmosfera, durante 30
minutos. Nestas condigdes, o meio apresentava pH
6,4. As culturas estoques eram mantidas em tubos
de 100mm x 13mm, contendo 1,5ml do meio sélido
(em plano inclinado), a -18°C, no freezer. Para as
experiéncias, essas culturas eram repicadas para
placas, incubadas a 37°C por 24 horas. Dessas pla-
cas, algumas colonias eram transferidas (com alga de
platina) para o meio liquido. Assim preparada, a
cultura era incubada a 37°C, durante cinco horas,
para alcangar a fase exponencial de crescimento.

TESTES ANTIBACTERIANOS PRELIMINARES

Para estes testes, discos de Papel Whatman
(5mm de diametro) eram embebidos em solu¢ao do
derivado: 5mg/ml, no meio de cultura contendo 60%
de dimetil-sulféxido (DMSO). Os discos ficavam
secando, por 24 horas, a 37°C e, em seguida, eram
postos sobre a superficie de uma camada de bacté-
rias, preparada como descrito a seguir. Cultura com
cinco horas de crescimentoa 37°C (~ 1,0x10 UFC/ml)
era diluida a 1:100 em NaCl a 0,85ml/100ml. Uma
aliquota de 0,3ml era entdo espalhada sobre dgar em
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eram incubadas a 37°C por 24 horas
e a sensibilidade determinada através da medida do
diametro do halo (zona) de inibicdo. Esta sensibili-
dade era considerada significativa quando a zona de
inibigao fosse maior ou igual a 12Zmm. Discos embe-
bidos no meio com 60% de DMSO, acepa ATCC25923
deS. aureus e a oxacilina (discos) foram usados como
controles. De dez derivados testados, apenas o 2-
acet6xi-1,4-naftoquinona (DNQ) apresentou res-
posta significativa e somente contra os Gram-positi-
vos: E. faecalis, S. aureus e S. epidermidis.

DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES
MINIMAS INIBITORIAS (CMIs) E MINIMAS
BACTERICIDAS (CMBs)

As CMIs e CMBs do DNQ, paraas cepas deS. aureus,
foram determinadas através da técnica de macro-
dilui¢do @ metade, que passamos a descrever. Trés
séries de 12 tubos de 100mm x 13mm (contendo
0,5ml do meio com a droga diluida) eram prepara-
das, com concentragoes variando de 1.024ug/ml a
0,5ug/ml. Para os testes com a oxacilina e a vanco-
micina, as concentragdes variaram de 64ug/ml a
0,03ug/ml. A cada tubo era adicionado 0,5ml de
uma cultura com cerca de 1,0x10°5 UFC/ml. Este
inoculo era obtido a partir de uma cultura de cinco
horas a 37°C (fase exponencial de crescimento)
diluida a 1:10*no meio. Apés 24 horas de incuba-
¢ao a 37°C, a CMI era definida como a menor
concentragao dadroga que inibia completamente o
crescimento visivel de cultura. Na determinacao
das CMBs, 10ul de cada tubo eram colocados em
placas, incubadas a 37°C por 24 horas. Em segui-
da, as colénias eram contadas e a CMB era estabe-
lecida como a menor concentragdo da droga, que
matava, pelo menos, 99,9% das bactérias inocula-
das (queda de trés unidades de log no indculo).
Trés controles eram corridos em cada experiéncia:
o meio sem a droga, o meio com 60% de DMSO ¢
a cultura pura. A cepa ATCC25923 de S. aureus foi
usada como padrao.

