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RESUMO

REALPE ARANDA, Martha Isabel, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2016. Avaliacdo do potencial antimicrobiano da 2,2’,4-triidroxi-
benzofenona sobre bactérias patogénicas de aves. Orientadora: Maria
Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Marcelo Henrique dos Santos
e Leandro Licursi de Oliveira.

Na avicultura, a disseminacdo de patdogenos bacterianos e a ocorréncia de
surtos, determinam elevados prejuizos econdmicos. Muitas destas bactérias sao
zoonGticas, causando grande preocupacdo em termos de saude publica. Os
agentes antimicrobianos sao importantes para a prevencao e tratamento destas
infeccbes. No entanto, o uso indiscriminado destas moléculas proporciona
condicbes favoraveis para a selecdo, propagacao e persisténcia de bactérias
resistentes. Na procura de novas moléculas antimicrobianas, as benzofenonas
vém despertando grande interesse, no entanto, a atividade antibacteriana nunca
foi pesquisada anteriormente no composto sintético 2,2’,4-triidroxibenzofenona.
Este trabalho, objetivou-se avaliar o potencial antimicrobiano de 2,2’.4-
trildroxibenzofenona em agentes etioldgicos de doencas importantes, verificar o
efeito citotoxico, o efeito sinérgico com antimicrobianos convencionais, além de
analisar o sitio de acdo. Os resultados sugerem que a benzofenona possui
atividade antimicrobiana para as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
testadas e ndo induz efeitos téxico nas células animais. Observou-se que a
benzofenona atua sobre a parede bacterina. E encontrou-se efeito sinérgico com
a bacitracina. A benzofenona € uma candidata promissora a ser usada no

tratamento das bacterioses avicolas.

xi



ABSTRACT

REALPE ARANDA, Martha Isabel, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2016. Evaluation of potential antimicrobial of 2,2'4-trihydroxy-
benzophenone in pathogenic bacteria of poultry. Adviser: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Marcelo Henrique dos Santos and Leandro
Licursi de Oliveira.

In poultry, the spread of bacterial pathogens and the occurrence of outbreaks,
determine high economic losses. Many these bacteria are zoonotic, causing great
concern in terms of public health. Antimicrobial agents are important for the
prevention and treatment these infections. However, indiscriminate use of
molecules provides favorable conditions for selection, propagation persistence
and resistant bacteria. In searching for new antimicrobial molecules,
benzophenones have attracted great interest, however, the antibacterial activity
has never been previously searched in synthetic 2, 2’,4-trihydroxybenzophenone.
This study aimed to evaluate the antimicrobial potential of synthetic 2,2 ', 4-
trinydroxybenzophenone in etiologic agents of important diseases in poultry, the
cytotoxic effect, synergistic effect with conventional antimicrobial agents, in
addition analyze the site of action . The results suggest that the benzophenone
has antimicrobial activity to Gram-negative and Gram-positive bacteria and
induces no toxic effects in animal cells. The benzophenone acts in the bacteria
cell wall. In addition, the benzophenone had synergistic effect with bacitracin. The
2,2'4-trihnydroxybenzophenone is a promising candidate to be used in the
treatment of bacteremia poultry.

Xii



1. INTRODUCAO

A producédo avicola é provavelmente a mais globalizada industria na
producdo de alimentos no mundo. A carne de frango e ovos séo as principais
fontes de alimento para solucionar o rapido crescimento populacional,
considerando que os custos de producdo sdo baixos, além da auséncia de
restricdes religiosas para o consumo (LANDONI; ALBARELLOS, 2015)

Os répidos avancos da tecnologia e competitividade da industria avicola
nas ultimas décadas impulsionaram condi¢des extremas a salde animal pois, 0s
atuais sistemas da producdo embasam-se em alta densidade animal,
proporcionando condicdes ideais para a multiplicacdo e disseminacdo de
patégenos e assim surtos de doencgas que podem ocorrer, causando sensiveis
prejuizos a agroindustria avicola. Entre os patdgenos, ha aqueles relacionados
a saude publica, ampliando mais a importancia da prevencéo e controle. Além
disso, a desenfreada utilizacdo de antimicrobianos para tratamento, controle e
como promotores de crescimento proporcionam condicfes favoraveis para a
selecdo, propagacao e persisténcia de bactérias resistentes, tanto em animais e

humanos.

As benzofenonas naturais, importantes antimicrobianos, possuem uma
boa atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ndo sendo
citotoxicas para as células de mamiferos. Com base nos resultados de inibicédo
bacteriana obtidos em outros derivados das benzofenonas naturais e na procura
de novas moléculas antimicrobianas, o presente estudo é o primeiro em avaliar
o potencial antimicrobiano do composto sintético 2,2’,4-triidroxibenzofenona
contra um grande painel de bactérias ATCC e isolados de campo de importancia
na avicultura e saude publica. Verificou-se o efeito citotoxico em hemacias de
galinha, efeito sinérgico com antimicrobianos usados no tratamento e como
promotores de crescimento na avicultura, além de analisar o sitio de acéo da

benzofenona.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importéancia da avicultura

A carne de frango e 0s ovos sdo as principais fontes de alimento para o
rapido crescimento populacional, considerando que o0s custos de produ¢édo sédo
baixos e as preferéncias alimentares pelos consumidores. Assim, a producao
avicola é provavelmente a mais generalizada industria de producéo de alimentos
no mundo (LANDONI; ALBARELLOS, 2015).

O Brasil apesar de ter iniciado sua producdo na década de 1970, ja se
coloca entre os principais produtores mundiais, sendo superado apenas pelos
Estados Unidos, e é o primeiro colocado nas exportacdes de carne de aves
(ABPA, 2016).

Segundo a Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016), a
produgcédo de carne de frango totalizou no ano 2015 em 13.14 milhGes de
toneladas e aproximadamente 39,5 mil milhdes de ovos de galinha. A producéo
brasileira tem permitido atender ao crescimento da demanda interna e das

exportacdes, as quais tém crescido e ja atingem 30% do volume total produzido.

No que se refere ao mercado, o consumidor interno tem mudado seu hébito
de consumo de carnes, passando de um pais preponderantemente consumidor
de carne bovina para consumidor da carne de frango. A qualidade, a imagem de
produto saudavel e precos acessiveis auxiliaram a conquista dessa posicao. O
consumo per capita de carne de frango e ovos no Brasil apresentou grande
evolugao, considerando que, em meados dos anos de 1970, o consumo de carne
de frango era menor que 4 KG por pessoa/ano e 40 ovos/pessoa, atingindo no
ano de 2015 em 43.25 KG por pessoa/ano e 191 unidades de ovo/ano (ABPA,
2016).



A importancia da avicultura no contexto socioeconémico brasileiro se reflete
em gerar milhdes de empregos, diretos e indiretos. Gera também um movimento
global na economia brasileira, exigindo pequena area de terra para a instalacado
do aviario, além de utilizar terras desvalorizadas concorrendo para a
recuperacao dessas areas, possuindo alta capacidade de rendimento e tem giro
rapido de capital (ALBINO; TAVERNARI, 2008). A producao avicola comercial &
um sistema agricola muito intensivo, significando que o controle de doencas e a

prevencao deve ser um foco importante.

2.2 Relevancia das bacterioses aviarias

Os rapidos avancos da tecnologia e competitividade da industria avicola
nas Ultimas décadas impulsionaram condi¢des extremas a saude animal, uma
vez que os atuais sistemas de producao se embasam em alta densidade animal,
geralmente em uma area geografica especifica, proporcionando condi¢des
ideais para a multiplicacdo e disseminacdo de patdgenos e a ocorréncia de
surtos de doencgas que determinam sensiveis prejuizos a agroindustria. Dentro
desses patdégenos, ha agueles mais relevantes na saude publica, ampliando a
importancia da prevencdo e controle (ANDREATTI et al., 2006), além da
desenfreada utilizacdo de antimicrobianos para o tratamento e como promotores
de crescimento, proporcionando condicbes favoraveis para a selecéao,
propagacao e persisténcia de bactérias resistentes, tanto em animais quanto em

humanos.

