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RESUMO

O uso indiscriminado de antibidticos faz com que algumas cepas bacterianas
desenvolvam defesas contra agentes antibacterianos, com o consequente aparecimento
da resisténcia antimicrobiana. Bactérias como a Escherichia coli, que estao presentes na
flora microbiana dos individuos, tem demostrado um aumento significativo na
resisténcia a antibidticos, e junto deste aumento da resisténcia surge a busca por novos
farmacos para combater estes microrganismos resistentes. Os compostos organicos de
telurio tem demostrado em estudos apresentar capacidade antimicrobiana frente a cepas
de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Esta classe de compostos tem seus
efeitos relacionados principalmente a sua capacidade de oxidagdo de grupos tidis (SH).
Este trabalho teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana do composto
teluroacetileno 2-feniletinil-butiltelurio (PEBT), sobre cepas de E.coli, bem como
estudar se o mecanismo de acdo antimicrobiano esta relacionado ao seu efeito pro-
oxidante. Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana do composto PEBT foram
realizados os testes de: disco difusdo com o composto nas concentragoes de
1.28mg/disco, 0.128mg/disco, 0.0128mg/disco e 0.00128mg/disco; concentragdo
inibitéria minima (CIM) com o composto nas concentracdes de 3.84mg/ml; 1.92mg/ml;
0.96mg/ml; 0.48mg/ml; 0.24 mg/ml; 0.12 mg/ml; 0.06 mg/ml e 0.030mg/ml e curva de
sobrevivéncia, com as 3 concentragdes do composto 0.96 mg/ml; 1.92mg/ml e
3.84mg/ml(correspondentes ao 0,5CIM, CIM e 2CIM, respectivamente). Para avaliar se
o mecanismo de a¢ao do composto PEBT sobre a célula bacteriana, estava relacionado a
sua atividade pro-oxidante, foram dosados os niveis de espécies reativas (ER); atividade
das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e para avaliar
a oxidacdo de grupamentos tiois foi realizada a dosagem intracelular de niveis de tidis
nao proteicos (NPSH) nas culturas bacterianas em presenca ou auséncia do composto
nas concentragdes de 0.96 mg/ml; 1.92mg/ml e 3.84mg/ml. A fim de confirmar seu
efeito pro-oxidante, foram adicionados os antioxidantes glutationa (GSH) e acido
ascorbico (AA) ao meio de cultura. Como resultado, nosso estudo mostrou a capacidade
antimicrobiana do composto PEBT nas concentragdes 1.28mg/disco e 0.128mg/disco
através da formagdao de halos de inibi¢ao no teste de disco difusdo, sendo a menor
concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento bacteriano de 1.92mg/ml, e no
teste de curva de sobrevivéncia o composto foi capaz de causar a inviabilidade das

células bacterianas ap6s o tempo de 9 horas de exposicdo nas 3 diferentes concentracdes



testadas. Nossos resultados demostram que a presenga do composto nas 3 concentragdes
testadas levou ao aumento na producdo de ER nas células da E. coli, concomitante a
uma diminui¢do dos niveis de tiois intracelulares e reducdo na atividade das enzimas
antioxidante SOD a CAT. Associado a isso, quando foi acrescido ao meio os
antioxidantes GSH e AA, estes foram capazes de proteger a célula bacteriana do efeito
antimicrobiano, através do desaparecimento do halo de inibi¢do no teste de disco
difusdo. Contudo, nosso estudo sugere que o composto PEBT possui atividade
antimicrobiana frente a cepas de E.coli, tendo como mecanismo de a¢do a geragao de
ER, oxidacdo de grupos tidis e diminuicdo das defesas antioxidantes da célula

bacteriana.