CIN}?.TICAS DOS EFEITOS ENIBITORIO

E LITICO MEDIDAS ATRAVES )
DA ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO
EM 560nm

A partir destas experiéncias, passamos a trabalhar
com apenas trés cepas de S. aureus: 471 e 482
sensivel e resistente a oxacilina, respectivamente, ¢
ATCC25923. Em cada experiéncia, era adicionad:
uma aliquota de 0, 1ml de uma solugao da droga (e
concentragao apropriada) a 3,9ml de uma culturaen
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As cinéticas dos efeitos
' do derivado foram
estudadas com técnica da |
diluicao ao décimo e de
plagqueamento

fase exponencial de crescimento a
37°C, para as concentragoes finais |
de 1/4, 1/2, 1 e 2xCML. Para isto,
uma cultura de 17 horas a 37°C era |
diluidaa 1:25 no meio (preaquecido

a 37°C por 15 minutos), em frasco Erlenmeyer de
125ml. Volumes de 3,9ml eram pipetados para tubos
de 150mm x I3mm (encaixam-se, perfeitamente, no
Spectronic 20, da Bausch & Lomb). Os tubos eram
mantidos em banho a 37°C, até uma absorbancia
(560nm) = 0,10, quando as drogas eram adiciona-
das. As leituras eram feitas a cada hora (durante seis
horas), com o meio puro sendo usado para aferir o
aparelho, enquanto o meio + DMSO (60%) era
empregado como branco. Dois controles: a cultura
(sem a droga) e o meio + a droga eram corridos em
cada experiéncia. Os resultados sao apresentados em
graficos relacionando absorbanciaem 560nm (A560nm)
x tempo (horas).

CINETICAS DOS EFEITOS SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR

As cinéticas dos efeitos do derivado sobre as
culturas de S. aureus em fase exponencial de cres-
cimento a 37°C foram estudadas através da técnica
da dilui¢ao ao décimo e de plaqueamento, como
resumida a seguir. As culturas, preparadas como
na experiéncia anterior, e com absorbancia = 0,10
(5,0 x 107" UFC/ml) recebiam a droga, para as con-
centracoes de 1/4, 1/2, 1 e 2 x CMI. Nos tempos de
0, 2, 4 e 6 horas, amostras (0,1ml) eram pipetadas,
diluidas (a0 décimo) em solu¢do de NaCl a 0,85g/100ml
e plaqueadas (0,1ml). As placas eram incubadas a
37°C por 24 horas e as colonias eram contadas. Os
resultados sao apresentados em graficos relacionan-
1o unidades formadoras de colonias (UFC)/ml x
rtempo em horas: Log UFC/ml x horas.

REAGENTES

Todos os reagentes quimicos usados neste trabalho
eram de pureza analitica, de acordo com as procedéncias
mencionadas: dgar-agar (Difco); anidrido acético (Qui-
mica Fina); bactopeptona (Difco); cloreto de sddio
(Merck); dimetil-sulféxido-DMSO (Riedel de Haen AG,
Seelze-Hannover); extrato de lévedo (Difco); lausona
(Aldrich Chemical Company, Inc.); oxacilina (Royton)
e vancomicina (Lilly).

RESULTADOS

TESTES ANTIBACTERIANOS PRELIMINARES
Os testes antibacterianos preliminares, em dis-

cos, apresentados na Tabela 1, mostram atividade

do derivado naftoquinénico (DNQ) apenas contra
as bactérias Gram-positivas:E. faecalis, S. aureus e S.

@ﬁ_ﬂe@i

epidermidis. Os diametros das zo-
~ nas de inibicao foram, respectiva-
/ mente: 12mm, 12Zmm e 13mm.
- Nenhuma cepa exibiu sensibilida-
de ao DMSO (60% no meio de cul-
tura) usado na dissolu¢do de droga. A cepa
ATCC25923 de S. aureus, utilizada como padrao,
produziu uma zona de inibi¢do = 35mm para a
oxacilina (dado nao apresentado).

CONCENTRACOES MINIMAS INIBITORIAS
(CMIs) E CONCENTRACOES MINIMAS
BACTERICIDAS (CMBs)

Na Tabela 2, sao mostradas as variacoes das CMIs e
das CMBs para o DNQ, a oxacilina e a vancomicina, em
cepas de S. aureus: 11 sensiveis a oxacilina, 19 resisten-
tes a este antibidticoe | padrao (ATCC25923). Nos trés
tipos de cepas, as CMIs para o DNQ variaram de
16ug/ml a 256ug/ml, com moda de 64ug/ml, e as CMBs
de 64ug/ml a 512ug/ml, com moda de 256ug/ml.

