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Resumo

As resisténcias aos antibidticos estdo a tornar-se um problema de saude publica, estando a
preocupar as varias entidades mundiais. Assim sendo, a descoberta de novas alternativas
para combater infe¢cGes microbianas € critica.

Os liquidos iénicos (LIs) surgem, neste contexto, como um recurso a ser utilizado na
industria farmacéutica, nomeadamente na sintese de novos antibidticos. LIs demonstram a
capacidade de melhorar as caracteristicas dos ingredientes farmacéuticos ativos (API). No
entanto, esta ndo é apenas a relevancia destes compostos: propriedades antimicrobianas
também tém sido descritas. LIs combinados com APIs ou LI como um API estdo a dar uma
nova perspetiva aos antibidticos. Os bis-piridinios estdo, agora, a ser alvo de estudos
também nesta area. Propriedades antimicrobianas de bis-piridinio tém sido descritas.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade de sais bis-piridinios como antimicrobianos.

Os Lls derivados de bis-piridinio foram sintetizados e purificados pelo grupo Luis C.
Branco da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, e usado
apos a confirmacdo das estruturas e pureza por ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massa. As bactérias utilizadas pertencem a colecdo de Quimica e
Biomoléculas da ESTSP.

Para avaliar a atividade biolégica dos compostos foram determinados os valores de
concentracdo minima inibitéria (MIC), pelo método de microdilui¢do, de acordo com a
metodologia do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). A determinacdo das taxas
de crescimento também foi feita pelo método de microdiluicéo.

Foram estudados 12 Lls contra 9 estirpes bacterianas, muitas das quais resistentes aos
antibidticos. Apenas trés dos compostos ndo mostraram nenhuma atividade antimicrobiana
para as concentracdes estudadas (<5 mM). Dois LIs mostraram atividade biolégica contra
todas as bactérias estudadas, incluindo o S.aureaus MRSA ATCC 43300. Seis dos sete
restantes compostos demonstraram atividade biolégica contra a maioria das bactérias
estudadas. S6 um composto mostrou atividade contra uma Unica bactéria.
Os LlIs bis-piridinios tém atividade biolégica contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo bactérias resistentes. Assim, estes compostos devem ser tidos em
conta na busca de novas moléculas antibacterianas (sintese de novos antibioticos ou
desinfetantes).

Palavras-chave: Liquidos l6nicos; Antibidticos; Resisténcias bacterianas; Bis-piridinios;
Bactérias Gram-positivas; Bactérias Gram-negativas
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Abstract

Resistance to antibiotics is becoming a public health problem and is the subject of concern
from various global entities. In this context, finding new alternatives to combat microbial
infections is critical.

lonic liquids (IL) come up as a resource to be used in the pharmaceutical industry,
especially in the synthesis of new antibiotics. The ILs has shown the ability to improve the
characteristics of active pharmaceutical ingredients (APIs). However this is not only the
relevance of these compounds, antimicrobial properties also have been described. ILs
combined with APIs or ILs as an API is to give a new perspective to antibiotics. The bis-
pyridinium is now being targeted also of the studies of this area. Antimicrobial properties
of bis-pyridinium have been described.

The purpose of this study is to evaluate the activity of bis-pyridinium salts as
antimicrobial.

The ILs derived from bis-pyridinium were synthesized and purified by Luis C. Branco
Group, Faculty of Science and Technology, New University of Lisbon, and used after
confirmation of the structures and purity by nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry. The bacteria used belong to the collection of Chemistry and Biomolecules of
ESTSP.

To evaluate biological activity of the compounds were determined the Minimum Inhibitory
Concentration values by the microdilution method according to the methodology of the
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Determination of growth rates was also
made by microdilution method.

We studied 12 ILs against 9 different bacterial strains, many of which are resistant to
antibiotics. Only 3 of the compounds showed no antimicrobial activity for the studied
concentrations (<5 mM). Two ILs showed biological activity against all studied bacteria,
including S.aureaus MRSA ATCC 43300. Six of seven remaining compounds
demonstrated activity biological against most studied bacteria. Only one compound
showed activity against a single bacterium.

The bis-pyridinium IL has biological activity against gram positive and gram negative
bacteria including resistant bacteria. So these compounds must be taking into account in
the search for new antibacterial molecules (synthesis of new antibiotics or disinfectants).

Keywords: lonic Ligquids; Antibiotics; Bacterial resistance; Bis-pyridinium; Gram-positive
bacteria; Gram-negative bacteria



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Indice
DIBUICALONIA ...ttt bttt bbbt et b et e bbbt ettt et ne s i
AGIAUECTMIENTOS ...ttt etttk b e bt e e e bt e e bt e st et e e s s e e s e e be e s e nnne s iii
RESUIMIO. ...ttt e s h etk e e Rt e e R b et e en b et e n s bt e e bn e e e b e e e nnr e e e nn e e iv
AADSTFACT ...ttt %
INAICE ADIEVIAIUIAS...........cvviieceeies ettt ettt ettt ettt s aeee vii
INAICE 08 TADBIAS ..ottt ettt sttt en e, viii
INAICE U8 FIQUIAS.....co.vvieeieiescecee ettt ettt X
AMDIt0 dO TrADAINO ..........cvevvieeeeieecee ettt ettt nen s 1
Capitulo I - Liquidos 16nicos: Nova classe de AntibiGtiCoS? ..........ccccvevveiiiiiiieiieiie e 2
1. Resisténcias a0S ANtIDIOTICOS ......cuiieiiiiiieiieie e 2
2. NOVOS ANLIDIOTICOS........eetiiiieiicie ittt sne s 4
K TR I o [0 o (o [ g TToto S (I ) OSSP S PSPPI 7
4. Liquidos 16nicos na indUstria farmacRULICA ...........ccvueiiiiriiiie e 10
5. Liquidos l6nicos com propriedades antimicrobianas .............ccecveiieiiieeriesiesieecee s 13
I API-LIS @ntimiCroDIAN0S ... ......oiiiiiiiiii it 13
ii. Liquidos I6nicos como APIS antimiCrobianos ..........c.ccocveeiiueieiiie i cee e 14
6. Bis-piridinios como antimiCrobian0s............cuveiiieeiiiie e 17
7. Toxicidade dos Liquidos 10nicos: estruturas qUIMICaS..........cceeevvveeriveeerveesiieesieeesiee e 18
S T @ o] T (Vo I o =TS] (1 Lo [o TSR PPR 22
Capitulo 11 - Materiais € MEBLOUOS ........cciuiiiiiii it e et e e s be e e sraeeenaeaeans 24
Lo IVIBEETIAIS ...t 24
2. IMIBLOTOS ... 26
i PreparaClo das CUIUIAS.........ccoiiii i 26
ii.  PreparaCao das SOIUGDES .........ueeiiviee ettt e ettt e et e e saae e et e e snree e 27
iii. Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (MIC).......ccccocvviiiiiiiiiiiieieeieee, 28
iv. Determinacdo das Taxas de CreSCIMENTO........civuieiieiiriieeriie e eiee e 29
3. ANALISE ESTALISTICA ...t 30
Capitulo HT - RESUIAAOS .......ueeiiieeiiiee ettt e st e e s tee e s be e e snbeeesabeeesnreeans 31
CaPTEUIO TV = DISCUSSED ..vveevveeiiieeciieeestie ettt e et e e sttt e e st e e s te e e stbe e e stb e e e beeessbeeesaeeessbeaesnbeeesnseeensreeans 56
CONCIUSAD ... bbbkt b et h bbbttt e 63
Referéncias BiDIIOGrATICAS .........coiiiiiiii e e 64
AANEXOS .ttt ettt n e 68

Vi



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Indice Abreviaturas
AOT - Docusato ou dioctil sulfosuccinato
API- Ingrediente Farmacéutico ativo
CDC - Centro para Controlo e Prevencdo de Doencas
CLSI - Clinical & Laboratory Standards Institute
DGS - Direcéo Geral de Saude
DMSO - Dimetilsulfoxido
DO - Densidade Optica
ECDC - Centro Europeu de Prevencao e Controlo de Doencas
LI - Liquido Iénico
MIC - Concentracdo Minima Inibitéria
OMS - Organizacdo Mundial de Saude
QSAR - Quantitative structure—activity relationship
TSA - Tryptic Soy Agar

TSB - Tryptic Soy Broth

vii



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Indice de Tabelas

Tabela | - Quadro sintese de algumas aplicagdes dos LIS ......cccvviiiiiiiiiiiii 9
Tabela Il - LIs derivados de bis-piridinios estudados. .........ccccceeiiiiiiiii, 24
Tabela lll - Estirpes bacterianas utilizadas N0 @StUdO.........ccevvviiiiiiiiiiiiieeccce e, 26

Tabela IV -Tabela resumo das informacdes necessarias para a preparacao das solucdes de cada LI.

Tabela V - Esquema do processo de preparagao das solugdes dos LI. Por exemplo: preparagdo da
solucdo BA recorrendo a tabela 1V, esteriliza¢do recorrendo ao filtro de seringa de porosidade
0,2um e consecutivas dilui¢des utilizando 100 ul da solugdo anterior e 900 ul de solvente, tal
COMO dESCritO PEIO BSQUEMIA. ..uuuuuiieiiiiiiiiiii s 28

Tabela VI - Concentragdo Minima Inibitéria de cada composto para cada estirpe bacteriana....... 33

Tabela VII - Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do 4,4’-bpy (BA) para cada estirpe
DaCterianNa @StUAAA ...ccoiviiiiiiiieee e e st e e e s s et raa e e e e e e s enaaes 35

Tabela VIII — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [Clbpy]l (BC) para cada estirpe
DaCteriana @StUAAA. ..ocoiiiiiiiiieee e e s e e e s s st rae e e e e e s enane 39

Tabela IX — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C30bpy][AOT] (BE) para cada
estirpe bacteriana @StUdAda. ... ...uuuuuuuuei s 40

Tabela X — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C3H4bpy][AOT] (BG) para cada
estirpe bacteriana @StUdAa. ... ....uuuuuuei s 44

Tabela XI — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C20Hbpy]l (BH) para cada estirpe
DACtErianNa StUAAA. «.iiiiiieiiiiieie e e e e e e e s s rae e e e e e s enane 46

Tabela Xll — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [Hbpy]Cl (Bl) para cada estirpe
DACtErianNa StUAAA. «.iiiiiieiiiiieie e e e e e e e s s rae e e e e e s enane 50

Tabela XIIl — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [Hbpy]Me (BJ) para cada estirpe
o Yo=Y AT =T (U o = Lo I U PPURRR 51

Tabela XIV — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [H2bpy]Cl2 (BK) para cada estirpe
DACtErianNa StUAAA. «.iiiieeiiiieeee e e e e e e e e e a e e e e e e e enane 52

Tabela XV — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [H2bpy][Me]2 (BL) para cada
estirpe bacteriana @StUdAa. .........uuuuueei s 53

Tabela XVI — Analisando a Tabela VI e XVII obtemos esta tabela, que nos indica, por ordem
decrescente, os compostos com maior inibicdo do crescimento bacteriano, tendo em
consideracdo as concentragdes minimas inibitdrias e os fatores decrescentes. .......ccccceeeeeeeeennnnn. 54

viii



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela XVII - Resumo dos fatores decrescentes dos Lls, com bioatividade, para cada estirpe
bacteriana estudada. Os valores que apresentam a mesma cor de sombreado indicam, para a
respetiva estirpe bacteriana, concentragdes de MIC iguais, permitindo, assim, comparar os efeitos
das estruturas quimicas dos LIs na inibicdo do crescimento bacteriano. ........ccccccceeeeeeeiieiiiiiinnnnn... 55

Tabela XVIII - LIs derivados de bis-piridinios estudados...........ccccceeviiiiii 59



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Indice de Figuras

Figura | - O gréfico representa as classes de antibiéticos que foram surgindo ao longo do tempo.
Verifica-se que os compostos sintetizados recentemente sdo uma 22 ou até mesmo 32 geracdo
das classes iNiciais (BUSH, 2012).....cciieiiiiiiiiiiieeie e e ettt e e e e e e eerre e e e e e e e e e sabrareeeeaeeessnssraeseaeasaanannes 5

Figura Il - Resumo dos resultados do estudo desenvolvido por Roy et al. que avaliou a toxicidade
de Lls para Daphnia magna através de modelos estatisticos (Roy et al., 2014). ....ccceeeeeeeeeeeeeeennnn. 21

Figura Il - - Suscetibilidade das bactérias Gram-positivas aos 12 Lls estudados. Verifica-se que em
36% dos ensaios existe inibicdo do crescimento bacteriano (bactérias suscetiveis). .......ccc.cceeuneees 31

Figura IV - Suscetibilidade das bactérias Gram-negativas aos 12 Lls estudados. Verifica-se que em
55% dos ensaios existe inibicdo do crescimento bacteriano (bactérias suscetiveis). .......ccc.ceeuuees 32

Figura V - Quadro sintese das médias das concentra¢des minima inibitdria por grupo quanto a
coloragdo de Gram. Para os compostos BC, BE e BG verifica-se que s3ao necessdrias maiores
concentragbes de composto para inibir o crescimento das bactérias Gram-negativas em
comparagdo com as concentragdes necessdrias para a inibicdo das Gram-positivas. As bactérias
Gram-positivas sao mais suscetiveis do que as Gram-negativas aos compostos BC, BE e BG......... 32

Figura VI - Curvas de crescimento da Escherichia coli Oxa-1-Like na presenca/auséncia do LI BA..34

Figura VIl - Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 na
Presenca/ausEnCia dO LI BC.........coocveieeiireeeeeeieeeeeeireeeeeeteeeeeeteeeeeetbeeeeseabeeeeeentaeeeeasseeeesnareeeenns 36

Figura VIl - Resultado do teste de microdiluicao apés 24h a 372C do Staphylococcus aureus MRSA
ATCC 43300 na presenga do LIBA @ BC......ccoooeiiiiiiiiie e 36

Figura IX - Curvas de crescimento da Enterococcus faecalis na presenca/auséncia do LI BC.......... 37
Figura X — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla 1z 180 na presenga/auséncia do LI BC..37

Figura Xl - Resultado do teste de microdiluicdo apds 24h a 379C do Escherichia coli bla gy 180 na
[T T g Yo e [o N I 7N < - T O PPPPPPPPRt 38

Figura XIl — Curvas de crescimento da Escherichia coli ATCC 25922 na presenca/auséncia do LI BC.

Figura XIIl - Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus ATCC 25923 na presenca/auséncia
(o [o 28 I I 1 U 41

Figura XIV — Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 na
Presenga/auSENCia dO LI BE. ........o.iiiiiiiiiiieeeee e ettt e e e e ettt e e e e e e e e eeettreeeeeeeeeeeenabaeeeeeaeeeeannnes 41

Figura XV — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla g 209 na presenga/auséncia do LI BE.



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Figura XVI — Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus ATCC 25923 na presencga/auséncia
Lo To I I = T IR 42

Figura XVII — Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 na
Presenca/ausENCia dO LI BG. ......ooiiiii ittt e ettt e e e e e et e e e e e e e e e eenaaraeeeeeeeeeennnnes 43

Figura XVIII — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla gy 180 na presenca/auséncia do LI

Figura XIX — Curvas de crescimento da Escherichia coli ART 19B na presenca/auséncia do LI BH. .45
Figura XX — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla gy 180 na presenca/auséncia do LI BJ.47

Figura XXI - Curvas de crescimento da Escherichia coli OXA-1-Like na presenga/auséncia do LI BJ.

Figura XXIIl — Curvas de crescimento da Escherichia coli ATCC 25922 na presenca/auséncia do LI
] PSPPSR 49

Figura XXIV — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla ey 180 na presenga/auséncia do LI BL.

Xi



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Ambito do Trabalho

Nos Estados Unidos, segundo o CDC (Centro para Controlo e Prevencdo de Doengas),
estima-se que, em 2013, as ameacas de resisténcia a antibiéticos causaram mais de 2
milhdes de doengas e 23.000 mortes e que, em 2011, essas ameacas foram responsaveis
por cerca de mais 18 milhdes de euros gastos em cuidados de saude, de 8 milhdes
adicionais de dias de internamento hospitalar e de 32 milhdes de euros em custos sociais
(Breedlove & Cohen, 2014).

Na Europa, 0 ECDC (Centro Europeu de Prevencdo e Controlo de Doengas) estimou que 0
namero de mortos resultantes de infe¢des hospitalares com bactérias resistentes excede 0s
25.000 pacientes por ano (Stedt et al., 2014).

Em Portugal, segundo a DGS (Direcdo Geral de Saude), existe uma elevada taxa de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, o consumo hospitalar de antimicrobianos é
superior a média europeia e a taxa global de infecdo hospitalar € mais elevada do que a
média europeia (Portugal, 2014).

Infecbes graves, causadas por bactérias que se tornaram resistentes aos antibioticos
comummente utilizados, tornaram-se um grande problema de saide pablica mundial no
século XXI (Alanis, 2005; Plachouras et al., 2014; van Bijnen et al., 2014). As resisténcias
aos antibioticos tornaram-se uma preocupacao tdo global que foi o foco do Dia Mundial da
Salde em 2011 patrocinado pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude) (Vernet et al.,
2014).

Desde 1980, cerca de 40 novos agentes patogénicos foram identificados como ameacas ao
Homem, e 12% desses patogénicos foram classificados como emergentes ou re-emergentes
(Breedlove & Cohen, 2014).