Palavras chave: Telario. Estresse oxidativo. Defesas antioxidantes. Atividade

antimicrobiana



ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics causes some bacterial strains to develop defenses
against antibacterial agents, with the consequent appearance of antimicrobial resistance.
Bacteria such as Escherichia coli, which are present in the microbial flora of
individuals, have shown a significant increase in resistance to antibiotics, and along
with this increase of resistance comes the search for new drugs to combat these resistant
microorganisms. Organic tellurium compounds have shown antimicrobial ability against
strains of Gram-negative and Gram-positive bacteria. This class of compounds have
these effects related to the oxidation of thiols groups. In this way, the objective of this
work was to verify the antimicrobial activity of 2-phenylethynyl butyltelurium (PEBT)
in strains of E. coli, as well as, to study if the antimicrobial action is related to its pro-
oxidant effect. For the evaluation of the antimicrobial activity of the PEBT the
following tests were performed: Disc diffusion with PEBT at the concentrations of 1.28;
0.128; 0.0128 and 0.00128 mg/disc; minimum inhibitory concentration (MIC) with
PEBT at concentrations of 3.84; 1.92; 0.96; 0.48; 0.24; 0.12; 0.06 and 0.030 mg/ml; and
survival curve, with PEBT at concentrations of 0.96; 192 and 3.84 mg/ml
(corresponding to 0.5MIC, MIC and 2MIC, respectively). To evaluate if the
antimicrobial action is related to its pro-oxidant effect we carried out the levels of
extracellular reactive species (RS); activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) and levels of non-protein thiols (NPSH). In order
to confirm its pro-oxidant effect, the antioxidants glutathione (GSH) and ascorbic acid
(AA) were added to the culture medium. Our study has demonstrated that PEBT has
antimicrobial capability at concentrations of 1.28 and 0.128 mg/disc by formation of
inhibition halo in the diffusion disc test. Additionally, the lowest concentration of the
compound capable of inhibiting bacterial growth was 1.92 mg/ml, and in the survival
curve test the compound was able to cause bacterial cell infeasibility after the 9 hour
exposure time at the concentrations of 0.96; 1.92 and 3.84mg/ml. Our results in
biochemical analysis show that the presence of the PEBT at concentrations of 3.84; 1.92
and 0.96mg/ml is able to induce an increase in extracellular RS production in E. coli
cells, concomitant with a decrease in intracellular thiol levels and a reduction in the
activity of antioxidant enzymes SOD and CAT. Associated with these results, the
addiction of GSH and AA to the medium was able to protect the bacterial cell from the
antimicrobial effect of PEBT, by disappearance of the inhibition halo in the disc



diffusion test. Taken together, our results suggest that the PEBT presents antimicrobial
activity against strains of E. coli and its action is related to the generation of RS,

oxidation of thiol groups and decrease of the antioxidant defenses of the bacterial cell.

Keywors: Organotellurium. Species reactive oxygen (ROS). Antibacterial. Pro-oxidant
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APRESENTACAO

No item INTRODUGCAO esté descrita uma breve revisio de literatura sobre 0s
temas abordados nesta dissertaco seguida pelos itens REVISAO DE LITERATURA
e OBJETIVOS.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma
de artigo cientifico, os quais sdo apresentados no item MANUSCRITO CIENTIFICO.
As secOes: Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusédo e
Referéncias Bibliogréaficas, encontra-se no proprio artigo e representa a integra deste
estudo. O manuscrito estd estruturado de acordo com as normas da revista cientifica
“Microbiological Research” para a qual foi submetido.

Os itens CONCLUSOES E PERSPECTIVAS encontram-se no final desta
dissertacdo e apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo contido
neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que

aparecem nos itens introducdo e revisdo bibliografica.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana ¢ um grave problema de saide publica que afeta a
populagcdo mundial (PAUL et al., 2010). O uso abusivo e indiscriminado de farmacos
antimicrobianas ao longo dos anos ¢ o fator de maior impacto responsavel pelo
surgimento de mecanismos de resisténcia bacteriana (ANDREMONT et al., 2001). O
crescente numero de microrganismos resistentes a antibioticos leva a busca de novos
agentes antimicrobianos tanto de origem natural quanto de novas estruturas quimicas
sintetizadas que sdo capazes de impedir infecgdes causando o minimo de efeitos
colaterais ao individuo.