CINETICAS DOS EFEITOS .
DO DERIVADO SOBRE AS ABSORBANCIAS
DAS CULTURAS EM 560nm

A Figura 1 evidencia os efeitos do DNQ - nas
concentracdes de 1/4, 1/2, 1 e 2 x CMI - sobre as
culturas das cepas de S. aureus: 471 (sensivel a
oxacilina) — A, 482 (resistente a oxacilina) - B e
ATCC25923 - C, em fase exponencial de crescimento
a37°C, durante seis horas de tratamento. Nota-se um
nitido efeito inibitério (no ponto de seis horas),
mesmo para 1/4x CMI, com inibi¢oes de 29,2%, 25%
e 30,1%, respectivamente. Com 2 x CMI, as inibicoes
correspondentes foram 92,2%, 96,8% e 91,8%, para

Tabela 1

Testes de sensibilidade — em discos —
para o DNQ e o DMSO, em seis
diferentes espécies de bactérias
isoladas de pacientes do HUAP.

Bactéria (1 cepa) Diametro  Disco (mm)

do DNQ DMSO

Enterococcus faecalis 12 -
Escherichia coli -

Proteus mirabilis - -
Pseudomonas aeruginosa = s
Staphylococcus aureus 12 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 13 -
Staphylococcus epidermidis 13 -

Cultura de cinco horas a 37°C (- 1,0 x 10" UFC/ml) era diluida a 1:100 em
salina e espalhada (0,3ml) em placa com meio sélido. Discos (5mm)
embebidos com a droga (5mg/ml) eram m]ocndo: sobre a cultun Apos 24
horas a 37°C, as zonas de inibicio eram medid. ideradas ificativas,
quando 2 12mm, DMSO (dimetil-sulféxido) era usadu (60%) no meio de
cultura, para diluir o derivado naftoquindnico (DNQ).

* Cepa usada como controle: 35mm para a oxacilina, nestes restes. Mais
deralhes, em MATERIAL E METODOS.

19 i



| Limaet al.,
demonstraram a¢dao

as trés cepas, respectivamente, no
ponto de seis horas. Um dado mar-
cante, nestas experiéncias, foi a res-
posta litica (observada apenas na 1*
hora de tratamento), provocada por
2xCMI, nas cepas 471 e ATCC: A e C.

CINETICAS DOS EFEITOS DO DNQ SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR

A Figura 2 apresenta os efeitos do DNQ - nas
concentracoes de 1/4, 1/2, 1 e 2 x CMI - sobre as
culturas das cepas de S. aureus: 471 (sensivel a
oxacilina) - A, 482 (resistente a oxacilina) - B e
ATCC25923 - C, em fase exponencial de cresci-
mento a 37°C, durante seis horas de tratamento.
Na menor concentracao (1/4 x CMI) e no ponto
final (seis horas) de cada experiéncia, o DNQ
reduziu a viabilidade (Log UFC/ml) das culturas
em 31,8%, 32,2% e 22,2%, em relacdo ao controle,
para as cepas 471, 482 e ATCC, respectivamente.
Na mais alta concentragao (2xCMI), entretanto,
os valores correspondentes foram 191%, 100% e
122,2%, identificando uma resposta bacteriosta-
tica para a cepa 482 (resistente a oxacilina) e
respostas bactericidas para as cepas sensiveis ao
B-lactamico: 471 e ATCC.

DISCUSSOES E CONCLUSOES

O combate as infec¢des bacterianas, entre as
quais aquelas provocadas por S. aureus, continua
sendo um grande desafio para a medicina, face ao
constante surgimento de cepas de bactérias resis-

contra bactérias clinicas
nos derivados

naftoqu z'no"n-ico%

tentes (as vezes, multirresistentes)
e tolerantes aos novos antibiori-
cos colocados a disposi¢ao da cli-
nica®®7 %1% Embora, segundo
Mitscher®, a busca do antibidtico
ideal seja uma utopia, o homem persiste na tenta-
tiva de consegui-lo™"#? Esta busca tem se caracte-
rizado, principalmente, pelo isolamento de agen-
tes antibidticos de fontes naturais (plantas e mi-
crorganismos) e pela sintese (parcial ou total)
desses produtos. Em muitos casos, este objetivo é