Neste contexto, faz todo o sentido a preocupacdo da comunidade cientifica em controlar o
aumento das resisténcias bacterianas aos antibidticos, bem como em encontrar alternativas
eficazes e vidveis de tratamento. Assim sendo, ao longo do primeiro capitulo deste
trabalho, serdo abordados alguns dos estudos, baseados em liquidos i6nicos (LIs), cujo
objetivo foi encontrar novos ou melhorados compostos contra as resisténcias bacterianas.
Neste sentido, sera feito, inicialmente, um enquadramento da problematica resisténcias aos

antibidticos vs novos antibidticos.
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Capitulo I - Liquidos Ionicos: Nova classe de Antibiéticos?

1. Resisténcias aos Antibidticos

As causas das resisténcias aos antibioticos sdo complexas e incluem o comportamento
humano a muitos niveis da sociedade (Laxminarayan et al., 2013); as escolhas individuais
a longo prazo traduzem-se em consequéncias que afetam a globalidade da populagéo.

Os antibidticos permitiram desenvolvimentos médicos e sociais sem precedentes, e sdo
indispensaveis em todos os sistemas de saude. Conquistas na medicina moderna, como
grandes cirurgias, transplante de 6rgdos, quimioterapia, entre outros, que hoje tomamos
como adquiridos, ndo seriam possiveis sem 0 acesso ao tratamento eficaz para infecGes
bacterianas. Dentro de poucos anos podemos ser confrontados com reveses terriveis a nivel

médico, social e econdmico (Cars, Hedin, & Heddini, 2011; Laxminarayan et al., 2013).

A eficécia dos antibioticos no tratamento de infe¢des comuns tem sofrido grandes danos
nos ultimos anos; estamos a entrar numa era poés-antibidtico, semelhante a era pré
antibidtico, o que € um cenario verdadeiramente alarmante (Breedlove & Cohen, 2014;

Laxminarayan et al., 2013).

As resisténcias surgem como consequéncia de mutacdes em bactérias e da selecdo destas
pelo meio ambiente e pelo uso dos antibidticos, que proporciona uma vantagem

competitiva para as estirpes mutantes (Laxminarayan et al., 2013; Wellington et al., 2013).

As resisténcias antimicrobianas ndo sdo novas, mas o numero de organismos resistentes, as
localizagbes geogréaficas afetadas, e a amplitude das resisténcias em organismos

individuais ndo tém precedentes (Levy & Marshall, 2004).

Muitos fatores sdo responsaveis por esta crise que aumenta a nossa vulnerabilidade,
nomeadamente: o uso intensivo, prolongado e em alguns casos até indevido de antibiéticos
na medicina humana, veterinaria e na agricultura; as mudancas climaticas globais; as
modernas praticas agricolas, da industria e da producdo alimentar; bem como a rapida e
acessivel mobilidade global (Andersson, 2003; Breedlove & Cohen, 2014).

Como se pode verificar, sdo varias as causas que podem desencadear a selecéo de bactérias
resistentes. No entanto, a mais frequentemente investigada, é 0 uso excessivo e inadequado

dos antibidticos (Plachouras et al., 2014). A resisténcia aos antibidticos tem sido associada
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ao consumo de antibidticos (Plachouras et al., 2014). Varios estudos publicados expressam
esta correlagéo.

Mais de 90% dos antibidticos para uso humano na Europa, sdo prescritos nos cuidados
primarios (van Bijnen et al., 2014). Assim sendo, varios estudos defendem a prescri¢do
cautelosa e adequada de antibiéticos para controlar o aparecimento de resisténcias (van
Bijnen et al., 2014). Um tratamento, por antibioticos, inadequado tera varios efeitos
indesejaveis a varios niveis. Para o utente, uma vez que a eficicia do tratamento sera
limitada; para o sistema de salde, com o aumento dos custos e para a saude publica. A
exposicao a antibioticos pode levar a um aumento da resisténcia aos antimicrobianos (van
Bijnen et al., 2014).

O problema das resisténcias aos medicamentos antimicrobianos é generalizado. Os doentes
estdo a adquirir infeces resistentes a farmacos para os quais pode ndo haver nenhuma
terapéutica ativa (Drlica & Perlin, 2010). InfecOes resistentes aos medicamentos
antimicrobianos, tais como Staphylococcus aureus MRSA, espalharam-se para alem dos
cuidados de saude e agora causam doenca em contextos comunitarios (Alanis, 2005; Drlica
& Perlin, 2010).

O Staphylococcus aureus faz parte da flora comensal. Manifesta-se principalmente em
infecdes da pele e dos tecidos moles (Rodriguez, Hogan, Burnham, & Fritz, 2014). A
incidéncia destas infecdes nos cuidados primarios é relativamente alto, tornando-se uma
causa significativa para as prescricdes de antibioticos (van Bijnen et al., 2014).
Tradicionalmente, S. aureus resistente a meticilina (MRSA) limitou-se a hospitais e
instalacBes de cuidados prolongados, mas, na Gltima década, infe¢cbes por MRSA também
apareceram em individuos residentes na comunidade saudaveis (Tattevin, 2011). Diversos
estudos demonstram a importancia da flora comensal como um reservatorio de resisténcias
bacterianas, a partir do qual a resisténcia pode ser adquirida pelos agentes patogénicos (van
Bijnen et al., 2014).

Um estudo retrospetivo de bactérias Escherichia coli recuperadas a partir de amostras
humanas e de alimentos de origem animal durante 1950-2002 foi realizado para avaliar as
mudancas historicas na resisténcia aos medicamentos antimicrobianos (Tadesse et al.,
2012). Um total de 1729 isolados de E. coli (983 a partir de seres humanos, 323 do gado,

138 a partir de galinhas e 285 a partir de suinos) foram testados quanto a sua
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susceptibilidade a 15 antimicrobianos (Tadesse et al., 2012). Numa tendéncia
significativamente crescente, foram observadas resisténcias para ampicilina, sulfonamidas
e tetraciclina (Tadesse et al., 2012). Linhagens provenientes de animais mostraram um
aumento da resisténcia a 11 dos 15 agentes antimicrobianos, incluindo ampicilina,
sulfonamida, e gentamicina (Tadesse et al., 2012). A multirresisténcia (3 classes de
farmacos antimicrobianos) nas E. coli aumentou de 7,2% na década de 1950 para 63,6%
durante os anos 2000 (Tadesse et al., 2012). Esses dados descrevem a evolucdo da
resisténcia apds a introducdo de novos agentes antimicrobianos na medicina clinica e ajuda

a explicar a gama de resisténcia nos atuais isolados de E. coli (Tadesse et al., 2012).

A resisténcia aos antibidticos tem emergido como um dos maiores desafios da satde global
a ser abordada no século XXI (Cars et al., 2011). O risco de resisténcia aos antibioticos
generalizada ameaca mitigar as mudancas positivas feitas na modernizacgéo dos sistemas de
cuidados de saude (Cars et al., 2011). Num mundo globalizado, um espectro de diferentes
intervencdes e tecnologias da saude deve ser empregado para conter a resisténcia aos
antibioticos (Cars et al., 2011).

A faléncia dos antibioticos parece, neste cenario, iminente. Novas moléculas

antimicrobianas sdo urgentes.
2. Novos Antibioticos

Os antibidticos estdo a tornar-se obsoletos e a descoberta de novos antibioticos estagnou
(Alanis, 2005; Laxminarayan et al., 2013).

Entre 1929 e 1970 mais de 20 novas classes de antibioticos surgiram no mercado. Desde
entdo pouco de novo tem surgido (Laxminarayan et al., 2013). Depois de 2000 surgiu a
linezolida (Zappia et al., 2007) e a daptomicina (Fenton, Keating, & Curran, 2004), novas

classes com bioatividade contra as Gram-positivas.

A multirresisténcia aos antibi6ticos esta a tornar-se comum no ambiente hospitalar, com
poucos antibidticos disponiveis para tratamento, e, ainda, menos farmacos em preparacao
(Bush, 2012). Algumas bactérias Gram-negativas, tais como K. pneumoniae NDM-1, ja
sdo resistentes a quase todos os antibidticos, incluindo os carbapenemos. Os investigadores
procuram encontrar tratamentos para bactérias altamente resistentes com a gama de classes

disponiveis (Laxminarayan et al., 2013).
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Muitos microbiologistas, medicos e organiza¢es de saude estdo a repreender as empresas
farmacéuticas por terem os programas de investigacdo e desenvolvimento de anti-
infeciosos abandonados (Bush, 2012). Em muitos casos, as grandes empresas
farmacéuticas, tém terminado os programas de investigacdo anti-infeciosos por completo,
devido a razbes econdmicas (Alanis, 2005). Nao é vantajoso investir milhdes na descoberta

de medicamentos que rapidamente vao deixar de ser eficazes.

H& uma falha massiva da industria farmacéutica para identificar novas classes de
antibidticos ao longo dos ultimos 20 anos (Bush, 2012; Laxminarayan et al., 2013). O
termo "défice de inovacdo" tem sido usado para descrever a escassez de novas classes
estruturais introduzidas no arsenal antibacteriano desde 1962 (Bush, 2012). Isto foi devido,
em parte, a falta de sucesso dos programas de descoberta de farmacos que incidiu sobre
compostos de triagem para atividade contra enzimas isoladas ou a alvos genomicos
inexplorados (Bush, 2012).

Os poucos compostos antibacterianos que inibiram novos alvos (ndo utilizadas por
antibidticos atualmente aprovadas para comercializa¢do) raramente progrediram na Fase 11
de ensaios clinicos (Bush, 2012). Historicamente, hd maior probabilidade de sucesso nos

compostos melhorados das velhas classes de antibidticos - Figura 1 (Bush, 2012).

20022011 | - } New members
. of old classes
" in clinical
1992-2001 " development
1982-1991 '
1972-1981 _ -
1962-1971 '
I L Original members
1952-1961 of antibiotic (sub)class
1261651 |—__l
0 2 4 6 8 10 12 14
Number of Antibiotics
B Aminoglycosides ™ Beta-Lactams Macrolides
B Oxazolidinones Quinoclones Tetracyclines

* Linezolid

Current Opinion in Pharmacology

Figura | - O grafico representa as classes de antibidticos que foram surgindo ao longo do
tempo. Verifica-se que 0s compostos sintetizados recentemente sdo uma 2% ou até mesmo

32 geracao das classes iniciais (Bush, 2012).
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Outra razdo para a escassez de novas moléculas antimicrobianas é comercial. Os
antibioticos, em particular, tém uma pobre retorno do investimento pois sdo utilizados por
um curto periodo de tempo em comparagdo com os farmacos de tratamento de doencas
cronicas (Spellberg, 2011) . "As empresas descobriram que fazem mais dinheiro a vender
os farmacos para doencas cronicas do que a vender antibidticos", diz Spellberg, destacando

a falta de incentivo para as empresas para desenvolver antibiéticos (Spellberg, 2011).

Freire-Moran fez um estudo de revisdo com o objetivo de encontrar agentes antibacterianos
em desenvolvimento (Freire-Moran et al., 2011). De entre 90 compostos que cumpriam 0s
critérios de inclusdo, s6 66 foram novas substancias ativas (Freire-Moran et al., 2011).
Quinze destes podem ser administrados sistemicamente e foram avaliados como atuando
através de um novo ou possivelmente novo mecanismo de acdo ou sobre um novo ou
possivelmente novo alvo (Freire-Moran et al., 2011). Destes, 12 apresentaram atividade in
vitro contra bactérias Gram-positivas resistentes e apenas quatro apresentaram atividade in
vitro contra bactérias Gram-negativos resistentes (Freire-Moran et al., 2011). Desses
quatro, dois atuaram em novos alvos, mas nenhum atuou através de novos mecanismos de

acao (Freire-Moran et al., 2011).

Ha uma necessidade urgente em combater a falta de tratamentos eficazes para atender a
crescente problematica de satde publica causado por bactérias multirresistentes (Freire-
Moran et al., 2011).

Encontrar maneiras de acelerar o desenvolvimento de novos medicamentos e ferramentas
de diagndstico juntamente com o uso adequado dos mesmos € uma estratégia (Cars et al.,
2011).

Existem varias possibilidades de protecdo contra microrganismos patogénicos, como, por
exemplo, a preparacdo de novas vacinas contra estirpes bacterianas resistentes, o uso de
bacteriofagos especificos e a procura de novos antibiGticos (Spizek, Novotna, Rezanka, &
Demain, 2010).

Segundo Spizek et al a pesquisa de novos antibidticos pode incluir:

e A procura de novos antibioticos a partir de fontes tradicionais ou menos

tradicionais;
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e O sequenciamento de genomas microbianos com o objetivo de encontrar genes para
a biossintese especifica de antibidticos;

e Analise do DNA ambiental (metagenomica);

e Reexaminar compostos e produtos esquecidos;

e Investigar novos alvos para os antibi6ticos.

Idealmente novas moléculas devem ser descobertas, mas, paralelamente, tém que ser

protegidas com politicas melhores e mais eficazes de administracéo.

Neste contexto, de urgente necessidade de novos agentes antibacterianos, surge os LIs com
potencial antimicrobiano. Os Lls sdo alvo de inimeros estudos e suscitam cada vez mais

interesse.
3. Liquidos Iénicos (LIs)

Os LlIs séo definidos como sais cujas temperaturas de fusdo estdo abaixo dos 100 ° C
(Kurnia et al., 2014; Nishimura & Ohno, 2014; Stoimenovski, MacFarlane, Bica, &
Rogers, 2010). Os LlIs sdo sais organicos compostos, geralmente, por um catido organico

volumoso e um anido, que pode ser organico ou inorganico (Kurnia et al., 2014).

Os LlIs séo constituidos inteiramente por iGes e sdo liquidos & temperatura ambiente ou
abaixo desta (Moniruzzaman & Goto, 2011; Pinto et al., 2013). Em funcdo da sua
solubilidade em &gua, que deriva quase sempre do anido, sdo classificados em duas

categorias: hidrofobicos ou hidrofilicos (Moniruzzaman & Goto, 2011).

LIs possuem diversas caracteristicas fisico-quimicas de interesse, nomeadamente pressdo
de vapor negligenciavel, multiplas interacdes de solvatagdo com componentes organicos e
inorganicos, excelente estabilidade quimica e térmica, elevada condutividade ionica e

amplas faixas de temperaturas (Moniruzzaman & Goto, 2011; Pinto et al., 2013).

Os LlIs sdo compostos especiais porque propriedades como a densidade, viscosidade,
solubilidade na agua, bem como a toxicidade sdo facilmente alterados (Kurnia et al., 2014;
Pinto et al., 2013). Tanto o catido como o anido dos LIs podem ser molecularmente
manipulados para adquirirem propriedades fisico-quimicas especificas de forma a
satisfazer a exigéncia de determinada aplicacdo pelo que sdo “personalizaveis” (Kurnia et
al., 2014; Wang, Chi, & Mu, 2014).
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Todas estas caracteristicas levam ao crescente aumento do interesse quer da industria quer
dos académicos neste tipo de compostos (Moniruzzaman & Goto, 2011; X. Wang et al.,
2014). Apesar de todas estas caracteristicas excelentes, a que mais se destaca é a
capacidade de ajustar as propriedades quimicas e fisicas em funcdo do objetivo,
selecionando diferentes combinacdes de catides e anides. (Moniruzzaman & Goto, 2011)

Durante a Gltima década, o interesse nos LIs aumentou significativamente, devido ao seu
potencial como solvente ou reagente num largo leque de aplicagbes (Moniruzzaman &
Goto, 2011). Os LIs podem ser utilizados em varios campos, homeadamente extracao,
separagdo, como catalisador, na producdo de matérias, na tecnologia de analise bem como
na energia (X. Wang et al., 2014).

As propriedades de transporte (taxas de difusdo, condutividade térmica bem como
viscosidade) dos LIs desempenham um papel fundamental nos processos quimicos e de
engenharia (X. Wang et al., 2014).

O uso dos LlIs nas aplicacdes farmacéuticas, principalmente na area médica é muito
limitado, isto devido a falta de informacéo sobre a toxicidade, pureza, biodegradacéo, bem
como aprovacao regulamentar (Moniruzzaman & Goto, 2011). No entanto parece ter um
futuro promissor nesta area, dado que diversos estudos de toxicidade ndo excluem os LIs

como possiveis solventes (Moniruzzaman & Goto, 2011).

Ha cerca de 100 anos atras, Paul Walden informou que o ponto de fusdo do nitrato
etilamonio é de 12° C, sendo este, provavelmente o primeiro relato dos LIs. Em 1992 LlIs
estaveis no ar e na agua foram relatados. Mas s0 a partir do ano 2000 é que a bibliografia
sobre este tipo de composto foi explosivamente crescente, muito devido & possibilidade de

manipulacdo dos ides constituintes dos LIs (Nishimura & Ohno, 2014).

A possibilidade de sintetizar compostos com propriedades fisico-quimicas pré-selecionadas

permitiu a exploracdo destes compostos em diversas areas (Pinto et al., 2013) -Tabela 1.
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Tabela I - Quadro sintese de algumas aplicacdes dos LIs

Algumas Aplicagdes LIs

Industria Energética e Electrolitos para baterias, células de sensibilidade solar e
células termoelectroguimicas (MacFarlane et al., 2014).

e Separacdo da agua para produgdo de hidrogénio (utilizados
para sintetizar um dos catalisadores da oxidacdo da &gua com
melhor desempenho) (MacFarlane et al., 2014).

e Eletrdlitos de células de combustivel (devido & elevada
condutividade permite &s células de combustivel operarem na
regido de temperatura 6tima - acima dos 100° C) (van de Ven
et al., 2013).

e Captura e separacdo de CO2 e SO2 - Uma abordagem para
controlar as emissGes de gases acidos provenientes da queima
de combustiveis fosseis e a captura da pds-combustdo. A
absorcdo seletiva num liquido é a opcdo mais atraente para a
separacao de gases (Anderson, Dixon, Maginn, & Brennecke,
2006; MacFarlane et al., 2014).