A Escherichia coli é um microrganismo pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, que tem comprovado papel como patégeno entérico e também
extra intestinal, sendo conhecido como um agente etioldgico de amplo espectro de
infecgdes invasivas no homem e nos animais, esta familia tem demostrado um aumento
na resisténcia a antibioticos principalmente a partir de isolados clinicos, a Escherichia
coli juntamente com a Klebsiella pneumoniae, estdo sendo relacionadas a 95% das
infec¢des em unidades de saide (CARDOSO, 2017; SILVA et al, 2011).

Farmacos com atividade antimicrobiana como as fluroquinolonas ¢ a
ciprofloxacina tem sua atividade antimicrobiana relacionada intimamente com a
producdo de espécies reativas (ALBESA et al., 2004). Espécies reativas de oxigénio
(ERO) ¢ um termo utilizado para um grupo de oxidantes, que sdo os radicais livres ou
espécies moleculares capazes de gerar radicais livres. A geracao intracelular de ERO
compreende principalmente radicais superoxido e oOxido nitrico (PRIYADARSINI,
KUNWAR, 2011).

A fim de reverter os danos causados pela formacdo de ERO, as células
desenvolveram um sistema de defesa antioxidante com base em enzimas de eliminagao,
tais como catalase, peroxidase de ascorbato e superdxido dismutase que reagem com
oxidantes prejudiciais e converte-os em produtos inofensivos (EZRATY et al., 2017,
ZHANG et al. 2012). Grande parte das bactérias, incluindo E. coli, como meio de
eliminacdo O, e H,0O, decorrentes de ERO, utilizam como forma de reparo
principalmente as agdo das enzimas superdxido dismutase (SOD) e -catalase
(McCORMICK, 1997).

Os compostos organicos de teltirio sdo substancias bem conhecidas desde 1840 e

ja sdo largamente utilizados na quimica organica, no entanto ha uma crescente descri¢ao
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das propriedades farmacolégicas desses compostos, como antioxidantes,
neuroprotetores, agentes anti-tumorais, inibidores enzimaticos e imunomoduladores
(NOGUEIRA et al., 2004; KLAMAN,1990).

A literatura ja vem demostrando a aplicagdo do telurio no tratamento de
infec¢des microbianas, mesmo antes da descoberta de antibidticos. Um exemplo disso ¢
o oxianion de telurio (TeO*3), que tem sido utilizado na microbiologia desde de 1930.
Estudos de Soni et.al. (2005) mostraram a atividade antibacteriana de uma série de
compostos organicos de telurio, e estes compostos foram eficazes contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Recentemente, o composto RF-07 foi capaz de destruir o
parasita Leishmania (Leishmania) chagasi in vitro € in vivo em concentracdes nao
toxicas, podendo ser uma alternativa para o tratamento da leishmaniose visceral
(PIMENTEL et al., 2012).

Em contraste, varios estudos tem demonstrado que os compostos organicos de
telurio, em doses maiores, sdo capazes de produzir toxicidade. A toxicidade dos
compostos organicos de telurio deve-se principalmente pela oxidag¢ao de grupos tiois de
moléculas biologicamente ativas, inativando enzimas ou diminuindo a concentracdo de
glutationa (BLAIS et al., 1972; BARBOSA et al., 1998; NOGUEIRA et al., 2003).
Autores relatam a inibicdo dos complexos I e II da cadeia respiratoria via oxidagdo de
grupos tidis (PUNTEL et al., 2012), podendo contribuir para os efeitos pro-oxidantes
destes compostos, e associam sua toxicidade ou pelo menos parte dela a geracdao de
espécies reativas de oxigénio (CALDERO’N et al., 2009).