2.3Doencas bacterianas que atingem a industria avicola

2.3.1 Enterite Necroética

A enterite necrética (EN) é caracterizada por inflamacéo e necrose do trato
gastrointestinal com um declinio significativo no desempenho do crescimento e
um aumento maci¢o na mortalidade, sendo esta a doenca entérica mais comum
em frangos de corte (COOPER et al., 2013). A infec¢do nas aves também pode

causar dermatite necrética e colangiohepatite, (HAFEZ, 2011)



A EN é causada por Clostridium perfringens, bactéria Gram-positiva,
anaerodbica formadora de esporos, mével através do pili tipo IV, e produz varias
enzimas e toxinas responsaveis pelos sintomas e lesbes (VAN IMMERSEEL et
al., 2009). Cepas de C. perfringens (A, B, C, D e E) séo classificadas de acordo
com a produgdo de quatro grandes toxinas extracelulares alfa (a), beta (b),
epsilon (3) e iota (i) (PETIT et al., 1999). Nas aves, a EN foi reportada em maior
namero por Tipo A e, em menor, por tipo C. O agente pode ser encontrado na
cama de frango, fezes, solo, poeira e em conteudo intestinal de aves saudaveis
(DAHIYA et al., 2005). E esperado que um pequeno nimero de C. perfringens
seja residente, ou transitoriamente permanentemente no trato gastrointestinal da
maioria das espécies de aves (COOPER; SONGER, 2009) . Quando a carne
desses animais é analisada para C. perfringens, em alguns casos até 84% das
amostras de carne sao positivas (CRAVEN et al., 2001).

O custo total da EN em surtos no mundo é estimado em mais de US $ 6
bilhdes por ano (WADE; KEYBURN, 2015). Doencas entéricas sdao um dos
problemas mais importantes da industria avicola devido a grandes perdas
econdbmicas pela diminuicdo do ganho de peso, aumento das taxas de
mortalidade, pior conversao alimentar, maiores custos de medica¢do e aumento
do risco de contaminacdo de produtos de aves para consumo
humano(TIMBERMONT et al., 2011).

2.3.2. Colibacilose

Escherichia coli patogénica aviaria (ECPA) causa uma variedade de
doencas extra-intestinais na avicultura como: colisepticemia, peritonite, onfalite,
coligranuloma, sindrome da cabeca inchada, e outras sindromes (LISTER et al.,
2008). Na colisepticemia as aves afetadas mostram pericardite, hepatite,
aerosaculite e peritonite. Em galinhas poedeiras é frequente a peritonite e os
achados de necropsia incluem salpingite e impactagéo do oviduto. A infec¢céo do
saco vitelino ocorre através da contamina¢do do umbigo ou ovos contaminados
para incubagao. Aves afetadas mostram septicemia e inflamacdo do saco da

gema. No coligranuloma sédo encontrados nddulos no mesentério e na parede
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dos intestinos, especialmente no ceco. A sindrome da cabeca inchada consiste
em uma celulite aguda periorbital (NOLAN et al., 2013). A ECPA é causada pela
bactéria Escherichia coli que pertence a familia Enterobacteriacea, Gram

negativa, podendo ser movel ou imével (NOLAH et al., 2013).

A ECPA causa perdas econdmicas em centenas de milhdes de ddlares em
todo o mundo na avicultura, principalmente pela mortalidade, aumento das taxas
de condenacdo das carcacas no momento do processamento, diminuicdo da
taxa de crescimento, diminuicdo da eficiéncia e conversao alimentar das aves
afetadas (DZIVA; STEVENS, 2008), (SCHOULER et al., 2012). No Brasil, maior
exportador mundial de carne de frango, a ECPA é responsavel pelo 45.2% das
carcacas de aves condenadas (FALLAVENA et al.,, 2000). Além do impacto
econdmico negativo, a ECPA também é considerada uma importante fonte para
disseminar a resisténcia antimicrobiana a outras bactérias, principalmente
através de seus plasmideos e troca de outro material genético (GYLES, 2008).
Isto é aparente na Europa, EUA e Austrélia, onde até 92% dos isolados de E.
coli aviaria eram resistentes a trés ou mais drogas antimicrobianas, apesar das
medidas rigorosas sobre o uso de antibidticos na avicultura industrial (GYLES,
2008).

Tem-se relatado o potencial zoonético de certos grupos clonais tais como:
O1: K1: H7 (JOHNSON et al., 2007), (MORA et al., 2010), O18:K1: H7 (MOULIN-
SCHOULEUR et al., 2006), O25b: K1:H4 (MORA et al., 2010) . De fato, as aves
podem ser a fonte de alimento animal mais estreitamente ligada a E. coli extra
intestinal patogénica em humanos (GRIFFIN et al., 2012). A colibacilose pode
ser controlada por agentes antimicrobianos, mas, os residuos de tais agentes
em alimentos € uma grande preocupacéo, especialmente quando o surgimento
de E. coli uropatogénica resistentes a drogas tem tido aumento significativo com
alto risco de falha no tratamento de infecgbes humanas (PALLETT; HAND,
2010). O aparecimento da multirresisténcia entre as cepas da E. coli patogénicas
aviarias criou grandes preocupacdes econdmicas e de saude (DHEILLY et al.,
2013), (MELLATA, 2013), (DOU et al., 2015).



2.3.3 Salmonelose
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A salmonelose ¢é causada pela bactéria do género Salmonella,
enteropatogénica facultativa Gram-negativa, isolada tanto em infeccdes de seres
humanos como de animais (AARTS et al.,, 2011). As salmoneloses aviarias
podem ter trés apresentacdes distintas, a pulorose, cujo agente é S. Pullorum,
tifo aviario causado por S. Gallinarum e paratifo aviario causado por qualquer
outra Salmonella que ndo seja S. Pullorum ou S. Gallinarum (GAST, 2013).

Pulorose: Os sinais clinicos sdo geralmente observados em aves com
menos de trés semanas de idade, ou morrem rapidamente ap0s a eclosdo no
incubatorio, devido a peritonite e septicemia (BARROW; NETO, 2011).

Tifo aviario: Causado por S. Gallinarum, afeta principalmente aves em
crescimento e adultos e casos agudos de infeccdo estdo relacionados com
septicemia. Surtos subagudos podem causar mortalidade embrionaria ou pintos
mortos nas bandejas de incubagdo. Cronicamente as aves afetadas mostram
anemia e necrose focal no figado, coracao, intestinos e pancreas (BARROW,
NETO, 2011).

Paratifo aviario: Dentro deste grupo estdo incluidos serovares de
Salmonella associadas a doencas humanas de origem alimentar, como: S.
Enteritidis e S. Typhimurium. Os membros desse grupo sdo encontrados numa
vasta gama de espécies (aves, mamiferos, répteis, peixes e insetos). S. enterica
produz tiflite em aves jovens e lesdes em baco, pulmdes, figado e rins (GAST,
2013).

Arizonose: (S. Arizonae.): Afeta principalmente perus, mas também é
encontrada em galinhas e patos. Os sinais clinicos sdo semelhantes aos
observados em casos de salmonelose, mas, adicionalmente, a arizonose é

caracterizada pela retinite e encefalite.

A salmonelose € responsavel por cerca de 1.2 milhdes de casos de

gastroenterite em humanos anualmente nos Estados Unidos (SCALLAN et al.,



2011) e possui uma estimativa de 93.800.000 de casos no mundo todo a cada
ano (MAJOWICZ et al., 2010). O consumo de produtos avicolas contaminados
continua a ser um importante fator de risco para a infeccdo (GUO et al., 2011).
S. Typhimurium é o agente etioldgico mais presente em salmonelose humana na
Europa (EFSA/ECDC, 2013), sendo as aves um importante reservatorio
(MUGHINI-GRAS et al., 2014, LOFSTROM et al., 2015). S. Typhimurium tém
sido associados com multiplos surtos de origem alimentar na Austrélia, que sdo
epidemiologicamente ligados ao consumo de ovos (MCWHORTER et al., 2015),
(MUSTO et al., 2016), ou frango (FEARNLEY et al., 2011).