Industria dos Materiais e Lls com um papel importante nos materiais de
armazenamento de energia térmica (Pinto et al., 2013) .
e Embora o nimero de exemplos seja ainda bastante limitado, a
utilidade de liquidos i6nicos para sintese inorganica e a
preparacdo de novos compostos inorganicos é aparente.
Sintese de catibes de baixa valéncia, novos compostos com
ligagbes metal - metal e clusters, a preparacdo de compostos
ricos em calcogénios e ricos em halogénio, e a criacdo de
ligagBes inusitadas bem como novos compostos de rede
(Freudenmann, Wolf, Wolff, & Feldmann, 2011).

Indlstria Farmacéutica e APIs 4cidos e bésicos em misturas eutéticas (mistura de
compostos ou elementos quimicos na qual o ponto de fuséo é
0 mais baixo possivel) sob a forma de “liquido co-cristal” sdo
mantidos firmemente juntos, mesmo em solugdo, através de
fortes ligacbes de hidrogénio ou interagBes parcialmente

ionizados, que asseguram o transporte simultaneo com taxas
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muito mais elevadas do que as solugBes dos seus sais

cristalinos correspondentes (H. Wang et al., 2014).

Outros e O armazenamento de amostras de DNA ¢é de grande
importancia para a biotecnologia e para as ciéncias forenses.
Recentemente, os LIs hidratados foram identificados como
um meio ideal para conservar DNA a longo prazo (Chandran,
Ghoshdastidar, & Senapati, 2012).

Recentemente surgiram Lls com actividade bioldgica, esta propriedade somada as
anteriores ampliou a aplicabilidade destes compostos, nomeadamente na inddstria
farmacéutica (Pinto et al., 2013).

4. Liquidos lénicos na industria farmacéutica

Atualmente, os custos associados com a distribuicdo para o mercado de novos produtos
biologicamente ativos (farmacéuticos, herbicidas, biocidas) sdo elevados (Smiglak et al.,
2014). Temos (Smiglak et al., 2014) :

e Custos associados a protecdo das patentes das moléculas;

e Custos de aprovagéo para entrar no mercado;

e Custos pelas exigéncias de testar os compostos novos por muitos anos antes da
aprovagéao;

e Custos de desenvolver os procedimentos sintéticos e construir novas plantas de
producéo;

e Custos associados as experiéncias fracassadas, falhas nos ensaios e outros prejuizos

associados a todo este procedimento.

Como se pode verificar, muito dinheiro e tempo é investido na procura de novos
compostos biologicamente ativos e novas tecnologias de entrega do principio ativo, bem
como novos métodos de libertacdo das moléculas ativas (Smiglak et al., 2014) . Neste

cenario os LIs podem ter muito potencial.

S0 muitos os estudos que mencionam o impacto positivo que os LIs podem dar & indUstria
de compostos biologicamente activos, por exemplo nos produtos farmacéuticos,

nutracéuticos e nos agrotoxicos (Smiglak et al., 2014) .

10
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Do ponto de vista farmacéutico, uma abordagem com LIs na concecdo de novos APIs faz
todo o sentido, dado que permite a manipulacdo quimica dos compostos com objetivos
especificos, nomeadamente com o processo de fabrico, a estabilidade das formulaces, a
biodisponibilidade bem como os eventuais efeitos adversos (Pinto et al., 2013).

Os LIs podem ser uma mais-valia na distribuicdo de moléculas biologicamente ativas.

Um dos obstaculos mais comuns que muitos produtos farmacéuticos encontram é a falta de
solubilidade (Smiglak et al., 2014). Os LlIs, com os seus perfis de solubilidades Unicas,
foram estudados como solventes para ingredientes farmacéuticos ativos (API) e outras
substancias biologicamente ativas, tais como proteinas e aminoacidos (Smiglak et al.,
2014) .

Sé&o varios os estudos que demonstram que os LIs efetivamente dissolvem muitos produtos

farmacéuticos.

Catarina I. Melo et al. demonstrou as perspetivas promissoras que os LIs ddo no
processamento de moléculas biologicamente ativas (Melo, Bogel-Lukasik, da Ponte, &
Bogel-Lukasik, 2013). Neste estudo foi analisada a solubilidade de antibidticos
antituberculose em LlIs, concluindo-se que estes compostos sdo altamente solGveis em LlIs
sendo este um excelente solvente para a manipulacdo de produtos farmacéuticos (Melo et
al., 2013).

Uzagare et al., comparou a solubilidade da adenosina, citosina e guanosina em LIs em
relacdo aos solventes organicos comuns (Uzagare, Sanghvi, & Salunkhe, 2003). O estudo
concluiu que a formacéo de ligacdes de hidrogénio entre o anido do LI e o APl melhorou a
solubilidade do ribonucleésidos em LIs em comparacdo com solventes comuns (Uzagare et
al., 2003).

A anfotericina B e o itraconazol foram utilizados para demonstrar que os liquidos i6nicos
podem ser concebidos ou escolhidos para proporcionar, de forma ajustavel, hidrofilia num
ido e lipofilia no outro permitindo solubilizar APIs pouco soltveis em agua (McCrary et
al., 2013). Estes excipientes liquidos anfilicos podem ser usados como sistemas de entrega
de farmacos e agentes de solubilizacdo para melhorar a solubilidade aquosa dos farmacos
(McCrary et al., 2013). O estudo demonstrou que a solubilidade em &gua desionizada, em

fluido géastrico simulado, fluido intestinal simulado, e solugdo tampéo de fosfato foi muito
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melhorada em relacdo aos métodos atuais de entrega de farmacos através da utilizacdo de

LIs concebidos como excipientes (McCrary et al., 2013).

Um outro estudo analisou a solubilidade do albendazol e do danazol (farmaco pouco
soliveis em &gua), em sais alquil-imidazélio com o objetivo de avaliar a aplicagdo
potencial como solventes farmacéuticos / co-solventes (Mizuuchi, Jaitely, Murdan, &
Florence, 2008). A solubilidade do albendazol, por exemplo, ¢ aumentada em mais de
10.000 vezes com o 1-butil-3-metilimidazdlio hexaflourofosfato. Esta capacidade de
modular a miscibilidade aquosa aumenta a utilidade do LIs como solventes farmacéuticos
(Mizuuchi et al., 2008).

As solubilidades do paracetamol e do ibuprofeno foram determinadas em dois LlIs
diferentes a diferentes temperaturas. Os LlIs selecionados foram de 1-butil-3-metilimidazio
e 1-hexil-3-metilimidazio (Smith, Bridson, & Leeke, 2011). Ambos os LIs mostraram uma
solubilidade suficiente para os farmacos para os tornar adequados para estudos de
cristalizacdo (Smith et al., 2011).

Um estudo relatou a primeira aplicacdo com éxito de uma microemulsédo ndo aquosa com a
ajuda de um LI e estabilizada por uma mistura de dois agentes tensioativos nao toxicos,
para a entrega transdérmica de aciclovir, que € insoltvel ou fracamente solivel em &gua e
liquidos orgéanicos mais comuns (Moniruzzaman, Tahara, Tamura, Kamiya, & Goto, 2010;
Moniruzzaman, Tamura, Tahara, Kamiya, & Goto, 2010). Como resultado, o aciclovir foi
entregue por via tOpica nas concentragdes necessarias para 0 sucesso do tratamento

(Moniruzzaman, Tamura, et al., 2010).

Na extracdo de ingredientes medicinais naturais, os LIs também apresentam vantagens
(Smiglak et al., 2014). A extracdo em meio LI de produtos naturais a partir de plantas esta
a ser investigada como uma alternativa a extracdo por solventes convencionais, extragdo
com fluido supercritico e a extracdo de ponto de nuvem, em que 0 custo, energia e impacto

ambiental pode ser melhorados (Smiglak et al., 2014).

Extratos de tecido da planta sdo uma rica fonte de compostos de chumbo para aplicac6es

nutracéuticas ou farmacéuticas. No entanto, a concentracdo de compostos de valor

acrescentado nos extratos de plantas é geralmente menor do que 1-2% (Ribeiro, Coelho,

Rebelo, & Marrucho, 2013) . Como consequéncia, a procura de novas tecnologias

melhoradas e mais eficientes surgiram. Num estudo desenvolvido por Bernardo D. Ribeiro
12
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et al, foi avaliado o desempenho dos LIs como aditivos na extracdo de saponinas e
polifendis do cha (Ribeiro et al., 2013). Duas familias de LIs, a base de catido colina e
catido imidazolio combinados com uma ampla variedade de anides hidrofilicos, foram
testados (Ribeiro et al., 2013). Os resultados obtidos indicam que é possivel ajustar a
afinidade do LI por um solvente especifico e aumentar consideravelmente a eficiéncia da
extragdo de saponinas e fendis (Ribeiro et al., 2013). LIs baseados em colina, foram
favorecidos em vez de liquidos idnicos a base de imidaz6lio, uma vez que os primeiros tém
a vantagem de ser biocompativeis, biodegradaveis, menos téxicos e, pelo menos, 10 vezes
mais baratos (Ribeiro et al.,, 2013) . Os resultados obtidos indicam que a elevada
concentracdo de saponinas, pode ser conseguida utilizando [Ch]CI (cloreto de colina) e
KsPO,4 em pequenas quantidade (Ribeiro et al., 2013). Em concluséo, LI s&o alternativas
claras para solventes organicos em extracdo de metabolitos de plantas, tais como saponinas
(Ribeiro et al., 2013).

Este foi um dos muitos exemplos existentes na bibliografia. Outras técnicas tém usufruido
das propriedades unicas dos LIs, nomeadamente a extracdo assistida por ultra-som e por

microondas (Smiglak et al., 2014).
5. Liquidos Iénicos com propriedades antimicrobianas

S&o varios os estudos que atribuem propriedades antimicrobianas aos LIs. Alguns desses
estudos relatam ligacGes API-LIs, outros descrevem o LI como um API antimicrobiano. A
abordagem LI como um API foi baseada no facto de alguns LIs serem ativos contra fungos
e bactérias podendo também apresentar atividade anti-cancerigena (Pinto et al., 2013).

Serdo descritos neste trabalho alguns desses estudos.
i.  API-LIs antimicrobianos

Cole et al. relataram a investigacdo da atividade antibacteriana de LIs com o catido
baseado em imidazolio ou em piridinio ¢ o anido num antibidtico B-lactamico (Cole et al.,
2011) . As propriedades antibacterianas foram quantificadas através da medicdo da
concentracdo minima inibitéria (MIC) e concentracdo bactericida minima contra a
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium
(Cole et al., 2011) . De um modo geral, os LIs melhoraram a atividade antibacteriana em

comparacdo com os materiais de origem. Em 92% das experiéncias, a Amp-LIs superou o
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sal de sddio de ampicilina disponivel comercialmente(Cole et al., 2011). A Amp-LI teve

até 43 vezes melhor atividade antibacteriana do que a ampicilina sodica (Cole et al., 2011).

Novos LlIs contendo ampicilina (API) como anido foram sintetizados com bons
rendimentos num outro estudo (Ferraz et al., 2012). A atividade antibacteriana de novos
API-ILs baseados no anido ampicilina foi avaliada (Ferraz et al., 2014). O estudo mostrou
a inibicdo do crescimento e propriedades bactericidas para algumas bactérias sensiveis e
resistentes, especialmente algumas bactérias Gram-negativas, quando comparados com a
ampicilina sédica e os sais de brometo e cloreto iniciais (Ferraz et al., 2014). Os resultados
obtidos especialmente contra duas estirpes Gram-negativas resistentes apontam claramente
para um papel promissor de API- LIs como farmacos antimicrobianos, em particular,

contra estirpes bacterianas resistentes (Ferraz et al., 2014).

Os resultados do estudo sugerem que os API-LIs ajudam na entrega do composto
antibacteriano ampicilina para algumas bactérias Gram-negativas com resisténcia contra o0s
antibidticos f-lactamicos, muito provavelmente, na funcdo de agente de transferéncia de

fase lipofilica através da membrana exterior das bactérias. (Ferraz et al., 2014)
ii.  Liquidos I6nicos como APIs antimicrobianos

Um estudo com o objetivo de investigar a eco-toxicidade dos LIs com um anido de
halogéneo analisou o crescimento de trés tipos de bactérias na presenca destes compostos
(Yu & Nie, 2011). Os resultados indicaram que o crescimento de todas as bactérias foi
inibido na presenca dos LIs. Todos os LIs mostraram alguma toxicidade para a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Yu & Nie, 2011). A atividade
antimicrobiana dos LIs com anido halogéneo esta fortemente relacionada com a estrutura
dos LlIs. Um aumento no comprimento da cadeia do grupo alquilo corresponde a um
aumento da toxicidade (Yu & Nie, 2011).

Um outro estudo, baseado num novo grupo de brometos de amonio quaternario foi testado
como possiveis agentes antimicrobianos e antifingicos. Apds andlise dos resultados
concluiu-se que exibiam uma forte atividade antimicrobiana e antifungica (Miklas et al.,
2014).

Os derivados de quinolina sdo conhecidos por possuirem atividades bioldgicas e

medicinais e tém sido explorados na concecdo de agentes antibacterianos, antifungicos e
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compostos anti-maléricos (Busetti et al., 2010). Um estudo realizado por Busetti et al,
relatou a toxicidade microbiologica de uma série de brometos 1-alquil-quinolinio contra
uma série de microrganismos clinicamente relevantes (Busetti et al., 2010). O estudo
concluiu que em geral, os LIs 1-alquil-quinolinio possuem atividade antimicrobiana de
largo espetro contra os microrganismos (Busetti et al., 2010). Estes compostos foram
ativos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bem como fungos (Busetti et al.,
2010). Neste estudo foram utilizadas entre outras bactérias o Staphylococcus epidermidis,
o0 Staphylococcus aureus, o Staphylococcus aureus MRSA e a Escherichia coli (Busetti et
al., 2010).

Carson et al desenvolveram um estudo para avaliar a atividade antibiofilme in vitro de uma
variedade de LIs baseados em cloretos 1-alquil-3-metilimidazolio contra um conjunto de
bactérias clinicamente relevantes (incluindo MRSA) e fungos. O objetivo do estudo foi
testar a aplicabilidade geral dos LIs como agentes de erradicagdo de biofilmes
(Carson et al., 2009). Neste estudo demonstrou-se que estes compostos possuem uma agao
antimicrobiana de largo espetro e atividade antibiofilme contra varios microrganismos
patogénicos, incluindo isolados clinicos de MRSA e outros agentes patogénicos associados
a infe¢bes nosocomiais (Carson et al., 2009). Os autores defendem que a aplicacéo dos LIs
no desenvolvimento de novos desinfetantes / antissepticos, para controlar as infe¢ées no
ambiente hospitalar, merece maior exploracdo. Este estudo destaca o potencial dos LlIs
como agentes antibiofilmes, podendo assim ter aplicacdes na medicina, mas também na
industria (Carson et al., 2009).

Ainda no combate aos biofilmes, surge outro estudo.

As infecBes microbianas protegidas por biofilmes na pele sdo um sério risco a satde que
continuam a ser tratadas de forma inadequada (Zakrewsky et al., 2014). A falta de eficacia
dos tratamentos é, em grande parte, devido a barreira que o estrato corneo e o biofilme
fazem ao transporte do farmaco antimicrobiano (Zakrewsky et al., 2014). No estudo
efetuado por Zakrewsky et al. foi analisado o uso de LIs no rompimento do biofilme e na
entrega do antibiotico (Zakrewsky et al., 2014). Foram estudados dois formadores de
biofilme patogénicos: Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entérica (Zakrewsky et al.,
2014). A avaliacdo da citotoxicidade, da irritacdo causada na pele, da biodisponibilidade
do antibi6tico bem como do tratamento do biofilme pelos LlIs, foram outros objetivos do

estudo (Zakrewsky et al., 2014). Dos compostos estudados a colina-geranate surgiu como
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LI com excelente atividade antimicrobiana, o minimo de toxicidade para as células
epiteliais, e aumento da permeabilidade para os farmacos (Zakrewsky et al., 2014). A
colina-geranate foi comparavel ou mais eficaz do que o tratamento com lixivia contra
biofilmes de S. entérica e P. aeruginosa, respetivamente (Zakrewsky et al., 2014). Além
disso, a colina-geranate permitiu que o cefadroxil (antibi6tico) tivesse uma entrega
aumentada em cerca de 16 vezes nas camadas profundas do tecido da pele, sem induzir
irritacdo na mesma (Zakrewsky et al., 2014). A eficicia in vivo de colina-geranate foi
validada utilizando um modelo de ferida infetada-biofilme. O resultado foi mais de 95% de
morte bacteriana apés 2 h de tratamento (Zakrewsky et al., 2014).