Dentre os compostos organicos de telurio destaca-se o 2-feniletinil — butiltelurio
(PEBT), um composto teluroacetileno testado em trabalhos anteriores, que tem
demostrado baixa toxicidade em pequenas concentragdes e efeitos farmacoldgicos em
modelos animais de neurotoxidade e memoria (QUINES et al., 2015; SOUZA et al.,
2009; SOUZA et al., 2012; AVILA et al., 2006). Contudo, compostos organicos de
telario, incluindo o PEBT sdo conhecidos por seus efeitos toxicologicos dose
dependente, tendo sua toxicidade relacionada a sua capacidade de oxidar cataliticamente
os grupos sulfidrilo de vérias substancias, incluindo o tripeptideo glutationa, proteinas e
enzimas. No caso das enzimas, a oxida¢do de grupos tidis por este tipo de composto
pode inibir a atividade enzimatica, o que pode contribuir para a toxicidade celular
(QUINES et al.,2015; PUNTEL et al, 2013).

Conforme relatado acima a resisténcia bacteriana ¢ um grave problema de saude

publica, uma vez que as bactérias tendem a buscar novos mecanismos para perpetuarem,
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o uso indiscriminado de fAirmacos antimicrobianas faz com que as bactérias busquem
novas formas de se adaptar, com isso, faz-se necessario a busca de novos agentes que
possam apresentar atividade antimicrobiana.

Por isso neste trabalho far-se-a a investigacdo da atividade antimicrobiana do
composto de teluroacetileno 2-feniletinil-butiltelurio (PEBT), sobre cepas de E.coli bem
como verificar-se-a se 0 mecanismo de a¢do antimicrobiano esta relacionado ao seu

efeito pré-oxidante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Visao geral da célula bacteriana

As bactérias sao organismos unicelulares primitivos, pertencentes ao reino
Monera, ¢ por terem seu material genético nao envolto por uma membrana nuclear as
células bacterianas sdo chamadas de células procariontes (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012). E apesar de serem considerados organismos simples, as bactérias sdo seres
metabolicamente complexos e diversificados, o que as tornam adaptaveis aos mais
diversos ambientes (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2012).

As células bacterianas estdo entre os menores organismos, a maioria mede de 0,2
a2,0 um de diametro e de 2 a 8 pm de comprimento. Em geral as bactérias apresentam-
se em trés formas basicas: cocos (esféricos ou ovoides), bacilos (em forma de bastdo) e
espirilos (em forma de saca-rolha ou curvados), e ainda podem apresentar forma de
estrelas ou quadradas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Estes microrganismos
podem formar pares, cadeias de grupos ou outros agrupamentos, estas formacdes sdo
geralmente caracteristicas de um género particular ou uma espécie de bactéria
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MADIGAN; MARTINO; CLARK, 2010).

Estruturalmente as bactérias sdo constituidas de uma parede celular que ¢
praticamente formada por um complexo de carboidratos e proteinas (peptideogilcano),
de uma membrana celular que geralmente envolve a parede celular, e do citoplasma
com ribossomos, regido nuclear e em alguns casos vesiculas, e ainda podem apresentar
apéndices de movimento (flagelos e pili) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012;
MADIGAN; MARTINO; CLARK, 2010; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2012). As
bactérias se reproduzem geralmente por divisdo, ou seja, uma célula da origem a outras
duas células, este processo ¢ conhecido por divisdo bindria, esse evento ocorre apods a
replicacdo do DNA, da formacao da membrana celular e da parede que separa as células
formadas (MADIGAN; MARTINO; CLARK, 2010).

Como forma de nutri¢do as bactérias utilizam-se de substratos organicos do meio
onde se encontram, algumas ainda sdo capazes de produzirem seus proprios nutrientes
através do processo de fotossintese e também podem obté-los a partir de compostos
inorganicos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A alta relacdao superficie/volume das
bactérias lhes confere a capacidade de estar intimamente exposta aos nutrientes do
meio, uma vez que todas suas estruturas internas estdo proximas a superficie facilitando

a absor¢ao dos mesmos (BLACK, 2002).
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Uma forma classica de identificagdo e catalogagdao das bactérias ¢ o teste de
coloracdo de Gram, que as classifica de acordo com a coloragdo de sua parede celular,
sendo divididas em gram-positivas que apresentam varias camadas peptidioglicanas na
parede celular, formando uma estrutura espessa e rigida, além da presenga de acidos
teicoicos, € gram-negativas que na parede celular apresentam uma ou poucas camadas
de peptidioglicanas ¢ uma membrana externa composta de lipopolissacarideos,
lipoproteinas e fosfolipideos (GUEST, 2017; WANG, ZHAO,2009 ; JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2012).