Ha também relatos de infec¢cdes por Salmonella consideradas altamente
resistentes aos medicamentos para humanos, surgindo em diferentes regides do
mundo (TU et al., 2015), (CUI et al., 2016). Embora as fontes destas infeccGes
nem sempre sejam facilmente visiveis, esses dados apontam para uma
preocupante progressao e menos opc¢oes terapéuticas para o tratamento de
casos dessa enfermidade (COLLIGNON, 2013).

2.3.4. Estafilococose aviaria

Staphylococcus aureus pode causar septicemia, artrite fibrinosa,
tenossinovite, condronecrose e osteomielite (também chamado de necrose da
cabeca do fémur) em frangos, perus, patos e gansos. Também pode ocorrer a
infeccdo por trauma, estresse e na incubacao dos ovos contaminados. S. aureus
€ um habitante normal da pele e das vias respiratérias superiores em aves
doentes e saudaveis e esta presente em altos niveis no ambiente do aviario e
nas racdes para animais (PETON; LE LOIR, 2014).

Portanto, S. aureus tem um grande impacto sobre a salde e o bem-estar
animal, causando grandes perdas econb6micas na producdo avicola mundial
devido, principalmente, a diminuicdo do ganho de peso, diminuicdo da producéo

de ovos, e condenacéao das carcagas no abate (MCNAMEE et al., 2000).

S. aureus € uma das principais bactérias oportunistas em seres humanos

e sua importancia se da devido ao efeito deletério sobre a saude animal e sua
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potencial transmisséo de animais para humanos, e vice-versa (PETON; LE LOIR,
2014). A andlise genética mostrou que as estirpes nas aves que predominam
atualmente surgiram apdés uma interacdo homem-ave e uma subsequente
evolucdo adaptativa, levando a formacédo de clones que estdo intimamente
relacionados e, principalmente, agrupados em CC5, um complexo clonal que

também compreende linhagens humanas associadas (LOWDER et al., 2009).

2.3.5 Pasteurelose aviaria

Pasteurelose aviaria (PA) é uma doenca contagiosa que afeta aves
domésticas e selvagens. Caracteriza-se por lesdes hemorragicas e alta
mortalidade, variando de acordo com a forma de apresentacéo da infeccao, que
depende da patogenicidade do agente e da suscetibilidade do plantel. A
apresentacao aguda esta relacionada com septicemia, produzindo petéquias no
coracdo, na mucosa da moela e na gordura abdominal. Nos casos cronicos, as
lesbes envolvem o trato respiratério (pneumonia fibrinonecrética e pleurite
fibrinopurulenta), conjuntiva, seios infra-orbitais e trato reprodutivo. PA também
esta relacionada com a dermatite fibrinonecrética afetando o dorso, abdémen e
peito (Glisson et al., 2013).

A pasteurelose é causada pela bactéria Gram-negativa P. multocida. Sua
morfologia é a de um bastonete pequeno (bipolar), podendo ser aerdbio ou
anaeroébio facultativo, imével ndo formador de esporos e apresentar ou nao
capsula. As doencas causadas por estirpes de P. multocida que pertencem aos
sorotipos capsular (A, B, D, E e F) e somética (1-16) sado conhecidas por afetarem
grande variedade de aves das espécies domeésticas e selvagens no mundo todo,
com abundante perda econ6mica, especialmente em regides tropicais (KUMAR
et al., 2004), (SHIVACHANDRA et al., 2006). As aves silvestres e mamiferos
podem ser fonte de contaminacao para os planteis, onde o agente dissemina-se
rapidamente por contato direto de ave para ave, agua de bebida, fémites e
instalagdes. O uso de antibidticos € um método eficaz para controlar a infeccéo
por Pasteurella, entretanto, a resisténcia aos antibioticos é cerca do 80,5%

(KEHRENBERG et al., 2001).



2.4 Doencas aviarias de importancia na saude publica

2.4.1 Infeccéo por Clostridium perfringens

C. perfringens causa duas formas diferentes de doencas, pode ser
causada geralmente pelas enterotoxinas das cepas de tipo A, e raramente por
tipo C (BRYNESTAD; GRANUM, 2002). C. perfringens tipo A, induz uma
intoxicacdo alimentar quando a bactéria esporula nas células vegetativas do
intestino. Os sinais sao dor abdominal aguda, célicas, nauseas e diarreia
(SONGER, 2010). A bactéria tipo C esta associada com a enterite necrotica em
seres humanos. Os sintomas incluem dor abdominal agudo e distenséo, diarreia
com sangue, e as vezes vomito. C. perfringens € um habitante comum do solo e
intestino de animais e seres humanos, e € geralmente isolada a partir de
produtos de carne de varejo, incluindo aves. Doencas transmitidas por C.
perfringens presentes no alimento resulta de técnicas improprias de manipulacdo
de carnes incluindo as de aves (ANDERSSON; RONNER, 1995). A exposicéo
direta a pessoas ou animais infectados ndo constitui um risco de doenca, mas
os individuos infectados podem servir como uma fonte de contaminacgdo
alimentar (HEIKINHEIMO et al., 2006).

2.4.2 Infecgao por Escherichia coli

O patotipo 0157:H7 da E. coli enterohemorragica induz em humanos
coélicos abdominais inicialmente com uma diarreia aquosa progredindo a diarreia
sanguinolenta em 1-4 dias e insuficiéncia renal aguda de 5-13 dias apds o inicio
da diarreia. Infecgcbes de E. coli extra-intestinal estdo associados com uma
variedade de doencas, incluindo a infec¢éo do trato urinario, meningite do recém-
nascido, e septicemia (PENNINGTON, 2010) . A toxina Shiga das cepas E. coli
enterohemorragica tém sido anteriormente identificados em amostras de carne
frango e em fezes coletadas de perus e pombos. Transmisséo de estirpes de E.
coli enterohemorragica ocorre através de alimentos contaminados, contato
pessoa-a-pessoa, ou contato com animais infectados. Infeccbes humanas com

estirpes de E. coli patogénica extra-intestinal normalmente se originam do



préprio trato intestinal da pessoa, embora as aves podem ser potenciais

reservatorios para a infeccéo e contaminagdo humana (JOHNSON et al., 2008).

2.4.3 Infeccéo por Salmonella spp.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, S. Enteritidis e S.
Typhimurium foram os dois sorotipos nao-tiféide mais comuns isolados a partir
de humanos (HENDRIKSEN et al., 2011). Salmonelose nado-tiféide normalmente
se manifesta como uma doenca aguda com enterocolite ou gastroenterite com
dor de cabeca, dor abdominal, diarreia, nauseas, vomitos, e febre (DHANOA;
FATT, 2009). Salmonellas né&o-tifideas sdo capazes de colonizar o trato
gastrointestinal de uma ampla gama de hospedeiros animais selvagens e
domeésticos, incluindo aves. A transmissao ocorre por via oral- fecal e por contato
direto com fezes de animais infectados ou indiretamente pelo consumo de
produtos alimentares contaminados, e a transmissdo secundaria pode ocorrer
por higiene ndo apropriada (GAL-MOR; BOYLE, 2014).

2.4.4 Infeccéo por Staphylococcus aureus e intoxicagéo alimentar

S. aureus causa uma grande variedade de manifestacdes clinicas que
varia desde pustulas na pele, septicemia até 6bito (WERTHEIM et al., 2005).
InfecgBes cutdaneas comuns incluem impetigo, celulite, foliculite, carbunculos,
furinculos e abscessos. InfeccBes localizadas podem levar complicacoes,
incluindo artrite, endocardite, osteomielite, pneumonia, meningite e septicemia.
A intoxicacdo é mediada pela producéo de enterotoxinas em alimentos crus ou
inadequadamente refrigerados. As intoxicacdes alimentares incluem sinais
agudos de nausea, dores abdominais, vomitos, e muitas vezes diarreia. S.
aureus é também o causador do choque toxico em seres humanos (LOWY,
1998). A transmissao ocorre por contato direto ou indireto. As maos € o mais
importante veiculo para a transmissao, e, pelo menos, um tergo de infec¢des de
pele acredita-se resultar de autoinfec¢do. Transmissao por via aérea é incomum,
mas pode ocorrer como consequéncia de espirros por portadores nasais. A carne

de frango é frequentemente contaminado com estirpes enterotoxigénicas de S.
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aureus, embora manipuladores de alimentos infectados sdo responséaveis pela

maioria dos casos de intoxicacdo de origem alimentar (KITAI et al., 2005).