ContaminacGes microbianas das superficies e a formacdo de biofilmes sdo um problema
generalizado. N&o é sO a area da salde que se debate com este problema, a indUstria e as
estruturas fisicas também lidam com esta adversidade. A corrosdo influenciada
microbiologicamente € omnipresente em todas as areas de deterioracéo das infra-estruturas
marinhas (Seter, Thomson, Chong, MacFarlane, & Forsyth, 2013). Neste tipo de corrosdo
as bactérias colonizam sobre a superficie formando biofilmes que devido ao metabolismo
corroem as estruturas (Seter et al., 2013). O custo deste tipo de corrosdo € estimado em
cerca de 1% do PIB em paises mais desenvolvidos (Seter et al., 2013). A questdo do casco
bio-incrustante também € uma consideracdo critica para os armadores, em particular
organizacdes, tais como a marinha, uma vez que provoca um aumento da rugosidade da
superficie e uma maior resisténcia ao atrito (Seter et al., 2013). Estima-se que grandes
incrustacdes de cascos de navios podem causar um aumento até 45% em consumo de
combustivel (Seter et al., 2013).

Num estudo desenvolvido por Seter et al. foi demonstrado, pela primeira vez, os efeitos
inibidores do biofilome de um sal organico ambientalmente amigavel, nalidixate
cetriménio (um composto baseado em conceitos dos liquidos idnicos) (Seter et al., 2013).
Este sal quando incorporado num revestimento de poliuretano leva a completa inibicdo da
corrosdo influenciada microbiologicamente, na presenca de varias estirpes de bactérias

vulgarmente encontradas em ambientes marinhos (Seter et al., 2013).

Como se pode verificar a toxicidade, propriedade manipulavel, pode vir a ser uma das
propriedades mais desejaveis dos LIs, na concecdo de novos e melhorados antissépticos,
desinfectantes e reagentes anti-incrustantes (Carson et al., 2009). Sao varias as publicacdes

que descrevem a atividade antimicrobiana de LlIs imidazélios, piridinios e quaternarios de
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amoénio (Carson et al., 2009). Os LIs que apresentam actividade antimicrobiana s&o
predominantemente ndo volateis, ndo inflamaveis, com baixos pontos de fusdo e
viscosidade e ampla estabilidade térmica (Carson et al., 2009). Estas propriedades fisicas
podem, em teoria pelo menos, facilitar a sua utilizacgdo como biocidas de superficie
(Carson et al., 2009) .

6. Bis-piridinios como antimicrobianos

Uma série de sais de amonio quaternario de bis-piridinio com diferentes porg¢des arilo e
heteroarilo foram sintetizados e a sua atividade antimicrobiana investigada (Furdui et al.,
2014). O efeito de inibicdo dos compostos foi avaliado em bactérias, fungos e leveduras
(Furdui et al., 2014). Todos os novos compostos demonstraram atividade antibacteriana in
vitro significativa. Estudos preliminares mostraram que alguns destes sais também s&o
capazes de impedir ou destruir a formacédo de biofilme de microrganismos da industria
alimentar (Furdui et al., 2014).

Compostos dialquilicos 4,4-bis-piridinio, comummente conhecidos como viologenos
devido a sua coloracéo intensa apos reducédo (Grenier et al., 2012), tém uma longa historia
como herbicidas, como indicadores redox, e mais recentemente como potentes agentes
antibacterianos (Ator et al., 2014). Devido as caracteristicas estruturais, um grupo de
cabeca polar carregada e cadeias alquilo ndo polares, estes compostos podem funcionar
como anfilicos (Ator et al., 2014). Anfilicos cationicos sdo uma classe de agentes
antimicrobianos cada vez mais proeminente cujo mecanismo de acdo conhecido envolve a
ruptura da membrana bacteriana por interacdes electrostaticas com os fosfolipidos

carregado negativamente (Ator et al., 2014).

Grenier et al preparou uma série de analogos mono- e bis-alquilados de 4,4-bis-piridinio
com o objetivo de investigar as relacBes estrutura-atividade na inibicdo de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (Grenier et al., 2012).

Compostos anfilicos serviram, durante muito tempo, como uma plataforma privilegiada de

agentes antimicrobianos (Grenier et al., 2012). A interrupcdo de processos intracelulares €

a chave para a bioatividade de algumas moléculas anfilicas. No entanto a rutura da

membrana é muitas vezes a principal via que conduz a morte microbiana (Grenier et al.,

2012). Os compostos bis-piridinios emergiram recentemente como um grupo

particularmente eficaz na perturbacdo de membranas, matando as bactérias em
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concentragfes baixas através de um mecanismo de acdo que pode depender da sua
estrutura em forma de cone (Grenier et al., 2012). Foram feitas correlagbes entre a
atividade antimicrobiana e caracteristicas estruturais; mais cadeias alquilo corresponderam
a valores mais baixos de MIC e menor tempo requerido para matar as bactérias (Grenier et
al., 2012).

Uma nova classe de piridinio e cloreto de benzimidazélio foi obtida com um rendimento
elevado por Pernak et al. As atividades antimicrobianas contra bactérias e fungos foram
estudadas. Os compostos exibiram atividade antimicrobiana de amplo espectro semelhante
ao da atividade de cloreto de benzalcénio (Pernak, Rogoza, & Mirska, 2001).

Lad et al desenharam e sintetizaram uma série de novas piridinas modificadas e bis-
piridina com diferentes substitutos cumarinicos com o objetivo de encontrarem novos
agentes antimicrobianos. Todos o0s compostos sintetizados foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana in vitro contra estirpes bacterianas (Gram-positivas e Gram-
negativas) e fungicas. Apesar de alguns compostos apresentarem atividade comparavel aos
farmacos padréo, utilizados como referéncia, outros demonstraram atividade antibacteriana
promissora (Lad, Giri, Chovatiya, & Brahmbhatt, 2015)

Apesar de ndo serem muitos os estudos que relatam as propriedades antimicrobianas dos
bis-piridinios, eles existem e apontam nesse sentido. Se a esta informacéo adicionarmos as

potencialidades dos LIs temos aqui um estudo promissor e inovador.
7. Toxicidade dos Liquidos lonicos: estruturas quimicas

Os Lls devido ao elevado interesse e a diversidade de aplicacdes tém sido alvos de varios
estudos de avaliacdo toxicolégica (Sénia PM Ventura et al., 2014). Existem estudos de
diversos Lls e sobre varios organismos, os de avaliacdo ecotoxicologica sdo 0s mais
frequentes. Neste capitulo tentar-se-a relacionar a toxicidade dos LIs com a estrutura

quimica dos mesmos, atraves da analise de diferentes estudos.

Os LlIs séo sintetizados pela combinacdo de diferentes anibes e catides e a variacdo do
comprimento das cadeias alquilo ou a introducdo de oxigénios, por exemplo, permitem
manipular as caracteristicas fisico-quimicas destes compostos. Propriedades como
viscosidade, densidade, ou solubilidade podem influenciar a biodegradacdo ou as

caracteristicas toxicoldgicas destes compostos (Sonia PM Ventura, Marques, et al., 2012).
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A relacdo do comprimento das cadeias alquilo com a toxicidade é uma constatacao
transversal a varios estudos (Ferraz et al., 2014; Luis, Garea, & Irabien, 2010). Um estudo
QSAR (Quantitative structure—activity relationship) relata que, quanto maior for a cadeia
alquilo, mais elevada a toxicidade. Esta afirmac&o so é valida até cadeias com 14 carbonos;
de acordo com dados experimentais, 0 aumento da toxicidade a partir de 14 carbonos, para
LIs baseados em imidazolio, diminui - "efeito de cut-off* (Luis et al., 2010; Sonia PM
Ventura, de Barros, et al., 2012; Sonia PM Ventura, Marques, et al., 2012). Segundo este
estudo existe uma relacdo entre a toxicidade dos LIs e seu caracter hidrofobico. As cadeias
alquilo longas implicam uma maior reatividade com as membranas biol6gicas e com as
proteinas incorporadas; estes compostos sdo capazes de se incorporar na bicamada
fosfolipidica facilitando a entrada das moléculas através das membranas (Luis et al., 2010;
Santos et al., 2015). A relacdo entre lipofilia e toxicidade de um composto é bem
conhecido na toxicologia (Matzke et al., 2007).

Num outro estudo realizado por Ventura et al, também foi demonstrada a correlacéo entre
a toxicidade e o nimero de atomos de carbono nas cadeias alquilo. No entanto, quando
comparadas a toxicidade para LIs cuja diferenca eram o nimero de carbonos (um LI com 7
e outro com 12 carbonos) verificou-se que o alongamento da cadeia de alquilo conduziu a
diminuicdo da toxicidade do LI. Tal como ja mencionado, a toxicidade dos LIs nem
sempre aumenta com o aumento das cadeias alquilo (Sonia PM Ventura, Marques, et al.,
2012).

Carson et al estudaram in vitro as propriedades antibiofilme de LIs contra microrganismos
clinicamente relevantes. Verificaram que a concentracdo minima de erradicacdo do
biofilme diminuiu (aumento da atividade antibiofilme) com o aumento no comprimento da

cadeia alquilo da cadeia lateral do LI (Carson et al., 2009).

A estrutura dos catides dos LIs também confere propriedades toxicas aos compostos.
Catides aromaticos (imidazdlio e piridinio) sdo, em geral, mais toxicos do que os alifaticos
(Sonia PM Ventura, Marques, et al., 2012).

O estudo realizado por Ferraz et al concluiu que os valores de MIC de LIs baseados na
ampicilina contendo catides altamente polares sdo mais elevados do que ampicilina sédica
(farmaco comercializado) utilizado como padrdo neste trabalho. Por sua vez os Lls

baseados em ampicilina contendo catides apolares apresentaram valores de MIC menor do
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que ampicilina sodica (Ferraz et al., 2014). Os catides altamente polares sdo mais
propensos a ficar em solucéo aquosa em vez das membranas celulares hidrofébicas (Ferraz
et al., 2014)

Como se pode verificar sdo inimeros os estudos cujo objetivo é avaliar a toxicidade das
estruturas dos LlIs. Este tipo de investigacdo fornece pontos de referéncia para a sintese de
novos LlIs. Assim sendo, iremos enumerar algumas das principais conclusdes da relagéo

estrutura quimica - toxicidade.

e Alguns estudos indicam que os anides menos téxicos sdo Cl e BF, (Ferraz et al.,
2014; Matzke et al., 2007);

e Qutros estudos sugerem que existe uma relacdo inversa entre o namero relativo de
atomos de oxigénio e a toxicidade (Zhao et al., 2014);

e Lls contendo azoto s@o mais toxicos do que os ndo azotados (Roy, Das, & Popelier,
2014);

e Catides funcionalizados originam LIs menos toxicos, quando comparados com
catibes ndo funcionalizados (Santos et al., 2015);

e Muitos estudos atribuem aos catides a toxicidade dos compostos, no entanto muitos
outros tem demonstrado que o anido também pode ser responsavel pela toxicidade
(Santos et al., 2015) (Docherty & Kulpa Jr, 2005);

e O aumento do nimero de grupos hidroxilo aumenta a polaridade dos LlIs,
consequentemente, 0s compostos sdo mais reativos contra as membranas bioldgicas
(Santos et al., 2015);

e Estudos demonstram que compostos de aménio quaternario e piridinios tém efeitos
toxicos significativos sobre diversas bactérias e fungos (Docherty & Kulpa Jr,
2005);

e O aumento no nimero de grupos alquilo substituidos no anel catido correspondeu a
um aumento da toxicidade (Docherty & Kulpa Jr, 2005);

e A incorporacdo de grupos éter na cadeia lateral éster reduz significativamente a
toxicidade em comparacdo com os derivados de éster de alquilo dos LI baseados
em imidazdlio (Morrissey et al., 2009).

e A introducdo de oxigénio nas cadeias laterais dos catibes de bis-piridinio, bem

como a combinagdo com anides alternativos, tais como docusato podem contribuir

20



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

para uma reducdo da toxicidade do sal (Jorddo, Cruz, Branco, Pina, & Branco,
2015).

O estudo desenvolvido por Roy et al. avaliou a toxicidade de um conjunto de LIs para
Daphnia magna (organismo modelo amplamente aceite para os testes de toxicidade)
através de modelos estatisticos. A figura 2 resume as conclusdes do estudo. LIs mais
lipofilicos com menos toxicidade podem ser sintetizados, evitando a aromaticidade, 0s
atomos de azoto e 0 aumento da ramificacdo na estrutura do catido (Roy et al., 2014).

Toxicity of
ILs to

Daphnia
magna

Figura Il - Resumo dos resultados do estudo desenvolvido por Roy et al. que avaliou a

toxicidade de LIs para Daphnia magna através de modelos estatisticos (Roy et al., 2014).

O mecanismo de toxicidade dos LIs ainda ndo é totalmente compreendido, mas tem sido
proposto que 0 mecanismo de toxicidade ocorre através da ruptura da membrana devido as
semelhancas estruturais dos LIs com os detergentes, pesticidas e antibidticos (Docherty &
Kulpa Jr, 2005) . Acredita-se que as interaccdes dos LIs com a membrana celular sdo a
principal causa da toxicidade (Gal et al., 2012). As cadeias alquilo longas presentes no
catido aumentam a natureza lipofilica destes compostos e a possibilidade de interagdo com
as bicamadas de fosfolipidos da membrana celular e com os dominios hidrofobos das
proteinas da membrana, conduzindo a rutura das funcdes fisioldgicas da membrana e,
consequentemente, a morte celular (Bernot, Kennedy, & Lamberti, 2005; Bubalo,
RadoSevi¢, Redovnikovi¢, Halambek, & Sréek, 2014; Morrissey et al., 2009).

Foi realizado um estudo biofisico e microscopico para avaliar as interacdes de varios LIs
(com diferentes composicdes e comprimentos da cadeia lateral e com diferentes estruturas

e orientacBes dos grupos ligados ao catido) com as membranas. Os dados experimentais do
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estudo revelam que os Lls apresentam distintos mecanismos de ligacdo, insercdo e

perturbacdo da membrana (Gal et al., 2012).

O mecanismo de toxicidade da parte anionica é menos compreendido, embora varios
autores explicam a maior toxicidade dos anifes fluorados, devido a hidrélise e formacéo de
fluoretos que atuam como potenciais inibidores do Na*, do K* e da ATPase, elementos
envolvidos na manutengdo do potencial elétrico, no transporte e na regulacdo do volume
celular (Bubalo et al., 2014).

Concluindo a lipofilicidade contribui para a toxicidade dos LlIs devido ao aumento da
capacidade dos compostos para atravessar membranas biolégicas (Bubalo et al., 2014; Roy
et al., 2014; Zhao et al., 2014). No entanto é importante realcar, tal como mencionado em
muitos estudos, que a toxicidade dos LIs varia com 0s organismos e entre os diferentes

niveis troficos (Sonia PM Ventura et al., 2014) .
8. Objetivo do estudo

No fim deste capitulo € evidente a urgéncia de novas moléculas antibioticas. As
resisténcias bacterianas aos antibidticos estdo a aumentar de forma galopante, existindo
mesmo estirpes sem tratamento eficaz de momento. Estamos a entrar numa era em que a
modernizacdo e a evolucdo da medicina deixardo de fazer sentido quando a mortalidade se

dever a infecGes bacterianas resistentes.

Os LlIs surgem, neste contexto, com o potencial antimicrobiano tdo desejado. Lls
conjugados com APIs ou LIs como um API estdo a dar uma nova perspectiva aos

antibioticos.

Os bis-piridinios estdo agora a ser alvo de estudos também neste ambito. As suas
propriedades antimicrobianas & muito estdo descritas, o futuro agora é avalia-los como

potenciais desinfectantes/antibioticos contra estirpes resistentes.

Neste trabalho agruparam-se as caracteristicas de LIs e bis-piridineos num s6 composto na

expectativa de resultados promissores.

O principal objetivo do estudo foi avaliar a atividade de sais bis-piridinios como
antibacterianos. Como objetivos especificos avaliou-se a atividade antimicrobiana destes

sais organicos em bactérias Gram-Positivas e Gram-negativas; comparou-se 0s efeitos que
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diferentes concentracfes poderiam ter no crescimento de bactérias e verificou-se quais 0s

LIs com potencial para combater bactérias resistentes.
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Capitulo Il - Materiais e métodos

1. Materiais

Todos os materiais utilizados foram fornecidos pela Escola Superior de Tecnologia do
Porto.

Os LlIs derivados de bis-piridinios (tabela Il) foram sintetizados e purificados pelo grupo
de Luis C. Branco, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da Universidade Nova de
Lisboa, e usados apds confirmacdo das estruturas e da pureza por Ressonancia Magnética
Nuclear e espectrometria de massa (Jordao, Cabrita, Pina, & Branco, 2014; Jord&o, Cruz,
Branco, Pina, et al., 2015; Jordao, Cruz, Branco, Pinheiro, et al., 2015).

Tabela 11 - LIs derivados de bis-piridinios estudados.

Sal

BA - 4,4°-bpy 156.19
BB - [CLbpy]l 298.13
BC - [C10bpy]| 424.37
BD - [C30bpy]| 342.18
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BE 636.58
[C30bpy][AOT]
BF - [C3H4bpy]! 324.17
BG 618.83
[C3H4bpy][AOT]
BH - [C20Hbpy]I 328.15
Bl - [Hbpy]Cl 192.65
BJ - [Hbpy]Me 252.29
BK - [H2bpy]CI2 229.10
BL 348.39
[H2bpy][Me]2
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Todas as células bacterianas estudadas foram armazenadas a -80 ° C em sistemas de
criopreservacéo - Vibakstore®. O estudo foi desenvolvido em bactérias Gram-negativas e
Gram-postivas (tabela Il1). As bactérias utilizadas neste estudo pertencem a cole¢do das
Ciéncias Quimicas e das Biomoléculas da ESTSP.

Tabela I11 - Estirpes bacterianas utilizadas no estudo.

