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Introducéao

Um novo ensaio antibacteriano in vivo em placas de
96 pocos foi recentemente desenvolvido, usando o
nematodide Caenorhabditis elegans infectado com o
agente oportunista Enterococcus faecalis." Entre
outras vantagens, esse ensaio pode fornecer
informacdes sobre a farmacocinética, detectar
compostos inativos in vitro (ex: pré-farmacos) e
compostos que atuam em alvos importantes apenas
para a sobrevivéncia in vivo ou viruléncia, ou ainda
ativadores da imunidade inata. Em um screening de
1.136 extratos de produtos naturais do National
Cancer Institute (NCI), nove foram inicialmente
identificados como ativos, e trés foram confirmados
como ‘“hits” apds repeticdo dos ensaios. O
fracionamento do extrato N087659 (Polyalthia sp.,
Annonaceae) foi monitorado pelo ensaio usando o
modelo animal in vivo e também antibacteriano in
vitro. Foram isolados quatro diterpenos clerodanos,
sendo um inédito.

Resultados e Discussao

Os ensaios in vivo utilizaram o modelo animal C.
elegans infectado com duas diferentes linhagens E.
faecalis: i) MMH594 (virulenta), para avaliacdo da
acao antibacteriana, e ii) Dfsr (avirulenta), para
avaliacdo da toxicidade dos extratos.! Foram também
realizados ensaios in vitro contra E. faecalis MMH594
em placas de 96 pocos para determinacdo da
concentracao inibitéria minina (CIM).*

Tabela 1. Atividade antibacteriana
toxicidade dos extratos vegetais.

in vivo, in vitro e

Extrato Sobrevivéncia Sobrevivéncia CIM (cepa
do C. elegans do C. elegans MMH594)
(infectado com a | (infectado com pg/mL
cepa MMH594)* | a cepa Dfsr)**
N082031 60% 100% 15.6
N087659 50% 100% 62.5
N087613 50% 100% 62.5

* concentracao do extrato 62.5 ng/mL; ** 250 ng/mL. Controles
positivos: tetraciclina e ampicilina. Controle negativo: DMSO.
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A atividade antibacteriana in vivo é medida pela
sobrevivéncia do nematdide infectado com a cepa
virulenta, ap6s o tratamento com os extratos ou
substancias. Os trés extratos promoveram
recuperacdo do C. elegans igual ou superior a 50%,
indice considerado satisfatério quando comparado ao
controle negativo (DMSO), que leva a morte completa
do nematdide devido a infeccdo causada pela
linhagem virulenta de E. faecalis. Nenhum dos
extratos apresentou toxicidade, como mostrado pela
sobrevivéncia total do C. elegans infectado com a
linhagem avirulenta da bactéria. Adicionalmente,
todos o0s extratos apresentaram atividade in vitro
contra E. faecalis, conforme demonstrado pelos
valores de CIM. O fracionamento do extrato N0O87659
(Polyalthia sp.) levou ao isolamento de quatro
diterpenos clerodanos (1-4), sendo 4 inédito na
literatura. As estruturas foram determinadas através
dos dados de RMN 1D e 2D. As substéncias foram
avaliadas nos mesmos ensaios, sendo que 1e 2
apresentaram atividade in vitro contra E. faecalis. As
substéncias foram ativas in vitro e ndo apresentarem
toxicidade ao C. elggans, porém ndo promoveram a

3
> 250.0 ng/mL

CIM 15.6 my/mL 65.9 ng/mL

> 250.0 ng/mL

Figura 1. Diterpenos clerodanos isolados de Polyalthia
sp. e respectivos valores de CIM frente aE. faecalis.

Os valores de CIM sugerem que a insaturacdo entre
os carbonos 3 e 4 deve contribuir para a atividade
antibacteriana in vitro.

Conclusbes |
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O ensaio usando C. elegans infectado com bactérias
patogénicas constitui uma nova e eficiente estratégia
para a obtengdo de novos “hits” para o
desenvolvimento de antibacterianos, uma vez que
pode antecipar informacfes sobre a atividade e a
toxicidade in vivo das substéancias.
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