Figura 1
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Sintese e caracterizacio do derivado naftoquinénico - O derivado
naftoquinénico (DNQ) foi sintetizado através da reagdo apresen-
tada acima, com a seguinte composicao dos reagentes: 50ml de
anidrido acético, 11,4mol de lausona, 0,114mol de acetato de
sédio anidro e 50ml de dgua destilada. A descrigao técnica do
procedimento estd em MATERIAL E METODOS. DNQ foi carac-
terizado pelas seguintes propriedades: espectro infravermelho,
espectroscopia de massa, peso molecular, pontode fusioe resso-
nancia magnética nuclear de prétons. Para os testes antibacteria-
nos, o derivado era dissolvido no meio de cultura com 60% de
dimetil-sulféxido (DMSO). Em todas as experiéncias, a mistura
meio + DMSO (60%) foi inécua contra as bactérias.

Tabela 2

Concentra¢cbes minimas inibitérias (CMIs) e bactericidas (CMBs) para DNQ, oxacilina
e vancomicina, em 30 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de pacientes do HUAP

Staphylococcus aureus CMI (ug/ml) CMB (ug/ml)
Variagiao Moda Variagao Maoda
Sensiveis 4 oxacilina 11
DNQ 32-p4 64 64 -51 256
oxacilina 0,0625-0,3 0,125 0,125-4 (.25
vancomicina 0,5-2 1 05-4 2
Resistentes a oxacilina 19
DNQ 16 - 256 64 64-512 256
oxacilina | -256 128 4-512 256
vancomicina 0,25-4 2 0,5-8 2
Padrao (ATCC25923)
DNQ 128
oxacilina ,0625 0,25
vancomicina 4

Culturas em fase exponencial de ¢rescimento (cinco horas a 37°C) com = 1,0x10" UFC/m| eram diluidas no meio, para = 1,0x10" UFC/ml. Estas diluigbes eram incubadas
{0,5ml) em igual volume do meio (com 60% de DMSO) contendo a droga em uma série de diluigdes a metade. Apos 24 horas a 37°C, a CMI era defimda come a menor
concentragiao gque inibia (100%) o crescimento visivel da cultura. Entdo, 10ul de cada tubo eram colocados em placas incubadas a 37°C por 24 horas ¢ a CMB, estabelecida
como a menor concentracio que matava, pelo menos, 99,9% das bactérias inoculadas. O meio puro, a cultura (sem droga) e 0 DMSO (60% no mrio) eram usados como

controles. Mais detalhes, em MATERIAL E METODOS.
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Os resultados discutidos
ndao permitem

alcancado através de modificacoes ‘
de drogas ja conhecidas, dotadas
(ou ndo) de atividade antimicro-
biana®"#%!, Foi com essa visao
que projetamos modificagoes qui-
micas da lausona (1 quinona: 2-hidroxi-1,4-nafto-
quinona), na procura de derivados com atividade
antibacteriana relevante. Este objetivo foi calcado
nas experiéncias de Lima et al., que demonstra-
ram acdo contra bactérias clinicas nos derivados
naftoquinoénicos: juglona, lapachol e plumbagina.
Estes autores, entretanto, limitaram as suas pes-
quisas as determinagoes das CMIs. As discussoes
e as conclusdes de nossos resultados com o deri-
vado 2-acetoxi-1,4-naftoquinona (DNQ) sao resu-
midas a seguir.

De dez derivados naftoquindnicos sintetizados
por nosso Grupo - tendo a lausona como precurso-
ra —, apenas o 2-acetdxi-1,4-naftoquinona (DNQ)
exibiu atividade contra cepas de bactérias clinicas e
somente de espécies Gram-positivas: E. faecalis, S.
aureus € S. epidermidis (Tabela 1). Priorizamos os
estudos com S. aureus, em virtude de suas infeccoes
prevalecerem sobre aquelas provocadas pelos dois
outros microrganismos.