‘ Bactérias

Gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgm 180
Escherichia coli bla tgm 209
Escherichia coli ART 19B
Escherichia coli OXA-1-Like

Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300

Enterococcus faecalis

As bactérias ATCC foram obtidas atraves da American Type Culture Collection

(ATCC®), as restantes de isolados clinicos.
2. Métodos
i.  Preparacao das Culturas

As bactérias foram cultivadas e mantidas em meio Tryptic Soy Agar (TSA -VWR®).
Foram incubadas em ambiente aerdbio durante 24 horas a uma temperatura de 37° C, antes
de cada teste (Estufa Binder®)

Sempre que necessario, o crescimento das bactérias foi feito em Tryptic Soy Broth (TSB -
VWR®) a 37° C em estufas Incubating Orbital Shaker VWR®. As culturas foram sempre
repicadas, de forma a garantir que, em todos 0s ensaios, as bactérias sdo provenientes de
culturas frescas. De salientar que a manipulacdo das culturas foi sempre realizado sob a

metodologia da técnica asséptica (Hugo & Russell, 1998).
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ii. Preparacdo das Solugdes

Foram preparadas solugdes inicias de 50 mM de cada um dos compostos em estudo.
Devido as suas caracteristicas quimicas nem todos os LI s&o sollveis em &gua, assim sendo
utilizou-se o dimetilsulféxido (DMSO) como solvente de alguns dos composto, tal como
descrito na tabela V. Ap0s esterilizacdo da solucdo pelo filtro de seringa de porosidade
0,2um - VWR® e recorrendo sempre a técnica asséptica, prepararam-se concentracdes
consecutivamente 10x mais diluidas tal como representado pelo tabela V. As
concentragdes finais foram 50 mM, 5 mM, 0,5 mM, 0,05 mM e 0,005 mM. As solucdes
foram armazenadas no frigorifico a -20°C, sendo descongeladas a temperatura ambiente

sempre que necessarias.

Tabela IV -Tabela resumo das informacdes necessarias para a preparacao das soluc@es de
cada L1I.

4,4°-bpy BA | 156,19 7,8095
[Clbpy]l BB | 29813 1 50 14,9065 H20
[CLObpy] BC | 42437 1 50 21,2185 DMSO
[C30Dbpy]l BD | 342,18 1 50 17,109 H20
[C30bpy][AOT] BE | 63658 1 50 31,829 DMSO
[C3H4bpy]| BF | 324,17 1 50 16,2085 H20
[C3H4bpy][AOT] | BG | 618,83 1 50 30,9415 DMSO
[C20HDbpy]l BH | 32815 1 50 16,4075 DMSO
[Hbpy]Cl BI 192,65 1 50 9,6325 H20
[Hbpy]Me BJ 252,29 1 50 12,6145 H20
[H2bpy]CI2 BK 2291 1 50 11,455 H20
[H2bpy][Me]2 BL | 34839 1 50 17,4195 H20
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Tabela V - Esquema do processo de preparacdo das solugbes dos LI. Por exemplo:
preparacdo da solucdo BA recorrendo a tabela IV, esterilizacdo recorrendo ao filtro de
seringa de porosidade 0,2um e consecutivas dilui¢des utilizando 100 pl da solucdo anterior
e 900 pl de solvente, tal como descrito pelo esquema.

100 pl solucéo anterior + 900 pl solvente
Composto r\ r\ r\ r\
BA Esterilizagdo BA1l BA2 BA3 BA4 BAS
BB Esterilizagdo BB1 BB2 BB3 BB4 BB5
BC Esterilizagio BC1 BC2 BC3 BC4 BCS5
BD Esterilizagdo BD1 BD2 BD3 BD4 BD5
BE Esterilizagdo BE1 BE2 BE3 BE4 BES
BF Esterilizacdo BF1 BF2 BF3 BF4 BF5
BG Esterilizacdo BG1 BG2 BG3 BG4 BG5
BH Esterilizacdo BH1 BH2 BH3 BH4 BH5
Bl Esterilizacdo BIl BI2 BI3 Bl4 BI5
BJ Esterilizacdo BJI BJ2 BJ3 BJ4 BJ5
BK Esterilizacdo BK1 BK2 BK3 BK4 BK5
BL Esterilizacdo BL BL BL4 BL5

BL1 2 3
\J \J U \
10x 10x 10x 10x

iii.  Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Os valores de MIC foram determinados em triplicado, pelo método de microdiluicdo,
utilizando placas de Elisa (96 pocos de fundo plano), de acordo com a metodologia do
CLSI (Laboratorio Clinico Standard Institute)(CLSI, 2015). Segundo a bibliografia os MIC
sdo mais baixo pela técnica de diluicdo em tubo do que pela técnica de difusdo em agar
(Vieira, Pereira, & Chavasco, 2011).

Com o objetivo de obter uma suspensdo bacteriana de densidade igual a da solucédo padréo
McFarland 0,5, selecionaram-se colonias de bactérias através da repicagem das culturas
frescas. As colonias selecionadas foram transferidas para tubos de ensaio que continham
meio de cultura TSB. O ajuste da densidade foi obtido por espectrofotometria, sendo que a
absorvancia para uma solucdo padrdo McFarland 0,5, se encontra entre 0,08 e 0,10, a um
comprimento de onda de 625 nm (CLSI, 2015).
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As suspensdes resultantes deveram ter entre 1x10® a 2x10° unidades formadoras de
colénias (UFC) ml™. Aproximadamente 5000 a 25 000 UFC de bactérias é exposto ao
composto (Ferraz et al., 2014).

Os LIs foram testados em 5 concentracdes diferentes, 50 mM, 5 mM, 0,5 mM, 0,05 mM e
0,005 mM. Quando foi necessario testaram-se concentracdes superiores. Para além das
concentragfes ja referidas, foram ainda incluidos, um controlo positivo (suspensao

bacteriana e TSB) e um branco (apenas TSB).

Em todos os ensaios o volume final em cada poco foi de 200ul (2ul de suspensdo
bacteriana, 2l de composto e 0 196l de meio de cultura).

O MIC foi determinado como sendo a menor concentracdo que nao apresentou turbidez
apos incubacao (24h a 37°C) (CLSI, 2015). A presenca de turbidez € uma indicacdo do
crescimento microbiano e a correspondente concentracdo de agente antibacteriano é

considerado ineficaz.
iv.  Determinacdo das Taxas de Crescimento

Com o objetivo de caracterizar a atividade antibacteriana, foram avaliadas as taxas de

crescimento.

As taxas de crescimento sdo determinadas na presenca dos LIs que apresentem atividade
bioldgica no teste da microdiluicdo. Foram testadas 3 concentracbes dos LlIs, a
concentracdo correspondente ao MIC, a concentracdo inferior ao MIC e a concentracao
superior ao MIC. Os testes foram efetuados em sextiplicado pelo método de microdiluigéo,

utilizando placas de Elisa (96 pocos de fundo plano) e o meio TSB (CLSI, 2015).

A placa foi incubada a 37°C, procedendo-se a leituras periddicas do valor da densidade
Optica (DO), a 620 nm no Multiskan FC Microplate Photometer - Thermo Scientific®.
Estas leituras periddicas serviram para estabelecer a curva de crescimento da populacédo
bacteriana e, em seguida, determinar a inclinacdo da curva. A taxa de crescimento foi

determinada pelo ajuste da funcéo linear para uma curva de fase exponencial (Log).
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3. Andlise Estatistica

Neste trabalho foram efetuadas, no minimo, 3 repeticdes para determinar o MIC e 6
repetices para determinar as taxas de crescimento. Utilizou-se a estatistica descritiva para

analisar os resultados.

Para avaliar a significancia estatistica das curvas de crescimento com e sem composto,
utilizou-se o software estatistico SPSS 22 (SPSS Inc., EUA). As amostras ndo seguirdo
uma distribuicdo normal, segundo o teste Kolmorogov-Smirnov. Utilizou-se o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney U para amostras independentes, uma vez que se tratam de

amostras reduzidas. Nivel de significancia do teste foi de 0,05.

30



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Capitulo 111 - Resultados

No presente estudo foram avaliados, quanto a bioatividade em bactérias, 12 LIs baseados
em bis-piridinios, tal como apresentado na tabela 1l. No primeiro estudo determinaram-se
0s MICs de cada LI para cada uma das bactérias (Tabela 111). O resumo dos resultados €
apresentado na tabela VI. As concentracfes maximas estudadas foram de 5 mM.

Dos 12 LIs em estudo, 3 ndo apresentaram qualquer MIC dentro das concentragdes e
bactérias estudadas (BB, BD e BF). Dos que se identificaram bioatividade, 4 s6 a
apresentavam contra bactérias Gram-negativas (Bl, BJ, BK e BL). Apenas 2 dos
compostos, ainda que em diferentes concentragdes, apresentaram bioatividade contra todas
as bactérias em estudo (BA e BC). Os compostos BE e BG apresentam bioatividade contra
todas as Gram-positivas e em concentrages inferiores as necessarias para inibirem o

crescimento das Gram-negativas suscetiveis.

Analisando a Figura 111, IV e V verifica-se que as bactérias Gram-negativas sdo suscetiveis

a um maior numero de LI baseados em Bis-piridinios do que as Gram-positivas.

Ensaios Bactérias Gram-positivas
B Com MIC = Sem MIC

64%

Figura 111 - - Suscetibilidade das bactérias Gram-positivas aos 12 LlIs estudados. Verifica-
se que em 36% dos ensaios existe inibicdo do crescimento bacteriano (bactérias

suscetiveis).
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Ensaios Bactérias Gram-negativas

®Com MIC =Sem MIC

Figura IV - Suscetibilidade das bactérias Gram-negativas aos 12 LIs estudados. Verifica-
se que em 55% dos ensaios existe inibicdo do crescimento bacteriano (bactérias

suscetiveis).

MIC Médias (mM)

B Gram-positivas

= Gram-negativas

Concentragdes (mM)
w

BA BC BE BG BH Bl BJ BK BL

Figura V - Quadro sintese das médias das concentragdes minima inibitéria por grupo
quanto a coloracdo de Gram. Para os compostos BC, BE e BG verifica-se que sao
necessarias maiores concentracdes de composto para inibir o crescimento das bactérias
Gram-negativas em compara¢do com as concentracfes necessarias para a inibicdo das
Gram-positivas. As bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis do que as Gram-

negativas aos compostos BC, BE e BG.
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Tabela VI - Concentragdo Minima Inibitoria de cada composto para cada estirpe bacteriana

Gram-Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram-Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgy 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)

BA BB BC BD BE BF BG BH BI BJ BK BL
5 >5 0,05 >5 0,5 >5 0,5 >5 >5 >5 >5 >5
5 >5 0,5 >5 0,5 >5 0,5 5 >5 >5 >5 >5
5 >5 0,5 >5 0,5 >5 0,5 >5 >5 >5 >5 >5
5 >5 0,5 >5 >5 >5 >5 5 >5 >5 5 5
5 >5 0,5 >5 >5 >5 5 5 >5 5 5 5
5 >5 0,5 >5 5 >5 5 5 * 5 5 5
5 >5 0,5 >5 >5 >5 5 5 5 5 5 5
5 >5 0,5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 5 5 5

* Resultados inconclusivos
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Na segunda fase do estudo determinaram-se as taxas de crescimento das bactérias na
presenca da concentracdo logo abaixo da que provoca a inibicdo do crescimento. Estes
valores permitem, em comparacdo com a taxa de crescimento das bactérias s6 em meio de

cultura, inferir se ha decréscimo no crescimento bacteriano na presenca dos LIs estudados.

As tabelas que resumem os dados obtidos para cada composto apresentam as médias dos
declives, enquanto os gréaficos de comparacdo das curvas de crescimento indicam as
médias das densidades Oticas registadas. Os declives de cada ensaio, para cada composto
bioativo e para cada bactéria sdo apresentados em anexo.

A Tabela VII apresenta os resultados para o LI BA. Este composto apresentou bioatividade
contra todas as bactérias estudadas. Para o estudo das taxas de crescimento utilizou-se a
concentracdo de 1mM para todas as bactérias. Os fatores decrescentes encontrados
denotam uma diminuicdo da taxa de crescimento para todas as bactérias exceto para a
Escherichia coli bla tgm 180 que ndo apresentou alteracdo na taxa de crescimento na
presenca do LI. As diferencas no crescimento bacteriano s6 foram estatisticamente
significativas (p> 0,05) para a Escherichia coli OXA-1-Like - Anexo 16. A Figura V
esquematiza em grafico as curvas de crescimento da bactéria com diferencas

estatisticamente significativas para o0 composto BA.

Curva de Crescimento E.coli Oxa-1-like

1
.
o8 ce %40
0,6 *%e .
o) «
&) 04 . @ Padréo
m5mM BA
02 — O wiig BEgnae—
1mM BA

N

0 200 400 600 800

Tempo (minutos)

Figura VI - Curvas de crescimento da Escherichia coli Oxa-1-Like na presenca/auséncia
do LI BA.
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Tabela VII - Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do 4,4’-bpy (BA) para cada estirpe bacteriana estudada

Taxa de Crescimento

Gram-Positivas MIC (mM)  Concentracdo Testada (mM) Sem Composto Com Composto BA Fator Decrescente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 5 1 0,00187+0,00082 0,00140+0,00009 0,75
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 5 1 0,00258+0,00068 0,00210+0,00015 0,81
Enterococcus faecalis 5 1 0,00152+0,00012 0,00123+0,00061 0,81

Gram-Negativas

Escherichia coli ATCC 25922 5 1 0,00265+0,00013 0,00223+0,00043 0,84
Escherichia coli bla tgy 180 5 1 0,00098+0,00010 0,00105+0,00022 1,07
Escherichia coli bla gy 209 5 1 0,00112+0,00004 0,00107+0,00019 0,96
Escherichia coli ART 19B 5 1 0,0011+0,00032 0,00092+0,00026 0,83
Escherichia coli OXA-1-Like 5 1 0,00263+0,00051 0,00197+0,00025 0,75*

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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A Tabela VIII resume as taxas de crescimento e fatores decrescentes do composto BC.
Realca-se, mais uma vez, que este LI possui bioatividade contra todas as bactérias
estudadas. Todas, sem excecdo, sofreram diminuicdo de crescimento na presenca do
composto, no entanto s6 4 das 8 (Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 - Figura VI
e VII, Enterococcus faecalis - Figura VIII, Escherichia coli bla tem 180 - Figura IX e
Escherichia coli ATCC 25922 - Figura X e XI) bactérias apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p> 0,05) - Anexo 4,6,8 e 10.

Curvas de Crescimento S.aureus MRSA
1
&
0,8 X g
g ¢ e
0,4 ‘_. adrao
AL ®0,5mM BC
02 5 3L 0,05mM BC
0 |
0 200 400 600 800
Tempo (minutos)

Figura VII - Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 na
presenca/auséncia do LI BC.

Figura VIII - Resultado do teste de microdiluicdo apds 24h a 37°C do Staphylococcus
aureus MRSA ATCC 43300 na presenca do LI BA e BC.
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Curva de Cresciemnto E.faecalis
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Figura IX - Curvas de crescimento da Enterococcus faecalis na presenca/auséncia do LI
BC.

Curva de Crescimento E.coli bla gy, 180
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0,4
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Figura X — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla tem 180 na presenca/auséncia
do LI BC.
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Figura XI - Resultado do teste de microdiluicdo apds 24h a 37°C do Escherichia coli bla
tem 180 na presenca do L1 BA e BC.

Curva de Cresciemento E.coli
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0
0 200 400 600 800
Tempo (minutos)
Figura XII — Curvas de crescimento da Escherichia coli ATCC 25922 na

presenca/auséncia do LI BC.

Relativamente ao composto BE, apresentado na Tabela IX, todas as bactérias Gram-
positivas sdo inibidas dentro das concentracGes estudadas. Das Gram-negativas s6 a
Escherichia coli bla tem 209 apresentou MIC, mas também sO nesta a presenca do
composto em concentragdes abaixo de MIC originou um aumento significativo (p> 0,05)
da taxa de crescimento - Anexo 12. SO o Enterococcus faecalis ndo apresentou diferengas
estatisticamente significativas (p> 0,05) nas taxas de crescimento Anexo 2 e 4. O composto
BE é biologicamente ativo contra as Gram-positivas em concentragdes muito abaixo das
necessarias para a bioatividade contra a Gram-negativa (Figura V).
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Tabela VIII — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C1bpy]l (BC) para cada estirpe bacteriana estudada.

Gram-Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram-Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgp 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)

0,05
0,5

0,5

0,50
0,50
0,50
0,50

0,50

Concentraco Testada (mM)

0,005

0,05

0,05

0,05
0,05
0,05
0,05

0,05

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Taxa de Crescimento

Sem Composto
0,00187+0,00082
0,00258+0,00068

0,00152+0,00012

0,00147+0,00028
0,00098+0,00010
0,00112+0,00004

0,0011+0,00032

0,00208+0,00024

Com Composto BC

0,00128+0,00020
0,00113+0,00085

0,00098+0,00053

0,00105+0,00008
0,00047+0,00030
0,00092+0,00034

0,0007+0,00047

0,00187+0,00023

Fator Decrescente
0,68
0,44*

0,64*

0,71*
0,48*
0,82
0,64

0,90
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Tabela IX — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C30bpy][AOT] (BE) para cada estirpe bacteriana estudada

Taxa de Crescimento

Gram-Positivas MIC (mM)  Concentracdo Testada (mM) Sem Composto Com Composto BE Fator Decrescente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,50 0,05 0,0015+0,00035 0,00087+0,00015 0,58*
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 0,50 0,05 0,00207+0,00023 0,00052+0,00037 0,25*
Enterococcus faecalis 0,50 0,05 0,00245+0,00071 0,00190+0,00009 0,78

Gram-Negativas

Escherichia coli ATCC 25922 >5
Escherichia coli bla tgy 180 >5
Escherichia coli bla tgy 209 5 1 0,0009+0,00021 0,00132+0,00015 1,47*
Escherichia coli ART 19B >5
Escherichia coli OXA-1-Like >5

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Curvas de Crescimento S.aureus
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Figura XIIl - Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus ATCC 25923 na

presenca/auséncia do LI BE.
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Figura X1V — Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 na

presenca/auséncia do LI BE.
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Curvas de Crescimento E.coli bla ¢y, 209
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Figura XV — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla tem 209 na presenca/auséncia
do LI BE.