2.4.5 Infeccédo por Pasteurella spp

Os seres humanos adquirem a infec¢do pela bactéria principalmente
através do contato com animais, a maioria geralmente através de mordidas de
animais, arranhdes ou contato com secrecdes mucosas derivadas de animais de
estimacdo (HEYDEMANN; ANTONY, 2010, CHOMEL; SUN, 2011). Os sintomas
comuns da pasteurelose em seres humanos sdo inchaco (edema), celulite
(inflamacgéo difusa ou localizada com vermelhidéo e dor), e exsudato purulento
no local da ferida. Em casos mais graves, a pasteurelose pode rapidamente
evoluir para uma bacteremia (GUILBART et al., 2015).

2.5 Utilizac&o de antimicrobianos na producéao avicola

Os agentes antimicrobianos sdo extremamente importantes na prevencao
e tratamento de doencas na producdo avicola. Os grupos mais comumente
usados sdo os: beta-lactamicos, polipeptideos, aminoglicosideos, macrolideos,
lincosamidas, florfenicol, tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas,
fluoroquinolonas e ion6foros. Apesar de debates e controvérsias cientificas em
relacdo as consequéncias potenciais para a saude publica do uso de agentes
antimicrobianos em animais, é impossivel imaginar uma inddstria avicola
sustentavel sem usa-los (TURNIDGE, 2004).

Os promotores de crescimento descobertos na década de 1940 sé&o
importantes compostos utilizados na avicultura. O mecanismo de acdo dos
antimicrobianos como promotores de crescimento esta relacionado com
interacdes na populagdo microbiana intestinal, sendo utilizadas quantidades
subterapéuticas, visando ganho de peso (NIEWOLD, 2007). O aumento da
resisténcia aos antibidticos e a presenca de residuos de drogas em produtos

animais levaram a proibir em varios paises da Europa e Coreia do Sul o uso
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destes farmacos como promotores de crescimento nos alimentos para 0s
animais (CASTANON, 2007) (ALLOUI et al., 2013).

Para a administracdo dos medicamentos na avicultura, a via oral € eleita
porque permite o oferecimento a um grande nimero de aves a serem tratadas,
além do baixo custo. Considerando as propriedades organolépticas e fisico-
quimicas (solubilidade em &gua, estabilidade, e palatabilidade, etc.), os agentes
antimicrobianos podem ser administrados pela agua de bebida ou alimentos
balanceados (LANDONI; ALBARELLOS, 2015).

2.6Benzofenonas

As benzofenonas sdo uma classe de compostos obtidos a partir de fonte
natural ou por métodos sintéticos (Figura 1). Eles sdo de grande importancia,
fundamentalmente devido a suas diversidades bioldgicas e quimicas. Seus
derivados sdo classes emergentes de moléculas com varias propriedades

farmacoldgicas.

o OoH
HO OH e OH

Figura 1 Estrutura quimica de benzofenonas naturais (1, 2 e 3), benzofenona sintética (4).

Vérios analogos de benzofenona sdo bem conhecidos pelos potencias
antitumoral e antiangiogénico (LAKSHMI et al., 2013, ZABIULLA et al., 2016).
Destacam-se também os efeitos antioxidantes (SANG et al.,, 2002), anti-
inflamatorio (DORIGUETTO et al., 2007, KHANUM et al., 2010) antiviral (WU et
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al., 2012), anti Leishmania (MACIEL-REZENDE et al., 2013, DE ALMEIDA et
al., 2015) e antimicrobiano. Cita-se alguns trabalhos a seguir sobre atividade
antimicrobiana:

Existem relatos indicando que as benzofenonas naturais possuem uma boa
atividade contra bactérias como E. coli, ndo sendo citotdxico para as células de
mamiferos e inibindo o desenvolvimento da parede celular da bactéria
(VOOTURI et al., 2009).

Segundo NALDONI et al., (2009), as benzofenonas 7-epiclusianona e
guttiferone-A sao promissoras para o controle de bactérias Gram-positivas como:
S. aureus e B. cereus. Outras benzofenonas preniladas naturais tém efeito sobre
as bactérias: S. aureus, Listeria monocytogenes, e Bacillus subtilis, (DOS
SANTOS et al., 1999). A eficacia dos efeitos inibitorios destas substancias pode
ser atribuida a presenca de nucleotideos arométicos, contendo grupos polares.

Benzofenonas poliisopreniladas como a pestalone tem atividade
antimicrobiana contra Enterococcus faecium resistentes a vancomicina e S.
aureus resistentes a meticilina (CUETO et al., 2001).

Benzofenonas a partir de prépolis tém sido relatadas com varias atividades
biolégicas, tais como potencial antimicrobiano contra bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas (CUESTA et al., 1999, CASTRO et al., 2009).

Portanto, o composto 2,2’ 4-triidroxibenzofenona (DORIGUETTO et al.,
2007), é um forte candidato para avaliar sua acdo em bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, com base nos resultados de inibicdo bacteriana obtidos em
outros derivados das benzofenonas naturais. E sendo um composto sintético,
facilita sua obtencdo e producdo em maior escala a menor custo nos

laboratorios.

2.7 Regra quimica para o desenvolvimento de novos farmacos

A regra de Lipinski, também denominada de regra dos 5, tem como objetivo
estimar a solubilidade e a permeabilidade de farmacos administrados pela via
oral, predizendo a influéncia da estrutura quimica na absor¢cdo de um composto,
uma vez que a previsdo dos processos farmacocinéticos logo nos estagios

iniciais da pesquisa € de extrema importancia para o desenvolvimento de um
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candidato a farmaco. Segundo Lipinski, os critérios a serem analisados sao: a
massa molar, o qual ndo deve exceder a 500 g/mol; o log P, cujo valor limite é 5;
e 0s grupos doadores (NH + OH) e aceptores (N + O) de ligagéo de hidrogénio,
cujas somatorias ndo devem ultrapassar a 5 e 10, respectivamente (LIPINSKI et
al.,2001)
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa, Minas
Gerais-Brasil nos laboratérios de Doencas Bacterianas, de Biologia e Controle
de Hematozoarios e Vetores, assim como no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da (UFV).

3.1 Antimicrobianos

3.1.1 Benzofenonas

Foi empregado uma molécula derivada da benzofenona, denominada
2,2’ 4-triidroxibenzofenona, que foi avaliada isoladamente quanto ao seu efeito
antimicrobiano e, posteriormente, associada com um antimicrobiano
convencional. Esta molécula, de origem sintética, foi fornecida gentilmente pelo
professor Marcelo Henrique dos Santos do Departamento de Quimica da UFV,
MG-Brasil (DORIGUETTO et al., 2007)

Caracteristicas fisico-quimicas de 2,2’4-triidroxibenzofenona: férmula
empirica: Ci3H1004; massa molar: 230.21 u.m.a.; log P: 3.46; grupos doadores
(NH + OH): 3; grupos aceptores (N + O): 4.

3.1.2 Antimicrobiano convencional (método checkerboard)

Foram utilizados o0s seguintes antimicrobianos para o método
checkerboard apo6s a realizagédo da MIC: bacitracina (Inlab), lincomicina (Genfar),

amoxicilina (MK), eritromicina (MKk).