Os valores das CMIs e das CMBs para o DNQ
contra cepas de S. aureus (Tabela 2) sdo mais altos
do que aqueles que encontramos — nas mesmas

Figura 2
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_inéticas dos efeitos do derivado naftoquindnico (DNQ) — nas
oncentracoes de 1/4, 1/2, 1 e 2 . CMI (concentragao minima
nibitdria) —sobre asabsorbancias (A560nm) das culturasem fase
=xponencial de crescimento a 37°C, das cepas de Staphylococcus
aureus: 471 (sensivel d oxacilina) —(&), 482 (resistente a oxacilina)
<Be ATCC25923 (C. A drogaeraadicionada dsculturas, quando
A360nm = 0,10. Mais detalhes, em MATERIAL E METODOS.
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cardacterizar o DNQ
como um antibiotico '

para uso clinico. {/

experiéncias - para os antibidticos
oxacilina e vancomicina - estes,
coincidentes com os dados da lite-
ratura internacional®" ** *, Os re-
sultados da Tabela 2, portanto, ndo
sugeriam a continuag¢do dos estudos com o DNQ;
contudo, as suas atividades - inibitaria, litica e
bactericida (sem lise) - exibidas nas - Figuras l e 2,
mudaram essa perspectiva.

Os efeitos do DNQ, apresentados na Figura 1, em
nivel de espectrofotometria de absor¢ao em 560nm de
culturas de S. aureus, mostram uma acao litica do
derivado (na 1° hora de tratamento), para a concen-
tracio de 2 x CMI, além de uma atividade inibitoria
diretamente proporcional ao aumento de sua concen-
tracdo. Estes dados estimulam novos estudos com o
DNQ, na busca de efeitos com concentragoes
subminimas inibitérias, principalmente, na tentativa
de descobrir combinacdes sinergisticas com antibio-
ticos ja em uso clinico, seguindo modelos de alguns
pesquisadores*****%%"_ Estas combinacdes sao impor-
tantes, também, nos estudos do mecanismo de agao
do DNQ.

Quando os efeitos do DNQ sobre as culturas de
S. aureus foram avaliados em nivel da viabilidade
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Cinéticas dos efeitos do derivado naftoquinénico (DNQ) — nas
concentragoes de 1/4, 1/2, 1 e 2 , CMI (concentragdo minima
inibitdria) - sobre a viabilidade celular (Log UFC/ml das cultura-
em fase exponencial de crescimentoa 37°C, das cepasde Staphylo-
coccus aureus: 471 (sensivel 4 oxacilina) —(A), 482 (resistente a
oxacilina) - (B) e ATCC25923 -(©). A droga era adicionada as
culturas com a viabilidade de 5,0x107 UFC/ml. Nos tempos indi
cados, amostras (0,1ml) eram pipetadas, diluidas em salina ¢
plaqueadas; as placas eram incubadas a 37°C por 24 horas e as
colbnias eram contadas, UFC = unidades formadorasde colénias.
Mais detalhes, em MATERIAL E METODOS.
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A droga exibiu

atividade apenas contra

celular (Log UFC/ml), como mos-
trado na Figura 2, ficou evidente a
atividade bactericida do derivado
(em 2 x CMI) contra a cepa sensi-

cepas Gram-positivas:
E. faecalis, S. aureus

es. epidermidis/

inibicdo diretamente proporcionais
as suas concentracdes, com 2CMI
promovendo resposta litica (ape-
nas na 1% hora de tratamento) nas

vel a oxacilina: em A, confirmando

o que havia sido verificado com a
espectrofotometria de absor¢ao (Figura 2A), lise na
1*hora de agressao. Esta atividade bactericida, en-
tretanto, foi bem mais baixa na cepa ATCC (Figura
2 C); enquanto na cepa oxacilina resistente, a res-
posta foi apenas bacteriostatica (Figura 2 B). Estes
dados sao indicativos da existéncia de, pelo menos,
trés mecanismos de acio do DNQ (2 x CMI) em
diferentes cepas deS. aureus: bacteriostdtico, bacte-
ricida (sem lise) e bacteriolitico.