Na Tabela X o LI BG apresenta 2 concentra¢fes minimas inibitorias. As Gram-negativas
apresentam concentracdes 10x mais elevadas (5mM) do que as Gram-positivas (0,5mM)
(figura XXI). O Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 e o Staphylococcus aureus
ATCC 25923 sdo os Unicos a apresentarem diferencas significativas (p> 0,05) nas taxas de

crescimento - Anexo 2 e 4.
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Figura XVI — Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus ATCC 25923 na

presenca/auséncia do LI BG
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Curva de Crescimento S.aureus MRSA
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Figura XVII — Curvas de crescimento da Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 na
presenca/auséncia do LI BG.
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Tabela X — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C3H4bpy][AOT] (BG) para cada estirpe bacteriana estudada.

Gram-Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram-Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgp 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)

0,5
0,5

0,5

>5

>5

Concentraco Testada (mM)

0,05
0,05

0,05

Taxa de Crescimento

Sem Composto
0,0015+0,00035
0,00207+0,00023

0,00245+0,00071

0,00112+0,00008
0,0009+0,00021

0,00088+0,00015

Com Composto BG

0,00088+0,00022
0,00067+0,00025

0,00197+0,00036

0,001+0,0001
0,00103+0,00023

0,00093+0,00014

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Fator Decrescente
0,59*
0,32*

0,80

0,89
1,14

1,06



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A Tabela XI apresenta os resultados do composto BH. Este LI apresenta inibicdo de
crescimento bacteriano para concentragdes de 5mM e sO para 3 das 8 bactérias.
Estatisticamente, s6 a Escherichia coli bla tgm 180 e a Escherichia coli ART 19B
apresentaram diferencas significativas (p> 0,05) - Anexo 10 e 14.

Curva de Crescimento E.coli bla;gy, 180
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8 @ Padréo
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Figura XVIII — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla tem 180 na

presenca/auséncia do LI BH.
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Figura XIX — Curvas de crescimento da Escherichia coli ART 19B na presencga/auséncia
do LI BH.
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Tabela XI — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [C20Hbpy]l (BH) para cada estirpe bacteriana estudada.

Gram Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgy 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)
>5
5

>5

>5

Concentraco Testada (mM)

Taxa de Crescimento

Sem Composto

0,00280+0,00027

0,00265+0,00025
0,00112+0,00008
0,00180+0,00038

0,00102+0,00013

Com Composto BH

0,00247+0,00036

0,00247+0,00008
0,00078+0,00017
0,00168+0,00050

0,00073+0,00022

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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0,88

0,93
0,70*
0,93

0,71*
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Na Tabela XII, XIIl, XIV e XV os Lls estudados (BI, BJ, BK e BL) s6 apresentam
bioativade contra bactérias Gram-negativa. O composto Bl so revela bioativade contra a
Escherichia coli ART 19B e na concentracdo mais alta estudada. Apesar de apresentar
decréscimo da taxa de crescimento, em comparacgao a bactéria s6 em meio de cultura, estas

diferencas ndo foram estaticamente significativas.

O composto BJ inibiu o crescimento de 4 das 5 bactérias Gram-negativas. A Escherichia
coli ATCC 25922 néo revelou MIC para este composto. A excecdo da Escherichia coli bla
Tem 209 (Fator decrescente=1,03) todas as Gram-negativas resistentes foram inibidas pelo
LI BJ e 2 com diferencgas, nas taxas de crescimento a 1 mM, estatisticamente significativas
- Anexo 10 e 16.

Curva de Cresciemento E.coli bla;g,, 180
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Figura XX — Curvas de crescimento da Escherichia coli bla tepm 180 na presenca/auséncia
do LI BJ.
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DO

Curva de Crescimento E.coli Oxa-1-like

1,2
1
S **
0,8 * ¢ ¢
®
0,6 & @ Padrdo
0,4 u E5mM BJ
02 o BEgEiEmEpEER 1mM BJ
n
0 |
0 200 400 600 800

Tempo (minutos)

Figura XXI

Curvas de crescimento da Escherichia coli

presenca/auséncia do LI BJ.

OXA-1-Like na

Os LI BK e BL s&o bioativos contra todas as Gram-negativas nas concentracdes maximas

estudadas. O BK apresenta mais ou menos o0 mesmo fator decrescente para todas, no

entanto s para a Escherichia coli bla tem 209 as diferengas sdo significativas - Anexo 12.

O BL apresentou diferencas estatisticas para a Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia

coli bla tem 180 - Anexo 8 e 10. Os fatores decrescentes sdo, no entanto, similares, exceto

para a Escherichia coli ART 19B cuja taxa de crescimento foi maior do que o padréo.
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Figura XXII

Curvas de crescimento da Escherichia coli

presenca/auséncia do LI BK.
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Curva de Crescimento E.coli
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Figura XXIII — Curvas de crescimento da Escherichia coli ATCC 25922 na

presenca/auséncia do LI BL.
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Figura XXIV - Curvas de crescimento da Escherichia coli

presenca/auséncia do LI BL.
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela XI1 — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [Hbpy]CI (BI) para cada estirpe bacteriana estudada.

Taxa de Crescimento

Gram Positivas MIC (mM)  Concentracdo Testada (mM) Sem Composto Com Composto BI Fator Decrescente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >5
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 >5
Enterococcus faecalis >5

Gram Negativas

Escherichia coli ATCC 25922 >5
Escherichia coli bla tgy 180 >5
Escherichia coli bla tgp 209 >5
Escherichia coli ART 19B 5 1 0,00122+0,00041 0,00095+0,00028 0,78
Escherichia coli OXA-1-Like >5

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela X111 — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [Hbpy]Me (BJ) para cada estirpe bacteriana estudada

Gram Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgp 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)  Concentracdo Testada (mM)

>5

>5

>5

>5
5 1
5 1
5 1
5 1

Taxa de Crescimento

Sem Composto

0,00112+0,00008
0,00112+0,00004
0,00122+0,00041

0,00250+0,00052

Com Composto BJ

0,00085+0,00015
0,00115+0,00005
0,00092+0,00026

0,00177+0,00042

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Fator Decrescente

0,76*
1,03
0,75

0,71*



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela X1V — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [H2bpy]Cl2 (BK) para cada estirpe bacteriana estudada.

Gram Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgp 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)
>5
>5

>5

Concentraco Testada (mM)

Taxa de Crescimento

Sem Composto

0,00265+0,00025
0,00112+0,00008
0,00112+0,00004
0,00110+0,00025

0,00250+0,00052

Com Composto BK

0,00235+0,00031
0,00093+0,00034
0,00092+0,00018
0,00103+0,00008

0,00205+0,00018

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Fator Decrescente

0,89
0,83
0,82*
0,94

0,82



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela XV — Taxas de crescimentos e Fatores decrescentes do [H2bpy][Me]2 (BL) para cada estirpe bacteriana estudada.

Gram Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
Enterococcus faecalis

Gram Negativas
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli bla tgy 180
Escherichia coli bla tgp 209
Escherichia coli ART 19B

Escherichia coli OXA-1-Like

MIC (mM)
>5
>5

>5

Concentraco Testada (mM)

Taxa de Crescimento

Sem Composto

0,00265+0,00025
0,00120+0,00014
0,00160+0,00047
0,00093+0,00010

0,00220+0,00040

Com Composto BL

0,00220+0,00023
0,00092+0,00016
0,00137+0,00034
0,00113+0,00031

0,00188+0,00029

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Fator Decrescente

0,83*
0,77*
0,86
1,22

0,85



Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Uma vez que os Lls sdo estruturalmente diferentes, serd conveniente verificar se ha
influéncia da estrutura/constituicdo quimica na acdo antimicrobiana. Assim sendo,
comparou-se, para cada bactéria, os LI biologicamente ativos com o mesmo MIC
(concentracdo). As alteragdes, se presentes, estdo relacionadas com a constituicdo do LI e
ndo com a concentracdo em que este esta presente. A Tabela XVII resume os fatores
decrescentes de cada composto contra cada bactéria biologicamente ativo e a Tabela XVI
ordena de forma decrescente, em funcdo dos MIC e fatores decrescentes, a toxicidade de

cada LI para cada estirpe bacteriana.

Analisando a Tabela XVI verifica-se que o LI BC é o composto com maior toxicidade
contra as bactérias estudadas, s6 sendo ultrapassado pelo BE no que diz respeito ao
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300. O LI BE é para as bactérias Gram-positivas o
segundo composto mais toxico, quase ndo constando como antimicrobiano para as Gram-
negativas (sO apresenta bioatividade contra a Escherichia coli bla tem 209). Para os
restantes composto ndo se consegue encontrar um padréo de toxicidade. E de salientar, que
apesar da ordenacdo da tabela XV, as taxas decrescentes sdo muito proximas umas das

outras.

Tabela XVI — Analisando a Tabela VI e XVII obtemos esta tabela, que nos indica, por
ordem decrescente, 0s compostos com maior inibi¢do do crescimento bacteriano, tendo em

consideracdo as concentracbes minimas inibitorias e os fatores decrescentes.

Gram Positivas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 BC> BE> BG> BA
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 BE>BG> BC> BA> BH
Enterococcus faecalis BC> BE> BG> BA

Gram Negativas
Escherichia coli ATCC 25922 BC> BL> BA> BK> BH
Escherichia coli bla gy 180 BC> BH> BJ> BL> BK> BG> BA
Escherichia coli bla tgy 209 BC> BK> BL> BH> BA> BJ> BG> BE
Escherichia coli ART 19B BC> BH> BJ> Bl> BA> BK> BG> BL
Escherichia coli OXA-1-Like BC> BJ> BA> BK> BL
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tabela XVII - Resumo dos fatores decrescentes dos LIs, com bioatividade, para cada estirpe bacteriana estudada. Os valores que apresentam a
mesma cor de sombreado indicam, para a respetiva estirpe bacteriana, concentracdes de MIC iguais, permitindo, assim, comparar os efeitos das

estruturas quimicas dos LIs na inibigdo do crescimento bacteriano.

Fatores Decrescentes

BA BC BE BG BH

Gram-Positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,75 0,68 0,58* 0,59*
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 0,81 0,44* 0,25* 0,32* 0,88
Enterococcus faecalis 0,81 0,64* 0,78 0,80

Gram-Negativas BI BJ BK BL
Escherichia coli ATCC 25922 0,84 0,71* 0,93 0,89 0,83*
Escherichia coli bla tgy 180 1,07 0,48* 0,89 0,70* 0,76* 0,83 0,77*
Escherichia coli bla gy 209 0,96 0,82 1,47* 1,14 0,93 1,03 0,82* 0,86
Escherichia coli ART 19B 0,83 0,64 1,06 0,71* 0,78 0,75 0,94 1,22
Escherichia coli OXA-1-Like 0,75* 0,90 0,71* 0,82 0,85

*Taxas de crescimento estatisticamente diferentes (p>0,05)
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Capitulo IV - Discussao

Os compostos estudados surgem no seguimento dos estudos que indicam as propriedades
antimicrobianas dos bis-piridinios, tal como descrito na introducéo deste trabalho. Assim
sendo, juntaram-se as propriedades antimicrobianas dos bis-piridinios com as propriedades
Unicas dos Lls e sintetizaram-se 12 LIs baseados em bis-piridinios. Tal como seria
esperado, os resultados do nosso estudo demonstram as propriedades antimicrobianas dos
compostos.

A escolha das bactérias para o estudo ndo foi aleatdria, a pesquisa bibliografica indica as
estirpes resistentes de Escherichia coli e o Staphylococcus aureus como as bactérias que
mais preocupam a comunidade médica e cientifica, com incidéncias e prevaléncias
elevadas (ECDPC, 2015). As Escherichia coli séo, também, utilizadas como indicadores
de contaminacgéo fecal do ambiente e como organismos-modelo para detetar a ocorréncia
de resisténcias aos antibioticos em animais e humanos(Helt, Weber, Legge, & Slawson,
2012). O Enterococcus faecalis foi escolhido para obtermos resultados de pelo menos mais

uma Gram-positiva.

As concentracdes escolhidas para o estudo estdo dentro dos intervalos observados na
bibliografia. (Morrissey et al., 2009).

No fim deste estudo, e analisando os resultados obtidos, varias conclusdes foram obtidas e

muitas questfes levantadas.
Bioatividade dos LIs baseados em bis-piridineos contra bactérias.

Dos 12 LI estudados s6 3 ndo apresentaram atividade microbiana contra as bactérias
estudadas, o composto BB, BD e BF. Estes 3 LIs, constituidos pelo anido iodeto e solaveis
em agua, requerem de mais pesquisa para serem eliminados por completo dos compostos
com potencial antimicrobiano. Nomeadamente estudos com concentracdes superiores a
5mM, estudos com outras estirpes bacterianas ou mesmo contra outro tipo de

microrganismos.

Os restantes LIs apresentaram propriedades antimicrobianas pelo menos contra uma estirpe

bacteriana. O LI Bl s6 inibiu o crescimento da Escherichia coli ART 19B.
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A atividade antimicrobiana dos LlIs foi encontrada quando a determinada concentracdo a
presenca dos compostos inibiram o crescimento, que se traduziu na auséncia de turbidez no
ensaio de microdiluicdo apds 24 h a 37 °C. A auséncia de bactéria no poco é traduzida no
mesmo resultado, assim sendo efetuaram-se os estudos em triplicado e, posteriormente, em

sextiplicado, para garantir a veracidade dos resultados.

Numa fase inicial do estudo s se determinaram os MIC, em triplicado. Na segunda fase do
estudo realizou-se 0 mesmo procedimento, em sextiplicado, para confirmar os MICs
obtidos no ensaio anterior e para verificar o comportamento de crescimento das bactérias
na presenga de concentragdes mais baixas do que o MIC. Em todos os estudos verificou-se
a inibicdo do crescimento na presenca de concentracdes iguais e superiores a MIC. Na
presenca de valores inferiores ao MIC observou-se uma diminuicdo na taxa de
crescimento, na maioria dos casos, em comparagao ao crescimento da bactéria s6 em meio
de cultura. As concentracGes inferiores em estudo eram 5x ou 10x inferior a concentragao
de MIC, o que nos da um intervalo, para futuros estudos, para ajustes, se necessario, nas

concentragdes de inibig&o.

Neste estudo ndo foi possivel determinar se 0s compostos sdo bacteriostaticos ou
bactericidas. Novos estudos, com a inoculacdo das bactérias dos po¢os onde néo ocorreu
crescimento bacteriano, deverdo ser executados com o este objetivo. Os resultados trardo

mais luzes aos mecanismos de acao destes LlIs.

Os fatores decrescentes foram obtidos pela média dos declives das curvas de crescimento
bacteriano na presenca do LI (seis ensaios) sobre a média dos declives das curvas de
crescimento bacteriano s6 em meio de cultura (seis ensaios). A significancia estatistica das
taxas foi obtida recorrendo ao programa SPSS e ao teste Mann-Whitney U que comparou
0s 12 ensaios e estabeleceu se as diferencas eram significativas ou ndo. Neste ponto de
discussdo é importante realcar que, nem sempre, as curvas permitem a clara determinacao
do declive e que dois observadores diferentes podem obter declives diferentes e com igual
R? (este valor indica-nos com que precisdo os valores estimados para a linha de tendéncia
correspondem aos dados reais). Para minimizar a influencia do observador, escolheram-se
sempre que possivel 0s mesmos pontos do grafico para determinar os declives. Os gréaficos
de dispersdo aqui apresentados reflectem as médias das DO recolhidas no leitor a 620 nm.

Nestes graficos ndo existe a influéncia do observador, sdo os dados obtidos em bruto.
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As bactérias Gram-negativas sdo suscetiveis a um maior nimero de LI baseados em bis-
piridinios (55% dos estudos apresenta MICs) do que as Gram-positivas (36% estudos com
MICs), isto é, existem mais LIs a inibirem o crescimento das bactérias Gram-negativas do
que das Gram-positivas. Este resultado podera estar relacionado com a estrutura da parede
bacteriana, alguns LIs parecem ter mais dificuldade em penetrar a camada de
peptidoglicano das Gram-positivas. Esta observagdo carece, no entanto, de mais

investigacao.

Os LI BI, BJ, BK e BL s6 sao activos contra as Gram-negativas, ja os LI BA e BC sdo
bioativos contra todas as bactérias estudadas. O LI BG € bioativo contra todas as Gram-
positivas e em concentracBes inferiores (10x menor) as necessarias para inibir o
crescimento da Gram-negativas suscetiveis. BG é estruturalmente parecido a BE que
apresenta 0 mesmo padrdo de bioatividade, inibe todas as Gram-positivas e em
concentracdes 10x inferiores a necessaria para inibir a Escherichia coli bla tgm 209 (Unica

Gram-negativa susceptivel).