3.2 Isolados bacterianos

3.2.1 Origem e acondicionamento

Foram selecionados géneros e espécies bacterianos envolvidos nas
principais doencas que afetam a avicultura e saude publica. No total, foram
usadas 13 isolados bacterianos: trés Gram-positivos; Clostridium perfringens
ATCC 12924, Staphylococcus aureus ATCC 27659 e S. aureus isolada de
campo; 10 Gram-negativos (seis ATCC e quatro isolados de campo): Escherichia
coli ATCC 25922, Pasteurella multocida subsp. multocida ATCC 6530,

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076, Salmonella
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enterica subsp. enterica serovar Gallinarum ATCC 9184, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Pullorum ATCC 9120, Salmonella enterica subsp.

enterica serovar Typhimurium ATCC 13311 (Anexo ).

Foram preparadas aliquotas de cada cepa, mantidas em freezer a -80°C
(cultura estoque), em solucéo de glicerol autoclavado a 20 %. Os isolados da
American type culture collection (ATCC) foram fornecidos pela Fundacédo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro - RJ — Brasil e as bactérias isoladas de campo
foram obtidas das bacteriotecas da Universidade Federal de Minas Gerais e do
laboratorio de diagndstico de doencas das aves Mercolab Cascavel — PR—Brasil.

Todas as bactérias de campo foram isoladas de aves comercias.

3.2.2 Preparo do inoculo bacteriano para teste de microdiluicdo

Inicialmente, 50 pL de cada isolado do estoque foi ativado em 3 mL de
Trytic Soy Broth (TSB) (Himedia), mantido em estufa a 37°C por 24 horas, para
obter a multiplicacdo bacteriana. Apds, cada isolado foi estriado em placas
contendo Trytic Soy Broth (TSA) (Himedia) e mantido por 24 horas na estufa a
37°C. Trés colonias foram resuspensas em 3mL de caldo TSB e as suas
concentracbes foram ajustadas para um padrdao de 0.5 McFarland, a
equivaléncia aproximada de 1-2 x 108 UFC/mL, apds contagem realizado
previamente. As amostras foram, em seguida, diluidas 1:10.000 em caldo TSB
para obter 1x10* UFC/mL.

3.3 Atividade antimicrobiana

3.3.1 Determinagéo concentracao inibitéria minima (MIC) e concentragéo
bactericida minima (MBC)

O método de microdiluicgdo em caldo foi feito para a determinacdo dos
valores da MIC seguindo o Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI,
(2012) com algumas modificagBes. Para isso, a benzofenona foi diluida em 5%
de Dimetilsulfoxido, DMSO (Merck) adicionando PBS, nas diluicbes de 250, 125,
62,50, 31,25, 15,62 e 7,81ug/mL. Em seguida, cada diluicéo foi levada aos pocos
da placa de microtitulacdo (Sarstedt 42192), adicionando 100 pl do inoculo de
cada bactéria (1x10* UFC/ml). Para o controle positivo, foram utilizadas

suspensdes bacterianas em meio TSB, e para o controle negativo foi meio TSB.
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A Incubacao foi feita a 37°C durante 24h. Em seguida, foi feita a leitura no
espectrofotometro (Thermo scientific, Multiskan FC) com comprimento de onda
de 450nm. A porcentagem de sobrevivéncia bacteriana foi calculada como =
[(média da densidade Optica da amostra — controle negativo) / (média da

densidade optica do controle (sem tratamento)- controle negativo)] x 100.

Apo6s a leitura no espectrofotbmetro, foram identificados os pocos das
diluicbes onde ndo houve multiplicacdo bacteriana visivel, selecionando 10 pL
para serem estriados em placas de &agar TSA, durante 24h a 37°C.
Posteriormente, foi feita a contagem de colonias para determinar a concentracao
bactericida minima a qual foi definida com base na menor diluicdo que néo houve

multiplicagao bacteriana.

Todos os ensaios de MIC e MBC foram realizados em trés experimentos

independentes, com trés repeticdes por experimento.

3.4 Avaliacao da citotoxicidade
3.4.1 Animais

Foi obtido 3 mL de sangue por animal, no total de 3 trés animais da
espécie Gallus gallus domesticus, clinicamente sadios, com 40 semanas de
idade e peso aproximado de 2.5 kg. A coleta das amostras de sangue foi por

meio da puncédo da veia ulnar empregando tubos com heparina.
3.4.2 Declaracao de ética

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/UFV com o protocolo n°:47/2015 (Anexo II).

3.4.3 Teste de hemdlise

A atividade hemolitica da benzofenona foi realizada empregando os
eritrocitos coletados seguindo a técnica descrita previamente por YACOUB et
al., (2015). Brevemente, o sangue total foi centrifugado a 1500 x g, 10 min, 20°C,
descartando o plasma sanguineo para a obtencdo dos eritrécitos. Apos trés
lavagens com PBS, essa papa de eritrocitos foi usado no teste. Foram
adicionados 100uL a cada poco da placa de microtitulacdo (Sarstedt 42192),
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juntamente com 100uL das mesmas concentracdes de benzofenona usadas
para a MIC. Em seguida a placa foi incubada a 37°C durante 2h. Depois, a placa
foi centrifugada a 800xg durante 10 min, transferindo os sobrenadantes para uma
nova placa de microtitulacdo, para analisar a liberacdo de hemoglobina no
espectrofotometro (Thermo scientific, Multiskan FC) com um cumprimento de
onda de 405mm. Os controles para 0 e 100% de hemdlise consistiram em
eritrocitos suspensos em PBS e em 1% de Triton X-100, respectivamente. Todos
os ensaios de hemdlise foram realizados em trés experimentos independentes,
com trés repeticbes por experimento. A porcentagem de hemolise foi calculada

como:

[(Az05nm,benzofenonas-A405nm, PBS)/ (A205nm,19%Tritonx-100-A405nm,PBs ) |X100%

3.5 Método checkerboard

Na procura de antimicrobianos convencionais com baixa sensibilidade,
usados no tratamento de bacterioses avicolas, para serem usados no método
checkerboard com a benzofenona em estudo, foi realizado previamente o teste
da MIC seguindo o Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI, (2012) com
algumas modificac6es. Foram usadas as bactérias C. perfringens ATCC 12924,
S. aureus ATCC 27659, S. Typhimurium ATCC 13311.

O teste foi realizado seguindo a técnica descrita por AIT SIDI BRAHIM et
al., (2015) com algumas modificacbes. Para isso, uma combinacdo da
benzofenona e o antimicrobiano convencional, foram utilizadas em diluicdes
seriadas usando 2MIC de cada uma. Foram colocados 50 pL de bacitracina ao
longo de cada poco das ordenadas da placa de microtitulacéo e as diluicbes da
benzofenona foi disposta ao longo das abscissas (50 pL). Em seguida, foi
adicionado (100 pL) a cada pogo da suspensdo da bactéria a avaliar (1x10*
UFC/ml), e incubou as placas a 37°C. 24 h (Figura 2). Todos os ensaios foram

realizados em triplicata e repetidos trés vezes.
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' >
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bacitracina

In6eulo bacteriano 1x104* UFC/m

Figura 2 Esquema do método checkerboard para avaliacdo do efeito sinérgico da benzofenona

com bacitracina frente ao inoculo bacteriano.

O resultado, foi avaliado algebricamente pelo indice de fracdo de

concentracgéo inibitéria (FICi) de acordo com a seguinte equacao:

. MICab MICab
FICi: +
MICa MICDb

MICa= MIC da benzofenona sozinha e MICa» € a MIC do composto a em

combinagdo com o composto b.