Microrganismos como as bactérias sdao particularmente versateis na forma de
obter energia, as formas de captar energia e obter carbono, podem classifica-los como
autotroficos (fotoautotroficos e quimioautotréficos) que utilizam o didxido de carbono
para sintetizar moléculas organicas e heterotroficas que utilizam moléculas organicas
previamente produzidas obtidas de outros organismos (BLACK, 2002).

As bactérias assim como outros microrganismos estdo amplamente difundidas
em todo o globo, e apenas uma minoria destes organismos podem ser patogénicos,
contudo esta minoria ¢ capaz de causar grandes danos aos individuos, seja pela
contaminagdo de fontes de alimentos, 4gua e habitats quando pela geracdo de moléstias.
Bactérias patogénicas frequentemente possuem estruturas especiais ou caracteristicas
fisiologicas que aumentam suas chances de infectar um hospedeiro com sucesso. A
viruléncia de cada microrganismo esta intimamente ligada as suas caracteristicas, e a

sua capacidade de proliferacao nas células do hospedeiro (BLACK, 2002).

2.2 Bactérias entéricas

As bactérias entéricas sdo um grupo de bacilos aerdbios facultativos, Gram-
negativos, ndo esporulantes, que sdo imdveis ou moveis por flagelagio peritriquia. Esta
classe de bactérias ¢ comumente oxidase negativa, com exigéncias nutricionais
relativamente simples e fermentam agucares, dando origem uma gama de produtos
finais.

Dentro do grupo de bactérias entéricas pode-se encontrar uma grande variedade
de patéogenos humanos, animais e vegetais, como também microrganismo de
importancia para a industria. A Escherichia coli, estd dentro deste grupo, e €
considerada um exemplo classico desta classe. Por serem em grande parte patdgenos, as

bactérias entéricas sdo de grande importancia medica, tendo diversos estudos com
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isolados deste grupo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MADIGAN; MARTINO;
CLARK, 2010).

2.2.1 Escherichia coli

Este agente foi descrito primeiramente por Theodor Von em 1885, sendo
denominado primeiramente Bacterim coli commune, e somente em 1958 recebeu a atual
nomenclatura. A E.coli pertencente a familia Enterobacteriaceae e ao género Escherichia
que compreende as espécies Escherichia coli, Escherichia blattae, Escherichia
fergusonii, Escherichia hermanii, Escherichia vulneris. A Escherichia coli faz parte da
microbiota entérica de mamiferos e aves, que se caracteriza por ser um bastonete curto,
gram-negativo, ndo esporulado, medindo entre 1,1 a 1,5 um de espessura por 2 a 6um
de comprimento, movel se tiver a presenca de flagelos a temperatura ideal de
crescimento deste microrganismo é de +/- 37° (OLOKETUY], et al., 2017).

Esta espécie de bactéria apresenta metabolismo anaerébio facultativo, isto
significa que ela é capaz de produzir energia na presenca ou auséncia de oxigénio, ou
seja, na auséncia de oxigénio o ATP é obtido por processo de fermentacao e na presenca
0 ATP ¢é obtido a partir da reacdo do oxigénio (O;) com a glicose. Durante a respiracdo
aerodbica na E.coli, uma importante fonte de O, e H,O; é a "autoxidagdo", que resulta na
eliminacdo acidental de um elétron por O, tipicamente de flavinas reduzidas no
citoplasma ou de cofactores de flavina reduzidos na cadeia respiratéria ligada a
membrana (CHOIA, YANGA, WEISSHAAR, 2014).