Ainda na analise individual dos compostos é relevante discutir alguns pontos,
nomeadamente no LI BC, para o Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300. No grafico
de dispersdo parece ndo existir diferencas entre a concentracdo 0,5mM (MIC) e a
concentracdo 0,05mM, dando a entender que ambas inibem o crescimento bacteriano, no
entanto, observando a Figura VIII, percebe-se que um provoca turbidez (0,05mM) e o
outro ndo (0,5mM). Apesar do observado durante o tempo da analise espectofotométrica
(até aos 600 minutos), ocorre crescimento na presenca de BC na concentracdo 0,05 mM,
mas fora do tempo da analise, antes de decorridas as 24h. Igual comportamento é

observado na Escherichia coli bla tgm 180 (Figura XI).

O composto BE apresenta um comportamento digno de nota para a Escherichia coli bla
tem 209. Na presenca deste composto a taxa de crescimento da bactéria sofre um aumento,
apesar de ndo ser um caso isolado neste estudo, é o Unico com diferencas estatisticamente
significativas. E importante relembrar que esta bactéria foi a Gnica Gram-negativa a ser
inibida com 5mM de BE. Estudar de futuro o comportamento de crescimento das outras
Gram-negativas na presenca deste composto poderia trazer alguma informacdo a este

resultado.
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Tal como j& mencionado para o LI BG, também o LI BE inibe o crescimento bacteriano
das Gram-positivas em concentragdes médias inferiores as necessarias para obter a mesma
inibicdo nas Gram-negativas. Esta afirmacdo é contraria ao pressuposto enunciado
anteriormente em que se afirmou que os LI baseados em bis-piridinios teriam mais
dificuldade em penetrar a parede celular. Esta afirmacdo s6 podera ser valida para os
compostos Bl, BJ, BK e BL.

Estrutura quimica dos compostos e a bioatividade dos compostos.

Tabela XVIII - LlIs derivados de bis-piridinios estudados.

Sal

BA - 4,4’-bpy 156.19
BB - [CLbpy]l 298.13
BC - [C10bpy]| 424.37
BD - [C30bpy]| 342.18
BE 636.58
[C30bpy][AOT]
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BF - [C3H4bpy]! 324.17
BG 618.83

[C3H4bpy][AOT]

BH - [C20Hbpy]I 328.15

Bl - [Hbpy]ClI 192.65

BJ - [Hbpy]Me 252.29

BK - [H2bpy]CI2 229.10
BL 348.39

[H2bpy][Me]2

O LI BA, que é considerado a estrutura base dos restantes LI, apresentou bioatividade
contra todas as bactérias e nas mesmas concentraces. Este resultado era esperado, uma
vez que esta estrutura em outros estudos ja tinha demonstrado propriedades

antimicrobianas (Grenier et al., 2012).
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Os LI BB ndo produziram qualquer inibicdo. Este resultado leva a concluir que, o
acréscimo isolado do iodeto, ndo cria um LI bioativo contra bactérias e neutraliza a acdo do
4,4’-bpy. No entanto se a esta molécula se adicionar uma cadeia de 10 carbonos obtemos o
LI BC, que apresenta bioatividade contra todas as bactérias e em concentragcbes mais
baixas que BA, ou seja 0 composto BC é mais toxico que o composto base.

O LI BD também ndo apresenta bioatividade contra bactérias, no entanto a troca do anido
iodeto pelo anido docusato (AOT) origina um LI bioativo (BE) e para as Gram-positivas
em concentragdes inferiores (10x menos) ao LI BA, ou seja mais tdxico que estrutura base.

O LI BF é outro composto sem atividade antibacteriana cuja substituicdo do anido iodeto
pelo AOT origina um composto bioativo (BG), que inibe o crescimento de todas as Gram-
positivas em concentragfes 10x inferiores ao LI BA. BG é mais toxico para as Gram-
positivas que BA.

Com 8 LI analisados ja se consegue afirmar que, cadeias longas de carbono (10 C) tornam
os LIs mais téxico e que o anido AOT concede propriedades antibacterianas aos LI

baseados em bis-piridinios.

O composto BH possui um anido iodeto e no catido uma cadeia de 2 carbono e um grupo
hidroxido. Este LI possui bioatividade contra algumas bactérias e nas concentracdes

maximas estudadas.

Os compostos Bl, BJ, BK e BL diferem substancialmente no anido, nenhum destes LI
atuou contra as bactérias Gram-positivas. Bl e BK possuem 1 ou 2 cloretos respetivamente,
BJ e BL 1 ou 2 sulfitos. O LI BI s6 inibiu o crescimento de uma bactéria Gram-negativa ao
contrario de BK que inibiu todas as Gram-negativas. A presenca de 2 cloreto confere mais

toxicidade ao composto.

BJ e BL sé diferem para a Escherichia coli ATCC 25922, BJ ndo inibe o crescimento

desta estirpe, ndo se tornando a presenca de mais um sulfito relevante.

Estrutura quimica dos compostos e a bioatividade contra bactéria Gram-positiva e

Gram-negativas.

A analise dos resultados permite-nos perceber que determinadas estruturas quimica sao

mais toxicas do que outras para os dois grupos de bactérias estudadas. Os LIs Bl, BJ, BK e
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BL ndo tém qualquer capacidade de inibicdo contra as Gram-positivas. Os bis-piridinios
com os anides cloreto e sulfito ndo s&o uma boa estrutura contra as Gram-positivas, no
entanto sdo toxicos contra as Gram-negativas. Tendo em consideracdo que a principal
diferenca entre Gram-positivas/Gram-negativas se prende com a parede celular, leva-nos a
supor que estes compostos terdo mais dificuldade em penetrar as camadas de

peptidoglicano.

Os LIs BE e BG, por sua vez, sdao mais toxicos para as Gram-positivas. Necessitamos de
concentragOes superiores para inibir o crescimento das Gram-negativas. Mais estudos s&o
necessarios para podermos perceber se anides volumosos tornam os LIs mais toxicos para

as Gram-positivas.

Uma estrutura que é toxica para os dois grupos de bactérias é o bis-piridinio (BA) e o bis-
piridinio com uma longa cadeia de carbonos (BC). Estas estruturas tém um comportamento
que ja era esperado dado que muitos outros estudos relatam que a toxicidade aumenta com

0 numero de carbonos e que os bis-piridinios apresentavam propriedades antimicrobianas.
Estrutura quimica dos compostos e bioatividade contra bactérias resistentes.

Os resultados obtidos ndo indicam diferencas na inibicdo bacteriana entre estirpes
resistentes aos antibidticos e suscetiveis. Tudo indica que o mecanismo de acdo destes
compostos é diferentes dos antibidticos pB-lactdmicos ou pelo menos que as ESBLs (j-

lactamases de largo espetro) ainda ndo tem capacidade de degradar estes Lls.

Os LIs baseados em bis-piridinios inibem o crescimento bacteriano de bactérias resistentes
aos antibioticos, incluindo estirpes multirresistentes como o Staphylococcus aureus
MRSA.

Considerando o objetivo deste estudo, e a luz da problematica em encontrar alternativas ao
aumento das resisténcias bacterianas, os LIs baseados em bis-piridinios poderdo ser um
farmaco antibacteriano ou a etapa inicial de um. Os resultados obtidos levam-nos a pensar
que os LlIs sdo uma real possibilidade no combate as resisténcias bacterianas, bem como

uma excelente base para novos farmacos e para novos processos farmacéuticos.

Os LlIs baseados em bis-piridinios tém muito potencial como farmacos antibacterianos,

principalmente contra estirpes resistentes e em baixas concentragoes.
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Conclusao

Este trabalho demonstrou que, de uma forma geral, os LIs baseados em bis-piridinios tem
propriedades antimicrobianas. Os LlIs j& tinham, em outros estudos, demonstrado o seu
potencial no combate as resisténcias aos antibiéticos, mas quase sempre conjugados com
APIs antibacterianos. Neste trabalho observamos inibicdo de crescimento bacteriano,
inclusive inibicdo de crescimento de bactérias resistentes, somente com os LlIs baseados
em bis-piridinios, ou seja, 0s nossos LIs sdo por si s6 um API. Esta conclusdo permite-nos
visualizar os Lls, principalmente os baseados em bis-piridinios, como potenciais

antibioticos ou desinfetantes.

Este trabalho elucidou sobre o potencial antimicrobianos dos LlIs baseados em bis-
piridinios. Contudo muito trabalho € ainda necessario, nomeadamente compreender o
mecanismo de acdo destes compostos; submeté-los a estudos com outras estirpes
bacterianas e/ou outros microrganismos; efetuar estudos de toxicidade com linhas celulares
humanas; e muitos outros no decorrer da viabilizacdo destes compostos para uso, ou néo,

em seres humanos.

Este trabalho deu um contributo importante para demonstrar a importancia dos LIs como
antibacterianos, no entanto muito trabalho é ainda necessario efetuar para perceber

completamente 0s seus mecanismos de agéo.

Na luta contra as resisténcias bacterianas e na dificuldade em encontrar novos antibidticos,

os LIs apresentam-se com elevado potencial para combater este problema.
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ANnexos

Anexo 1 - Declives Staphylococcus aureus ATCC 25923

Média

Desvio Padrao
Razéo
Significancia

Declives Staphylococcus aureus ATCC 25923

Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

BA BC BE BG
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00300 0,00150 0,00300 0,00130 0,00180 0,00060 0,00180 0,00080
0,00250 0,00130 0,00250 0,00120 0,00200 0,00090 0,00200 0,00060
0,00220 0,00130 0,00220 0,00100 0,00160 0,00100 0,00160 0,00080
0,00090 0,00140 0,00090 0,00140 0,00120 0,00100 0,00120 0,00080
0,00130 0,00140 0,00130 0,00120 0,00120 0,00080 0,00120 0,00110
0,00130 0,00150 0,00130 0,00160 0,00120 0,00090 0,00120 0,00120
0,00187 0,00140 0,00187 0,00128 0,00150 0,00087 0,00150 0,00088
0,00082 0,00009 0,00082 0,00020 0,00035 0,00015 0,00035 0,00022

0,75000 0,68000 0,58000 0,59000

0,74352 0,25800 0,00358 0,00674
N&o significativo N&o significativo Significativo Significativo
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Anexo 2 - Layout Teste Mann-Whitney e Grafico de ramo-e-folhas para os declives dos
LIs BE e BG contra o Staphylococcus aureus ATCC 25923

Testes de NPar

Teste Mann-Whitney 2 g0000E.2-
Classificagbes
Soma de_ 1,75000E-3-
Postos de | Classificagde
Composto N média s
Decive  sem [3 9,50 57,00
Com 6 3,50 21,00 1,50000E-3-
Total 12 °
=
S
A 125000637
Estatisticas de teste®
Declive
U de Mann-Whitney 000 + 00000E.31
Wilcoxon W 21,000
z 2913
significaneia Sig. (2 N i
extremidades) 004 7S0000E-
Sig exata [2+(Sig. de 1 v
sxiremidade)] ooz
a.Variavel de Agrupamento: Composto sim com
b. o corrigide para vincules. Composto

Layout 1 - LI BE contra Staphylococcus aureus ATCC 25923

¥ Testes de NPar

Teste Mann-Whitney 2 0000083+
Classificagbes
Soma de 1,750008-3
Postosde | Classificagde
Composto N média s
Declive  sem 3 9.25 55,50
Com 3 375 22,50 15000083
Total 12 °
2
]
Estatisticas de teste” q 125000837
Declive
U de Mann-Whitnzy 1,500
Wilcoxon W 22,500 1000005
z -2,708
Significancia Sia. (2
extremidades) .07 750000 4-]
Sig exata [2*(Sig. de 1 \
exdremidads)] os
a. Variavel de Agrupamento: Compasto

b. N3o corrigido para vinculos.
Composto

Layout 2 - LI BG contra Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Anexo 3 - Declives Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300

BA BC BE BG BH
Declives Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00170 0,00190 0,00170 0,00080 0,00190 0,00110 0,00190 0,00080 0,00240 0,00240
0,00300 0,00200 0,00300 0,00060 0,00210 0,00070 0,00210 0,00060 0,00310 0,00240
0,00260 0,00210 0,00260 0,00270 0,00220 0,00040 0,00220 0,00060 0,00280 0,00240
0,00350 0,00210 0,00350 0,00080 0,00220 0,00060 0,00220 0,00050 0,00260 0,00200
0,00280 0,00230 0,00280 0,00040 0,00230 0,00020 0,00230 0,00110 0,00290 0,00250
0,00190 0,00220 0,00190 0,00150 0,00170 0,00010 0,00170 0,00040 0,00300 0,00310
0,00258 0,00210 0,00258 0,00113 0,00207 0,00052 0,00207 0,00067 0,00280 0,00247
0,00068 0,00015 0,00068 0,00085 0,00023 0,00037 0,00023 0,00025 0,00027 0,00036

0,81000 0,44000 0,25000 0,32000 0,88000

0,29600 0,01600 0,00370 0,00364 0,10200
Nao significativo Significativo Significativo Significativo Nao significativo
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 4 - Layout Teste Mann-Whitney e Grafico de ramo-e-folhas para os declives dos
LIs BC, BE e BG contra o Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300

= Testes de NPar

Teste Mann-Whitney 4,00000E-3
Classificagbes
Soma dz,
Postosde | Classificagfe
Gomposto N média s 3,00000E-3
Declve  Sem 3 5,00 54,00
Com 6 4,00 24,00
Total 12
@
]
E 2/00000E-3
Estatisticas de teste” a
Declive
U de Mann-Whitney 3,000
Wilcaxan W 24,000
1,00000E-3
z -2,406
significancia Sig. (2
extremidades) 016
Sig exata [24(ig. de 1 N
extremidade)] s
a Variavel de Agrupamento: Composto 0,00000E0)
5 i T T
b. No corrigido para vineulos o .

Composto

Layout 3 - LI BC contra Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300

* Testes de NPar

Teste Mann-Whitney 25000083
Classificagdes
Somade 2,00000E-3
Postosde | Classificagde
Composta | N média s
Declve  sem ] 950 57,00
Com ] 350 21,00 p—
Total 12 ©
2
T
H
" - a
Estatisticas de teste
1,00000E-3-]
Declve
U 0 Mann-whitney 000
Wileoxon W 21,000
7 2,887 5,00000E-4-
Significancia Sig. (2
extremidades) 004
Sig sxata [2*(Sig. ds 1 . L
extremitace]] o 0 00000E0]

a.Variavel de Agrupamento: Compasta T T
P " sem com
b. No corrigide para vinculos,

Composto

Layout 4 - LI BE contra Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300

+ Testes de NPar

2,50000E-3-
Teste Mann-Whitney
Classificagbes
2,00000E-37
Soma de
Postos de | Classifita e
Gomposto N média s
Declve  Sem [ 9,50 57,00
com 6 3,50 21,00 ° 1,500008-37
Total 12 2
©
H
]
Estatisticas de teste® 1,00000E-3
Declive
U de Mann-Whitey 000
Wilcoxon W 21,000 500000E.4-
z -2,802
Significancia Sig. (2
extramidades) o4
Sig exata [2*(S1g. d 1 v o
exremidade)] o2 00000080
a. varidvel de Agrupamento: Gompasto Som Com
b. N&o corrigida para vinculos Composto

Layout 5 - LI BG contra Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 5 - Declives Enterococcus faecalis

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Enterococcus faecalis

BA BC BE BG
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00150 0,00140 0,00150 0,00140 0,00270 0,00190 0,00270 0,00260
0,00160 0,00140 0,00160 0,00080 0,00200 0,00190 0,00200 0,00210
0,00150 0,00000 0,00150 0,00120 0,00280 0,00200 0,00280 0,00180
0,00140 0,00150 0,00140 0,00110 0,00300 0,00200 0,00300 0,00170
0,00170 0,00160 0,00170 0,00000 0,00120 0,00180 0,00120 0,00200
0,00140 0,00150 0,00140 0,00140 0,00300 0,00180 0,00300 0,00160
0,00152 0,00123 0,00152 0,00098 0,00245 0,00190 0,00245 0,00197
0,00012 0,00061 0,00012 0,00053 0,00071 0,00009 0,00071 0,00036

0,81000 0,64000 0,78000 0,80000

0,36023 0,00898 0,07453 0,12687
N&o significativo Significativo N&o significativo Na&o significativo
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 6 - Layout Teste Mann-Whitney e Grafico de ramo-e-folhas para os declives do LI

BC contra o Enterococcus faecalis

Testes de NPar

Teste Mann-Whitney

Classificagdes

a. Varidvel de Agrupamento: Gomposta

b. N&o corrigido para vinculos.