Sinergismo total (FICI<0.5), sinergismo parcial (0.5 <FICi<0.75), nenhum
efeito (0.75 <FICi<2) ou antagonismo (FICi> 2).
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3.6 Acao da benzofenona na parede bacteriana

Para verificar a acdo da benzofenona na parede bacteriana foram usadas as
seguintes metodologias: liberacdo de proteina-Bradford, citrometria de fluxo e
microscopia eletrbnica de transmissao. E como modelo bacteriano foram usadas
a bactéria de campo Gram-negativa S. Typhimurium, usando 2 mg/mL da
benzofenona e a bactéria de campo Gram-positiva S. aureus empregando 1

mg/mL. Concentracéo de trabalho do inoculo bacteriano foi 1x108 UFC/mL.
3.6.1 Liberacéo de proteina-Bradford

Cada suspenséao bacteriana foi tratada com a benzofenona durante 1 h, 2h e
3h. Depois centrifugada a 4 °C durante 30 min a 300 x g obtendo o sobrenadante
onde foi avaliado a liberacdo de proteina utilizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976) a uma D.O. de 595 nm. A determinagao da concentragéo de
proteina foi calculada com base na curva padréo realizada com albumina de soro
bovina (BSA). Todos os ensaios foram realizados em trés experimentos

independentes, com trés repeticdes por experimento.

3.6.2 Citometria de fluxo

Para verificar se a benzofenona atua na permeabilidade da parede celular
bacteriana, foi utilizada a citrometria de fluxo para avaliar a curva de morte
bacteriana. O protocolo foi realizada segundo CORONEL-LEON et al., (2016)
com algumas modificagdes. O procedimento foi realizado adicionando 100 pL da
solucédo da benzofenona e acrescido de 100 pL do inoculo da bactéria, e em
seguida foram incubadas a 37°C durante 1 e 2 horas. Controle negativo foi 0
in6culo bacteriano sem adicdo da benzofenona. Posteriormente as amostras
foram coradas com lodeto de Propidio (IP) no escuro, e as leituras foram
realizadas usando o citdmetro de fluxo (BD FACS Verse), em um comprimento

de onda de excitacdo de 488nm.

3.6.3 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Para verificar as possiveis alteracdes na morfologia da parede bacteriana,
apos contato com a benzofenona foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica

de transmissao, seguindo o protocolo realizado por NACIF-MARCAL et al.,
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(2015). Para isso, foi adicionado em um microtubo 50 pL da solucdo da
benzofenona e 50 pL do inoculo bacteriano e depois incubado a 37°C durante
60, 120 e 180 min. O controle negativo foi o inoculo bacteriano sem adi¢ao da
benzofenona. Apds a incubacao, as culturas foram centrifugadas durante 10 min
a 1400 x g, o pellet foi resuspendido com 50 pL de PBS. Sobre um gride foi
colocado 7 pL da solucdo bacteriana adicionando uracila 2% por 15 seg,
deixando secar por 24 horas. Posteriormente o resultado foi observado no
microscoépio eletrbnico de transmissao (Zeiss EM 109).

3.7 Andlise estatistico.

Os resultados foram tabulados e analisados com o software estatistico SAS
versao 9.3 (Stadistical Analysis System 9.3, 2012, SAS Institute Inc.), licenciado
pela Universidade Federal de Vicosa. Os dados foram analisados

estatisticamente obtendo o valor médio e o desvio padrdo da média.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade antimicrobiana MIC e MBC

Os valores da MIC da benzofenona para as bactérias testadas variaram de

62.5 pg/mL até 250 ug/mL (Tabela 1). A analise estatistica mostrou que nao ha

diferenga significativa ao usar a benzofenona contra as bactérias ATCC e

bactérias isoladas de campo, considerando um valor de p>0,05 (Figura 3).

Quando verificados os valores MBC, estes se encontraram aumentados duas

vezes em relacdo aos valores correspondentes das MICs, variando de 125 até

500 pg/ mL (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (MIC) do composto 2,2’.4-triidroxibenzofenona e

bactérias ATCC e isolados de campo que afetam a avicultura e satde publica.

Resultado? (ug/mL)

. Benzofenona Benzofenona
Bactérias MIC MBC
Escherichia coli ATCC 25922. 125 250
Escherichia coli* 125 250
Pasteurella multocida subsp. Multocida ATCC 6530. 62.5 125
Pasteurella multocida subsp. Multocida* 62.5 125
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 250 500
ATCC 13076.
Gram- Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis* 250 500
negativa salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum 125 250
ATCC 9184.
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Pullorum ATCC 250 500
9120.
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 62.5 125
ATCC 13311.
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium* 125 250
Gram- Staphylococcus aureus ATCC 27659. 62.5 125
positiva Staphylococcus aureus* 62.5 125
Clostridium perfringens, ATCC 12924, 125 250

a Determinacao da concentracdo inibitéria minima (MIC) e concentracdo bactericida minima
(MBC). Concentragdes diferentes da benzofenona foram incubadas com 1x10*UFC / mL de cada
estirpe bacteriana. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes

ATCC: American type culture collection, fonte Fiocruz.
*. Bacterias isoladas de campo, fonte UFMG e Mercolab.
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Figura 3 Atividade antimicrobiana do composto 2,2’,4-triidroxibenzofenona em bactérias ATCC e
isolados de campo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes. Cada
ponto representa o valor da média e o desvio padrdo da média (P >0.05) indicando que ndo houve
diferenca significativa.
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4.2 Teste de hemodlise

A Figura 4 apresenta a porcentagem de hemolise ocorrida quando na
presenca de diferentes concentra¢des da benzofenona, observando o tempo de
incubacdo de duas horas da benzofenona e mesmo usando a maior
concentracdo obtida na MIC (250 pug/mL), houve apenas 2.56% de hemolise em
comparacao ao controle positivo (Figura 4). O DMSO (concentracao 5%) usado

na diluicdo da benzofenona também foi avaliado ndo tendo atividade hemolitica.

100 -
90 A
80 -
70 A
60 -
50 A
40
30 -
20 A
10 A

Hemolise %

DMSO 0 7,81 1562 31,25 62,5 125 250 C+

Benzofenona pg/mL

Figura 4 Atividade hemolitica de 2,2’ ,4-triidroxibenzofenona em concentracdes diferentes
sobem os eritrocitos de galinha. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e trés
repeticbes, cada ponto representa o valor da média e o desvio padrdo da média.

C+: 1% de Triton X-100. DMSO: Dimetilsulféxido concentracdo 5%.

4.3Método checkerboard

De acordo com os resultados das MICs apresentados na Tabela 2, verificou-
se, que apenas a bacitracina apresentou a caracteristica de baixa sensibilidade

para a realizacdo do método de checkerboard.
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Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (MIC) de antimicrobianos usados no

tratamento sob bactérias patogénicas de aves.

Bactéria Agente MIC (ug/mL)
Bacitracina 125

Clostridium perfringens . o

ATCC 12924 Lincomicina 0.98
Amoxicilina 15.62
Eritromicina 3.95
Bacitracina 62.5

Staphylococcus aureus ATCC - -

27659 Lincomicina 1.97
Amoxicilina 0.98
Eritromicina 0.49

Salmonella enterica subsp. _ o

enterica serovar Typhimurium  Lincomicina 1.97

ATCC 13311 o
Amoxicilina 3.95
Eritromicina 0.49

MIC: Determinagéo da concentrag¢&o inibitéria minima
ATCC: American type culture collection, fonte Fiocruz.

O FICi mostrou que a benzofenona estudada apresentou um efeito sinérgico

com a bacitracina de zinco contra a bactéria C. perfringens, ATCC 12924, mas

em S. aureus ATCC 27659 nédo apresentou nenhum efeito (Tabela 3).

Tabela 3. Intera¢des da benzofenona com a bacitracina em bactérias ATCC.

. MICa - .
Bactérias Agente : — FICiP Efeito
Sozinho Associacao

Clostridium
Benzofenona : )

perfringens, o 125/125 7.8/31.25 0.31 Sinergismo
Bacitracina

ATCC 12924

Staphylococcus
Benzofenona

aureus ATCC o 62.5/62.5 7.8/62.5 1.12 Nenhum
Bacitracina

27659

ATCC: American type culture collection.

MIC: concentracao inibitéria minima

aMIC benzofenona e Bacitracina pg/mL.

bIndice fracional de concentragéo inibitéria (FICi).
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4.4Acao da benzofenona na parede bacteriana

4.4.1 Liberacdo de proteina

O extravasamento de proteinas a partir das bactérias tratadas com a
benzofenona foi significativamente maior do que o grupo controle (p<0.05). Foi
verificada liberacdo de proteinas tanto em bactérias Gram-positivas quanto

Gram-negativas (Figura 5).