E. coli faz parte do grupo de coliformes fecais (coliformes a 45 °C) sendo
considerada o mais especifico indicador de contaminacdo fecal e eventual presenca de
bactérias patogénicas. De acordo com Silva et,al,(2011) a E. coli tem comprovado papel
como patdgeno entérico e também extraintestinal, sendo o agente etiologico de amplo

espectro de infecg¢Bes invasivas no homem e nos animais.

2.3 Resisténcia bacteriana

Desde a descoberta e posterior utilizacdo clinica de antibioticos, a resisténcia a
estes agentes foi observada, com um impacto negativo proporcional ao tratamento de
doencas infecciosas (WRIGHT, 2005), em decorréncia deste fendmeno, a resisténcia
bacteriana tornou-se um sério problema de satde publica que afeta a populagdo mundial

(PAUL et al., 2010), e passou a ser considerado um dos fatores mais importantes no
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surgimento, selecdo e disseminacdo de patdgenos bacterianos resistentes a uma
grande variedade de antibidticos convencionais (CARDOSO, et al; 2017).

Os mecanismos de resisténcia aos antibioticos (Fig. 1) se desenvolvem como
uma natural consequéncia da habilidade de adaptacdo da populacdo bacteriana
(SANTOS, 2004). De acordo com Loureiro et al.,(2016), os quatro principais
mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibioticos sdo: a modificacdo ou destruicdo
enzimética do antibiotico; a prevencdo da acumulacao intracelular do antibiotico atraves
da reducdo da permeabilidade celular ao antibiotico ou da existéncia de bombas de
efluxo dos antibioticos das células bacterianas; as alteragdes nas moléculas alvo dos
antibioticos, e a producdo de moléculas alvo alternativas que ndo séo inibidas pelo
antibidtico, enquanto se continua a produzir as moléculas alvo originais, contornando
desse modo a inibi¢do induzida pelo antibiotico.

Figura 1 Mecanismos de resisténcia a antibioticos em uma célula bacteriana.
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Fonte: arquivo proprio (2017).

No entanto, mesmo considerando a importancia farmacologica e social de
ambos os grupos, as bactérias Gram-negativas de isolados clinicos demonstraram um
aumento impressionante da resisténcia aos antibidticos, principalmente os membros
de Enterobacteriaceae, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, que foram

relacionados a 95% das infec¢does em unidades de satide (CARDOSO et al., 2017).
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2.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ consequéncia de um desequilibrio na quantidade de
espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais sdo também comumente denominadas
radicais livres. Esse desequilibrio pode ser causado por diversos fatores relacionados
com o aumento da produ¢do de ERO e/ou a reducao da disponibilidade de antioxidantes
(BIRBEN et al.,2012). Quimicamente, os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions
que apresentam um elétron desemparelhado, reativo e instavel, o qual, para alcangar a

estabilidade, tende a se ligar a outro elétron (MARTINDALE , HOLBROOK, 2002).

2.4.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Espécies reativas de oxigénio (ERO) ¢ um termo empregado para um grupo de
oxidantes, que sao conhecidos como radicais livres ou espécies moleculares capazes de
produzir radicais livres, principalmente radicais superéxido e 6xido nitrico durante a
producdo intracelular de ERO (PRIYADARSINI, KUNWAR, 2011). Podem-se elencar
trés principais espécies reativas de oxigénio sdo elas: superoxido, peroxido hidrogénio,
e radical hidroxilo, que sdo gerados como subprodutos de respiracdo aerdbia normal
(WANG, ZHAO, 2009). As espécies reativas de oxigénio, além de fazer parte do
metabolismo aerébio normal, podem aumentar em concentragdo como resultado de uma
exposicdo a substancias toxicas (OLCHANHESKI, et al., 2014).