Soma 4=
Postosde | Classificagde
Composto | N média s
Declive  Sem [ 917 55,00
com 5 383 23,00
Total 12
Estatisticas de teste®
Deciive
U de Mann-Whiiney 2,000
Wilcoxon W 23,000
z 2813
Significancia Sig. (2
extremidades) 008
Sig exata [2(Sig. de 1 N
extremidade)] 009

Declive

2,00000E-3-

1,50000€-3-

1,00000€-3-

5,00000E-4-|

0,00000E0-

Composto

Layout 6 - LI BC contra Enterococcus faecalis
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 7 - Declives Escherichia coli ATCC 25922

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Escherichia coli ATCC 25922

BA BC BH BK BL
Declives Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00240 0,00220 0,00140 0,00100 0,00240 0,00250 0,00240 0,00180 0,00240 0,00240
0,00270 0,00230 0,00120 0,00100 0,00270 0,00250 0,00270 0,00220 0,00270 0,00180
0,00270 0,00220 0,00130 0,00100 0,00270 0,00240 0,00270 0,00250 0,00270 0,00220
0,00250 0,00150 0,00140 0,00120 0,00250 0,00260 0,00250 0,00240 0,00250 0,00210
0,00250 0,00270 0,00150 0,00110 0,00250 0,00240 0,00250 0,00270 0,00250 0,00240
0,00310 0,00250 0,00200 0,00100 0,00310 0,00240 0,00310 0,00250 0,00310 0,00230
0,00265 0,00223 0,00147 0,00105 0,00265 0,00247 0,00265 0,00235 0,00265 0,00220
0,00013 0,00043 0,00028 0,00008 0,00025 0,00008 0,00025 0,00031 0,00025 0,00023

0,84000 0,71000 0,93000 0,89000 0,83000

0,05088 0,00420 0,11403 0,11811 0,00594
Nao significativo Significativo Na&o significativo Na&o significativo Significativo
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 8 - Layout Teste Mann-Whitney e Grafico de ramo-e-folhas para os declives do LI
BC contra o Escherichia coli ATCC 25922

% Testes de NPar g
2,00000E-34 o
Teste Mann-Whitney
Classificagbes 1,B0000E-3
Soma az
Postosde | Classificagie
Composto N média s
Declve  Sem [ 942 56,50 1,60000E-3-
com & 358 21,50 [
Total 12 2
@
]
Estatisticas de teste® 1 4a000e-3)
Decive
U de Mann-Whitney 500
Wilcoxon W 21500 1,200006-3-
z -2.863
Significancia Sig. (2
extremidades) 004
Sig exata [24(S1g. de 1 b -
extremidade)] 002 1 Do0e-¥
a. Varidvel de Agrupamento; Gomposto sém com

b.Nio corrigido para vinculos. Composto

Layout 7 - LI BC contra Escherichia coli ATCC 25922

Testes de NPar

00320
~ ]
Teste Mann-Whitney o
00300
Classificagies
Soma de
Postos de | Classificagde 00280
Composto N média s
Declve  Sem 6 9,33 56,00
Com 8 367 22,00 [ 002607
Total 12 =
2 L
00240
Estatisticas de teste”
Detlive
00220
U de Mann-Whitney 1,000
Wileoxon W 22,000
z 2751 (00200
significancia Sig. (2
exiremidadss) 006
Sig exata [2°(Sig. de 1 0a® 00160
exremidade)] !
T T
a.Varivel de Agrupamento: Composto Sem Com
b. No corrigido para vinculos. Composto

Layout 8 - LI BL contra Escherichia coli ATCC 25922
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 9 - Declives Escherichia coli bla gy 180

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Escherichia coli bla tgp 180

BA BC BG BH
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00080 0,00080 0,00080 0,00020 0,00120 0,00110 0,00120 0,00080
0,00100 0,00110 0,00100 0,00070 0,00120 0,00100 0,00120 0,00070
0,00100 0,00130 0,00100 0,00070 0,00110 0,00090 0,00110 0,00080
0,00100 0,00130 0,00100 0,00050 0,00110 0,00110 0,00060
0,00100 0,00090 0,00100 0,00070 0,00110 0,00110 0,00110
0,00110 0,00090 0,00110 0,00000 0,00100 0,00100 0,00070
0,00098 0,00105 0,00098 0,00047 0,00112 0,00100 0,00112 0,00078
0,00010 0,00022 0,00010 0,00030 0,00008 0,00010 0,00008 0,00017

1,07000 0,48000 0,89000 0,70000

0,74261 0,00312 0,10247 0,01107
Nao significativo Significativo Na&o significativo Significativo
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Escherichia coli bla tgpm 180

BJ BK BL
Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00120 0,00090 0,00120 0,00060 0,00120 0,00070

0,00120 0,00110 0,00120 0,00060 0,00100 0,00080

0,00110 0,00090 0,00110 0,00060 0,00110 0,00110

0,00110 0,00080 0,00110 0,00120 0,00120 0,00110

0,00110 0,00070 0,00110 0,00130 0,00140 0,00090

0,00100 0,00070 0,00100 0,00060 0,00130 0,00090

Média 0,00112 0,00085 0,00112 0,00093 0,00120 0,00092

Desvio Padréao 0,00008 0,00015 0,00008 0,00034 0,00014 0,00016
Razao 0,76000 0,83000 0,77000
Significancia 0,01107 0,24689 0,01520

Significativo N&o significativo Significativo

Anexo 10 - Layout Teste Mann-Whitney e Grafico de ramo-e-folhas para os declives do

LIls BC, BH, BJ e BL contra o Escherichia coli bla tgpm 180

Testes de NPar

Teste Mann-Whitney

Classificages

1,20000€-3-

1,00000E-3-

Composto N

Soma de
Postosde | Classificaghe

média B 8 00000E-4

Declive  Sem 6
Com [

Total 12

850
3,50

57,00
21,00

Declive

,00000€-4-]

Estatisticas de teste®

4,00000-4-{

Declive

U de Mann-Whitney
Wilcoxon W

z

Significancia Sig. (2
extremidades)

Sig exata [2*(Sig. de 1
extremidade)]

000
21,000
-2,956

2,00000€-4-]

003

0,00000E0-]
002°

a. Variavel de Agrupamento: Composto

b. N&o carrigido para vinculos

Composto

Layout 9 - LI BC contra Escherichia coli bla tgpm 180
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Testes de NPar

Teste Mann-Whitney
1,20000€-3-
Classificacies
Soma de 11
Postos de Classificagde 1,10000E-3 o
Composto N média s
Declive  Sem 6 §.08 5450
Com 6 3,92 2350 1,00000E-37)
Tatal 12
o
2
G 9,00000E-4-
Estatisticas de teste™ g
Declive
U de Mann-Whitney 2,500 5,00000E-4-
Wilcoxon W 23,500
z 2,540
significancia Sig. (2 011 7,00000E-4-|
extremidades) E
Sig exata [2(Sig. de 1 o0s®
exiremidade)]
6,00000E-4-
a. Variavel de Agrupamento: Gomposto
T T
b. N&o corrigido para vinculos Sem Com

Layout 10 - LI BH contra Escherichia coli bla tgm 180

=+ Testes de NPar

. 1,20000E-3+
Teste Mann-Whitney
Classificages
Soma de 1,10000E-3-
Postosde | Classificagfe
Composto N média s
Declive  Sem 3 9,08 54,50
com 6 382 23,50 ,00000€-3-
Total 12 H
©
@
a
Estatisticas de teste® 9,00000E-4-
Declive
U de Mann-Whitney 2500
Wilcoxon W 23,500 500000 4+
z -2,540
Significancia Sig. (2 011
extremidades) !
Sig exata [2*(Sig. de 1 00a® 7,00000E-4-
extremidade)] '
T T
a.Variavel de Agrupamento: Composto Sem com
b. N&o corrigido para vinculos Composto

Layout 11- LI BJ contra Escherichia coli bla tgm 180

= Testes de NPar

1,40000E-3
Teste Mann-Whitney T

Classificages
Soma de
Postos de Classificagde 1,20000E-3)
Composto N média s
Declive  Sem & 8,00 54,00
Com 6 4,00 24,00 ¢
Total 12 ]
a
1,00000E-3-
Estatisticas de teste™
Declive
U de Mann-Whitney 3,000
Wilcoxan W 24,000
z 2478 &,00000E-4-
Significancia Sig. (2 .
extremidades) '
Sig exata [2*(Sig. de 1 o
exremidade)] ! : T
sem com
a.Variavel de Agrupamento: Composto
Composto

b. &0 torrigido para vinculos.

Layout 12- LI BL contra Escherichia coli bla tgm 180
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 11 - Declives Escherichia coli bla gy 209

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Escherichia coli bla tgpm 209

BA BC BE BG
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00110 0,00070 0,00110 0,00080 0,00070 0,00160 0,00070 0,00070
0,00110 0,00110 0,00110 0,00110 0,00060 0,00130 0,00060 0,00110
0,00110 0,00110 0,00110 0,00120 0,00090 0,00130 0,00090 0,00120
0,00120 0,00110 0,00120 0,00120 0,00100 0,00130 0,00100 0,00110
0,00110 0,00120 0,00110 0,00090 0,00110 0,00120 0,00110 0,00130
0,00110 0,00120 0,00110 0,00030 0,00110 0,00120 0,00110 0,00080
0,00112 0,00107 0,00112 0,00092 0,00090 0,00132 0,00090 0,00103
0,00004 0,00019 0,00004 0,00034 0,00021 0,00015 0,00021 0,00023

0,96000 0,82000 1,47000 1,14000

0,92334 0,43811 0,00358 0,22067
Nao significativo Nao significativo Significativo Na&o significativo
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Média

Desvio Padré&o
Razéo
Significancia

Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Escherichia coli bla tgp 209

BH BJ BK BL
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00180 0,00200 0,00120 0,00120 0,00120 0,00070 0,00130 0,00110
0,00180 0,00200 0,00110 0,00110 0,00110 0,00070 0,00240 0,00110
0,00140 0,00210 0,00110 0,00110 0,00110 0,00090 0,00120 0,00180
0,00150 0,00080 0,00110 0,00110 0,00110 0,00110 0,00120 0,00170
0,00250 0,00180 0,00110 0,00120 0,00110 0,00110 0,00170 0,00150
0,00180 0,00140 0,00110 0,00120 0,00110 0,00100 0,00180 0,00100
0,00180 0,00168 0,00112 0,00115 0,00112 0,00092 0,00160 0,00137
0,00038 0,00050 0,00004 0,00005 0,00004 0,00018 0,00047 0,00034

0,93000 1,03000 0,82000 0,86000

0,87005 0,24095 0,02000 0,25897
N&o significativo N&o significativo Significativo Na&o significativo
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 12 - Layout Teste Mann-Whitney e Gréfico de ramo-e-folhas para os declives do

Lls BE e BK contra o Escherichia coli bla tgm 209

Testes de NPar

5
1,60000E-3- o
Teste Mann-Whitney
Classificagies
1,40000€-3
Soma de
Postosde | Classificagde
Composto N media s
Declive  Sem 3 350 21,00
com 6 9,50 57,00 ° 120000837
Total 12 2
°
@
=1
Estatisticas de teste™ 1,00000E-3
Declive
U de Mann-Whitney 000
Wilcoxan W
21,000 6,00000E-4-
z 2,813
Significancia Sig. (2
extremidades) 004
Sig exata [2*(Sig. de 1 b
extremidade)] 002 6,00000E-4-]
i T T
a. Variavel de Agrupamento: Composto Sem com
b. N&o comigido para vinculos Composto

Layout 13 - LI BE contra Escherichia coli bla tgm 209

* Testes de NPar

p
- 1,20000E-3 *
Teste Mann-Whithey
Classificages
Soma de “1,10000E-34 —
Postosde | Classfficagde
Composto N média s
Declive  Sem 6 8,67 52,00
Com [ 433 26,00 1,00000E-3-]
Total 12 2
S
@
a
Estatisticas de teste® 9,00000E-4-{
Declive
U de Mann-Whitney 5,000
Wilcoxon W 26,000 5 00000E 4]
z -2,326
Significancia Sig. (2
exiemidadss) 020
Sig exata [2*(Sig. de 1 b 7,00000E-4-]
extremidads)] o4 ’
T T
a.Varidvel de Agrupamenta; Composto Sem Com
b. N&o corrigido para vinculos. Composto

Layout 14 - LI BK contra Escherichia coli bla tgm 209
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 13 - Declives Escherichia coli ART 19B

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Escherichia coli ART 19B

BA BC BG BH
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00080 0,00090 0,00080 0,00110 0,00090 0,00110 0,00100 0,00060
0,00170 0,00060 0,00170 0,00050 0,00100 0,00110 0,00100 0,00100
0,00090 0,00080 0,00090 0,00040 0,00100 0,00080 0,00120 0,00080
0,00100 0,00090 0,00100 0,00110 0,00100 0,00090 0,00110 0,00090
0,00100 0,00090 0,00100 0,00000 0,00070 0,00090 0,00080 0,00070
0,00120 0,00140 0,00120 0,00110 0,00070 0,00080 0,00100 0,00040
0,00110 0,00092 0,00110 0,00070 0,00088 0,00093 0,00102 0,00073
0,00032 0,00026 0,00032 0,00047 0,00015 0,00014 0,00013 0,00022

0,83000 0,64000 1,06000 0,71000

0,19061 0,33241 0,62421 0,022
Nao significativo N&o significativo Na&o significativo Significativo
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Média

Desvio Padré&o
Razéo
Significancia

Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Escherichia coli ART 19B

BI BJ BK BL
Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI

0,00110 0,00080 0,00110 0,00070 0,00090 0,00110 0,00080 0,00070
0,00150 0,00050 0,00150 0,00100 0,00100 0,00110 0,00080 0,00120
0,00100 0,00110 0,00100 0,00120 0,00100 0,00110 0,00100 0,00140
0,00080 0,00120 0,00080 0,00120 0,00110 0,00100 0,00100 0,00140
0,00190 0,00090 0,00190 0,00060 0,00100 0,00090 0,00100 0,00130
0,00100 0,00120 0,00100 0,00080 0,00160 0,00100 0,00100 0,00080
0,00122 0,00095 0,00122 0,00092 0,00110 0,00103 0,00093 0,00113
0,00041 0,00027 0,00041 0,00026 0,00025 0,00008 0,00010 0,00031

0,78000 0,75000 0,94000 1,22000

0,42007 0,22484 0,86534 0,24953

Nao significativo

N&o significativo

Na&o significativo

Na&o significativo
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 14 - Layout Teste Mann-Whitney e Gréfico de ramo-e-folhas para os declives do

Lls BH contra o Escherichia coli ART 19B

* Testes de NPar

Teste Mann-Whitney 1 2000083
Classificagiies
Soma de
Fostos de Classificagfe

Composto N meédia s 1,00000E-3-
Declive  Sem 6 8,63 53,00
Com 6 447 25,00
Total 12 @
2 5
G B8,00000E-4-] o
a
Estatisticas de teste®
Declive
U de Mann-Whitney 4,000
Wilcoxen W 25,000 5,00000E-4
z -2,286
Significancia Sia. (2
extremidades) 022
Sig exata [2%(Sig. de 1 b
extremidads)] 026 4,00000E-4-]
p T T
a.Variavel de Agrupamento: Gomposto Sam Com
b. Ndio corrigido para vinculos Composto

Layout 15 - LI BH contra Escherichia coli ART 19B
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Estudo da atividade bioldgica de LI baseados em bis-piridinios em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Anexo 15 - Declives Escherichia coli OXA-1-Like

Média

Desvio Padréo
Razéo
Significancia

Escherichia coli OXA-1-Like

Declives Declives Declives Declives Declives
Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI Sem LI Com LI
0,00170 0,00190 0,00200 0,00180 0,00190 0,00260 0,00190 0,00210 0,00190 0,00210
0,00300 0,00240 0,00200 0,00160 0,00220 0,00170 0,00220 0,00230 0,00220 0,00170
0,00290 0,00180 0,00200 0,00180 0,00200 0,00160 0,00200 0,00220 0,00200 0,00190
0,00260 0,00170 0,00180 0,00180 0,00290 0,00170 0,00290 0,00190 0,00200 0,00220
0,00250 0,00190 0,00250 0,00230 0,00300 0,00160 0,00300 0,00190 0,00210 0,00200
0,00310 0,00210 0,00220 0,00190 0,00300 0,00140 0,00300 0,00190 0,00300 0,00140
0,00263 0,00197 0,00208 0,00187 0,00250 0,00177 0,00250 0,00205 0,00220 0,00188
0,00051 0,00025 0,00024 0,00023 0,00052 0,00042 0,00052 0,00018 0,00040 0,00029

0,75000 0,90000 0,71000 0,82000 0,85000

0,04500 0,08500 0,01575 0,14092 0,22401

Significativo N&o significativo Significativo Na&o significativo Na&o significativo
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Anexo 16 - Layout Teste Mann-Whitney e Gréfico de ramo-e-folhas para os declives do
LIs BA e BJ contra o Escherichia coli OXA-1-Like

Testes de NPar 00350
Teste Mann-Whitney
Classificagdes
00300
Soma de
Postosde | Classificage
Composto N media s
Declive  Sem 6 8,58 51,50
Com 6 442 26,50 ;
G 00250
Total 12 : f
=]
Estatisticas de teste™
Declive
U de Mann-Whitnay 5,500 00200
Wilcoxon W 26,500
z 2,008 d
significancia Sig. (2 =}
sxiemidads) 045
Sig exala [2(3ig. de 1 atb o150
extremidade)] !
T T
a Varivel de Agrupamento: Composta sem Com
b. N&o corrigido para vinculos Composto

Layout 16 - LI BA contra Escherichia coli OXA-1-Like

= Testes de NPar

3,00000E-3—
Teste Mann-Whitney
Classificagies J
Soma de
Postos de Classificage 25000083
Composte N média s
Declive  5em [ 9,00 54,00
com 6 4,00 24,00 °
Total 12 E
‘o 2,00000E-3
o
& L
Estatisticas de teste™
e =
U de Mann-Whitney 3,000 1,50000€-3 12
Wileoxon W 24,000
z 2415
Significancia Sig. (2
extremidades) 016
Sig exata [2*(S1g. de 1 D1t 1,00000E-3
extremidade)] !
T T
a.Varidvel de Agrupamento: Compasto Sem Com
b. N&o corrigido para vinculos. Composto

Layout 17 - LI BJ contra Escherichia coli OXA-1-Like
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