B Controle

>

B Controle

@®

80 - OS. Typhimurium campo

OS. aureus campo

70 -
60 -
50 -
40 ~
30 ~
20 ~
10 A

70 4
60 -
50 4
40 ~
30 ~

Liberacao de proteina pg/mL

Liberacao de proteina pg/mL

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 5 Efeito da 2,2’,4-triidroxibenzofenona no extravasamento de proteinas de isolados
bacterianos. Cada ponto representa o valor da média e o desvio padrdo da média. A:

benzofenona 2 mg/mL, B: benzofenona 1 mg/mL.

4.4.2 Citometria de fluxo

Foram observadas duas subpopulacdes de células bacterianas: uma sub-
populacdo de células intactas e uma subpopulagéo, coradas com IP, indicando
permeabilidade das células levando a morte destas.

A evolucdo da morte das bactérias € aumentada com o tempo de contato da
benzofenona com as bactérias de campo atingindo um 45.1 % ap0s 2 horas para

S. Typhimurium (Figura 6) e 18.8% ap0ds 2 horas para S. aureus (Figura 7).
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Figura 6 Subpopulacdes da bactéria de campo S. Typhimurium apds o contato com a 2,2’,4-

triildroxibenzofenona (2 mg/mL) avaliadas no citrometro de fluxo. (A) sem benzofenona, (B)
e (C) 1 hora, 2 horas ap6s o tratamento. IP:iodeto de propidio
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Figura 7 Subpopulacdes da bactéria de campo S. aureus apds o contato com a 2,2’,4-
triildroxibenzofenona (1 mg/mL) avaliadas no citrometro de fluxo. (A) sem benzofenona, (B)
e (C) 1 hora, 2 horas ap6s o tratamento. IP:iodeto de propidio

4.4.3 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET)

Quando foram expostas as bactérias a benzofenona durante 1 h, as
alteracdes morfolégicas foram evidentes, com pequenas rugas e a superficie
exterior grossa e irregular (Figuras 8B e 9B). Quando o tempo de tratamento foi
prolongado para 2h e 3 h, a morfologia da parede bacteriana foi severamente
alterada, mostrando que o material citoplasmatico foi extravasado para o meio

extracelular (Figuras 8C, 8D, 9C e 9D). As figuras 8A e 9A mostram o controle.
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Figura 8 Resultado da presenca da adicao da 2,2’,4-triidroxibenzofenona (2 mg/mL) em

cultura S. Typhimurium isolado de campo utilizando microscopia electrénica de transmissao.
(A) sem benzofenona, (B), (C) e (D) 1 hora, 2 horas e 3 horas ap6s o tratamento

respectivamente. Escala de barra é de 1 um.
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1 pum © 1 um

Figura 9 Resultado da presenca da adicao da 2,2’,4-triidroxibenzofenona (1 mg/mL) em

cultura S. aureus isolado de campo utilizando microscopia electrénica de transmisséo. (A)
sem benzofenona, (B), (C) e (D) 1 hora, 2 horas e 3 horas apds o tratamento
respectivamente. Escala de barra é de 1 um.

30



5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados da MIC e MBC, pode-se verificar que o
composto 2,2’,4-triidroxibenzofenona possui atividade antimicrobiana contra as
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas. Este
antimicrobiano demostrou similar efeito tanto em bactérias ATCC como em
bactérias que foram isoladas de campo a partir de amostras aviarias. Com
respeito aos isolados de campo, as pressOes seletivas resultantes da
administracéo inadequada de moléculas antimicrobianas vém resultando em
bactérias resistentes como: E. coli, Salmonella, P. multocida, C. perfringens, e
S. aureus (OSMAN; ELHARIRI, 2013, VOSSENKUHL et al., 2014, KHAN et al.,
2015, TU et al., 2015, WU et al., 2015, BOULIANNE et al., 2016, CUI et al., 2016,
FURIAN et al., 2016, HASSAN et al., 2016, , VICTOR et al., 2016), o que outorga
um lugar de destague a benzofenona estudada, posicionando-a como um
candidato promissor para os esquemas de intervencdo sanitaria nas aves

afetadas pelas cepas de bactérias testadas.

Quando analisada a citotoxicidade, foi identificada uma baixa atividade
hemolitica, sugerindo a auséncia de toxicidade para células animais, o que
confere confiabilidade a benzofenona para ser testada em campo. MA et al.,
(2013) e YACOUB et al., (2016) também utilizaram hemacias de galinha para
avaliar a citotoxicidade de peptideos antimicrobianos. A interacdo homeostatica
da benzofenona avaliada com as células animais também sugere a possibilidade
de desenhar mecanismos de disponibilidade farmacéutica para animais de
producao tanto pela agua de bebida assim como no alimento balanceado, como
ja foi utilizado segundo DORIGUETTO et al., (2007) avaliando este derivado da
benzofenona como anti-inflamatério pela via oral em camundongos. As
propriedades farmacocinéticas da 2,2’4-triidroxibenzofenona relativas a
absorcao e permeabilidade estimadas a partir da aplicacédo da regra de Lipinski
(LIPINSKI et al.,, 2001), sugerem que a referida benzofenona apresenta
caracteristicas fisico-quimicas apropriadas a uma boa biodisponibilidade por via
oral, mostrando ser um bom candidato a farmaco e garantindo a sua
administracdo pela via oral. Essa via é a mais utilizada pois permite o
oferecimento da droga a um grande nimero de aves ao mesmo tempo , além do
baixo custo (LANDONI; ALBARELLOS, 2015).
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Existem derivados naturais da benzofenona com atividade antimicrobiana,
mas nao existe certeza com respeito ao mecanismo de acdo (NALDONI et al.,
2009, DE CASTRO ISHIDA et al., 2011,SAKUNPAK et al., 2012). No entanto, a
pesquisa conduzida por (VOOTURI et al.,, 2009) quando empregaram a
benzofenona contendo agentes ligantes de DNA, esta exibiu atividade
antibacteriana para bactérias Gram-positivas e Gram negativas, sendo o local de

acado a parede bacteriana, resultando em despolarizacao.

Neste estudo, o efeito da benzofenona na parede bacteriana foi verificado por
trés metodologias nas bactérias S. Typhimurium e S. aureus. Na citometria de
fluxo, foi avaliada a permeabilidade da parede bacteriana, observando um efeito
de tempo dependente ao entrar em contato a bactéria Gram-negativa com a
benzofenona, sugerindo que a composicao fina de peptidoglicanos na parede da
bactéria Gram-negativa, tenha influenciado uma acdo mais rapida em
comparacdo com a composicdo espessa de peptidoglicanos da parede da
bactéria Gram-positiva (YOUNT; YEAMAN, 2013). Pelo método BRADFORD,
(1976) foi identificado que tanto S. Typhimurium quanto S.aureus ao entrar em
contato com a benzofenona, ocorria extravazamento dos componentes
intracelulares. Sugerindo possuir similares mecanismos de transporte
transmembrana resultando na formacdo de poros na parede bacteriana, que
aumentariam a permeabilidade incrementando a pressao hipotonica no interior
das bactérias (BORIS et al. 2008), o que secundariamente induziria alteracdes
no citoesqueleto das bactérias, outorgando uma aparéncia pleomorfica e
comprometendo finalmente a integridade confirmada pela microscopia eletrénica
de transmisséo (Fig 8B e Fig 9B) (SHIH; ROTHFIELD, 2006). As figuras 8C, 8D,
9C e 9D observadas no microscopio eletrbnico de transmisséo, confirmam o
resultado de extravasamento de proteinas no teste de Bradford e permeabilidade

das bactérias na citometria de fluxo.