Comparativamente, a lausona (precursora do DNQ)
exibiu CMIs e CMBs mais altas do que o derivado para
as trés cepas de S. aureus (dados nao apresentados).
Além disto, as cinéticas de absorbdncia em 560nm e de
viabilidade celular mostraram, apenas, efeitos inibit6-
rios para a lausona (sem bacteriostase nem lise), com
recuperac¢ao ja a partir da 42 hora de tratamento (dados
nao apresentados).

Os resultados acima discutidos nd3o nos permitem
caracterizar o DNQ como um antibidtico para uso
clinico, mas as suas atividades contra cepas de S.
aureus motivam a continuacdo de seus estudos na
perseguicao daquele objetivo. Para isto, ja estamos
tentando modificar a sua estrutura, visando a au-
mentar o seu espectro de agdo e a sua atividade
antiestafilococica.

Esta procura de novos antibidticos contra esta-
filococcias por S. aureus cresce em importancia, no
instante em que a Unica opg¢ao terapéutica, no
combate as cepas multirresistentes desta bactéria,
é a vancomicina, que, entretanto, além de seus
efeitos colaterais®* ?°, jd tem perspectivas de resis-
téncia’®?!, fato este que estd amedrontando os
infectologistas do mundo inteiro, preocupados,
principalmente, com as infec¢oes bacterianas em
pessoas imunossuprimidas, como os aidéticos,
por exemplo® 2

RESUMO

O derivado 2-acet6xi-1,4-naftoquinona (DNQ),
sintetizado por Ferreira, foi testado contra seis
diferentes espécies de bactérias isoladas de pa-
cientes do Hospital Universitario Antonio Pedro
(HUAP). A droga exibiu atividade apenas contra
cepas Gram-positivas (zonas de inibi¢ao > 12mm,
em testes preliminares): Enterococcus faecalis, Sta-
phylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Para
os isolados de S. aureus, as concentra¢des minimas
inibitérias (CMIs) e minimas bactericidas (CMBs)
variaram de 16uga 256ug/mle de 64uga512ug/ml,
respectivamente. Através da espectrofotometria
de absor¢ioem 560nm, DNQ originou cinéticas de
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cepas sensiveis a oxacilina. Em
nivel de viabilidade celular (UFC/ml), os efeitos
do derivado também cresceram na razdo direta do
aumento de sua concentragao, com 2x CMI acarre-
tando uma resposta bactericida bem nitida (ja na 2*
hora de a¢do), contra as cepas sensiveis ao B-lacta-
mico. Apesar da menor atividade do DNQ em
relacdo aos antibidticos de uso em clinica, estamos
continuando os estudos com o derivado, agora, na
tentativa de, através da modificacdo de sua estru-
tura, ampliar o seu espectro de a¢ao e a sua ativi-
dade antibacteriana.

Unitermos: antibidticos, bactérias, derivados nafto-
quinénicos, infeccdes bacterianas, resisténcia a antibi6-
ticos, Staphylococcus aureus.

SUMMARY

The compound 2-acetoxy-1,4-naphthoquinone derivative
(NQD), synthesized by one of us (Ferreira), was tested
against six different bacterial species isolated from patients
at Hospital Universitdrio Anténio Pedro (HUAP). The
drug only exhibited activity on Gram-positive bacteria
(zones of inhibition = 12 mm, for preliminary testings):
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis. Minimal inhibitory
concentrations (MICs) and minimal bactericidal
concentrations (MBCs), for NQD on S. aureus strains,
ranged from 16ug to 256ug/ml and from 64ug to 512ug/ml,
respectively. On optical density readings (560nm), NQD'’s
inhibition kinetics increased directly with drug concentration
rises. In these experiments, 2 x MIC had a lytic action
against oxacillin-sensitive strains. On viability
determinations (CFU/ml), the derivative also showed dose
dependent kinetics, with very clear bactericidal responses at
2 xMIC, on the strains sensitive to the beta-lactam. In spite
of NQD’s slower activity, by comparison with clinical
antibiotics, these results stimulate us to modify the dertvative
structure, looking for better antibacterial actions.

Key words: antibiotics, bacteria, naphthoquinone
derivatives, bacterial infections, bacterial resistance, Staphylo-
coccus aureus.
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