Segundo SAKAGAMI et al., (2013), as xantonas, um derivado natural da
benzofenona em combinacdo com grupos hidroxila, evidenciaram atividade
antibacteriana elevada, cujo efeito pode se relacionar com a benzofenona em

este estudo devido a presenca de trés grupos hidroxilo. Igualmente 2,2’,4-
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trildroxibenzofenona, € uma molécula moderadamente lipofilica que ao conter
véarios grupos -OH tornando-se mais hidrofilica. O que pode se relacionar com
as porcdes hidrofilicas dos peptideos antimicrobianos resultando na formacao
de poros (BAHAR; REN, 2013).

Mesmo que neste estudo foram empregadas as bactérias S. Typhimurium e
S.aureus como modelo para verificar a acdo da benzofenona na parede
bacteriana pelas técnicas de Bradford, citometria de fluxo, e microscopia
eletrbnica de transmisséo, esses microrganismos foram escolhidos com base no
enorme impacto sobre a saiude humana e animal, assim como pelas perdas
econdmicas induzidas por ambos agentes (PETON; LE LOIR, 2014) (AILES et
al., 2013). S. Typhimurium foi o agente etiol6gico mais isolado em casos de
salmonelose humana na Europa (EFSA/ECDC, 2013), sendo que as aves foram
consideradas como um importante reservatorio (MUGHINI-GRAS et al., 2014),
(LOFSTROM et al.,, 2015). S. Typhimurium foi associado com muiltiplos surtos
de origem alimentar na Australia, que epidemiologicamente estiveram ligados ao
consumo de ovos (MCWHORTER et al., 2015), (MUSTO et al., 2016) ou frango
(FEARNLEY et al., 2011). S. aureus, foi um dos principais patégeno humano
isolado na infec¢cdo nosocomial e contagiosa (TONG et al., 2015). Sendo que S.
aureus também se posicionou como uma das principais entidades que causaram
doencas em animais, incluindo afec¢cdes no esqueleto das aves (MCNAMEE;
SMYTH, 2000). Em um estudo realizado por LOWDER et al., (2009), S. aureus
isolado de aves foi filogeneticamente idéntico ao agente isolado de humanos,
chamando a atencdo da transmissao desta bactéria dentre humanos e aves.
Além da resisténcia antimicrobiana citada por varios autores (NEMEGHAIRE et
al., 2013), (VOSSENKUHL et al., 2014), (KRAUSHAAR et al., 2016).

C. perfringens causa a enterite necrética que € uma doenca de importancia
crescente para a industria de aves, originando um custo total em surtos no
mundo em mais de US $ 6 bilhdes por ano (WADE; KEYBURN, 2015).
Bacitracina € um dos agentes antimicrobianos mais usados para controlar esta
doenca (BRENNAN et al.,, 2003) além de ser usado como melhorador de
desempenho (REIS et al., 2014), (BORTOLUZZI et al., 2015) . Em nosso estudo
a combinacdo da benzofenona com a bacitracina apresentou efeito sinérgico

reduzindo os valores da MIC 4 vezes (1/4 MIC), para C. perfringens ATCC
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12924. A bacitracina interfere com a desfosforilacdo do Css-pirofosfato de
isoprenilo , uma molécula que transporta os elementos estruturais dos
peptidoglicanos na parede celular bacteriana (STONE; STROMINGER, 1971),
sugere-se que a referida benzofenona atua em outro local da parede bacteriana

resultando na potencializacao do efeito antimicrobiano.

No Brasil, o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento é
permitido e feito dentro de normas estipuladas pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2004), no caso da bacitracina de zinco o nivel
maximo para ser utilizado em frangos de corte € 50 ppm o que indica-se que o
resultado de nossa pesquisa do sinergismo da benzofenona com a bacitracina
diminui o limite maximo sugerido pelo MAPA o que pode-se indicar que além de
ser um candidato para o tratamento de enterite necrética em aves, também pode
ser usado como promotor de crescimento. Assim, poderia ser uma alternativa
para diminuir a dose da bacitracina, diminuindo os efeitos secundérios e o
aparecimento de resisténcia, como foi relatado pelos autores SILVA et al.,
(2009), CHARLEBOIS et al., (2012), HAN et al., (2015), alem de evitar o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana cruzada em humanos, como relatada
em varios paises da Europa levando a proibicdo no uso dos promotores de
crescimento (CASEWELL et al., 2003) (ALLOUI et al., 2013).

No presente trabalho, a atividade sinérgica da benzofenona com a bacitracina
foi relatada pela primeira vez.

O composto sintético 2,2’,4-triildroxibenzofenona, possui vérias aplicacdes
biol6gicas, como anti-inflamatério e antioxidante (DORIGUETTO et al., 2007),
mas este é o primeiro relato contra bactérias que causam grandes prejuizos na
producdo avicola e saude publica . A benzofenona pode ser sintetizado em
grande escala, com uma 6tima relacdo custo-beneficio, o que pode favorecer
sua producdo e garantir seu efeito em comparagcdo a compostos naturais

antimicrobianos, tradicionalmente usados.
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6. CONCLUSOES

O composto 2,2’ 4-triidroxibenzofenona possui atividade antimicrobiana
contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas utilizados
neste estudo;

N&o induz efeitos toxico em células animais;

Conclui-se segundo a regra Lipinski que a referida benzofenona
apresenta caracteristicas fisico-quimicas apropriadas a uma boa
biodisponibilidade por via oral podendo resultar no desenvolvimento de
um medicamento;

O provavel sitio de agao da benzofenona € a parede celular bacteriana;

A benzofenona tem efeito sinérgico com bacitracina.
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8. ANEXOS

ANEXO |

Identificacdo e origem dos isolados bacterianos utilizados.

ORIGEM DOS ISOLADOS

BACTERIAS ATCC Isolado de Campo Isolado de campo
(Fundacéo Oswaldo (UFMG, Belo (Mercolab Cascavel —
Cruz, Rio de Horizonte - MG — PR—-Brasil.)
Janeiro - RJ — Brasil.)
Brasil.)

Clostridium perfringens ATCC 12924.

Escherichia coli ATCC 25922. X

Pasteurella multocida subsp. ATCC 6530. X

multocida

Salmonella enterica subsp. ATCC 13076. X

enterica serovar Enteritidis

Salmonella enterica subsp. ATCC 9184.

enterica serovar Gallinarum

Salmonella enterica subsp. ATCC 9120.

enterica serovar Pullorum

Salmonella enterica subsp. ATCC 13311. X

enterica serovar Typhimurium

Staphylococcus aureus ATCC 27659. X X

UFMG, Universidade Federal de Minas Gerais.
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ANEXO Il Protocolo n°:47/2015 aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais CEUA/UFV.

CERTIFICADO)

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUAUFY certifica que
o processe n” 472005, mtitulado " Avaliagdo do polencml antimicrobiano
das benrolenonss sintéticas na avicultura ™. coordenado pela professora
Maria A Scatamburle Moreira do Departamento de Veferinaria, esté de
acordo com a Legwslagio vigenie (Lei N° 11794, de 08 de ovtubro de
2008}, as Resolugies Normativas editadas pelo CONCEAMCTI a DBCA
(Doretriz Brasileira de Pritica para o Cuidado ¢ a Utilizagiio de Animais
para Fins Cilentificos e Diditicos) ¢ as Diretrizes da Priatica de Butangsis
preconizadas pelo CONCEAMOTIL ponanto sende aprovado por esta
Comissio em 06/10/2015, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UPV certify that the process
number 472005, named “Potential antimicrobial evaluation of symbetic
benwophenones in peultny™, is 0 agreement with the a acrual Brazilian
legaslation ( Ler W™ 10794, 2008). Normetive Resolutions edited by
COMCEAMCTI, the DBC A (Brazilian Practice Guideline for the Care and
Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching ) and the Guidelines of
Practice the Euthanasia recommended by CONCEAMUOTI therefore being
approved by the Committee on October (6, 2015 valid for 12 momhs.
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[“Prof. Atma Clementé Alves Zuanow
Presidente

Comissde de Ehea no Uso de Animais — CEUAUFY
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