O aumento na taxa de produ¢do de perdxido de hidrogénio (H,0,), superdxido
(O2-) e hidroxilo (OH ¢) estd entre os agentes mais comuns que danificam estruturas
celulares, e s@o conhecidos por promover a mutagénese em e€xcesso, a0 mesmo tempo
em que atacam essencialmente todas as macromoléculas celulares, incluindo DNA,
RNA, proteinas e lipidios (MOORE, 2017).

As bactérias aerobias usam oxigénio molecular (O;) para a respiracdo ou
oxidacdo de nutrientes para obtencdo de energia, desta forma estes microrganismos
estdo em contato continuo com ERO ao longo de seu ciclo de vida, sendo a producéo de
ERO um produto do metabolismo aer6bio durante a irradiacdo ionizante (e nao
ionizante) que leva a producdo de uma série de espécies radicais e peroxidos atravées da
ionizacdo de H,O intracelular (CABISCOL et al., 2000).

Em microrganismos como as bactérias o aumento na produ¢do ERO durante o
estresse oxidativo leva a oxidacdo dos tiois, entre outros efeitos. Alguns desses tidis

fazem parte de proteinas celulares como o regulador transcricionais OxyR e SoxRS, que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olchanheski%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924203
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demonstram desempenhar um papel importantissimo no estresse oxidativo bacteriano e
no estresse gerado por metais toxicos também (CHASTEEN, et al., 2009).

Em E. coli ambos os fatores de transcricionais SOXRS e OxyR, atuam de formas
distintas. Enquanto o SoxRS ativa a resposta a producdo de superoxido e seus radicais,
detoxificando por acdo da superdxido dismutase (SOD), o fator OxyRS regula a
expressao de varios genes induziveis de peroxido de hidrogénio que codificam enzimas
que participam da resposta bacteriana ao estresse oxidativo, podemos citar como
exemplo a hidroperoxidase I, alquil-hidroperoxido redutase, glutationa redutase,
glutaredoxina 1, tiorredoxina-2, entre outras (CHASTEEN et al., 2009; MOORE et al.,
2017). Na E.coli as niveis de ERO séo controlados pelas enzimas antioxidantes SOD,
que atua convertendo O, em H,0O,, e catalases que é responsavel pela conversdo de
H,0, em H,0 (CHOIA, YANGA, WEISSHAAR, 2014).

2.4.2 Defesas antioxidantes

Os organismos vivos tém que construir mecanismos para se proteger contra o
estresse oxidativo, como as enzimas catalase e superoxido dismutase, pequenas
proteinas como a tioredoxina e glutaredoxina, ¢ moléculas como 0 tripeptideo
glutationa (KASHMIR, MANKAR, 2014). As enzimas catalase e superoxido dismutase
reagem com oxidantes prejudiciais e converte-os em produtos inofensivos, varias
enzimas antioxidantes, cuja funcdo € eliminar os radicais livres de oxigénio e proteger o
organismo, indiretamente, podem refletir nas mudangas do teor de oxigénio nos radicais
livres nas cé€lulas vivas (EZRATY et al., 2017; ZHANG et al.,2012; FARR, KOGOMA,
1997).

A maioria das bactérias, incluindo E. Coli, contém superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT) como forma de eliminacdo de O, e H,0O,, respectivamente
(MCCORMICK, 1997), sendo amplamente distribuidas em organismos aerdbicos.
Desde a primeira descoberta dessas metaloenzimas, a SOD foi considerada como uma
enzima chave que defende contra o estresse oxidativo. SOD pode catalisar o* para O, e
H,0; rapidamente. Entdo H,O, é decomposto em H,O e O,. Para muitas bactérias em
ambientes naturais, a resisténcia a H,O, e O* ¢ principalmente devido a presenca de
SOD e CAT (LIN et al., 2009).

A catalase por sua vez, possui um grupamento heme e tem a capacidade de
degradar rapidamente o H,O, O grupo heme desta enzima interage com o H,O,

formando o perdxido de ferro, comumente chamado de componente 1, que em baixas
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concentragdes de H,O, ¢ reduzido por doadores de hidrogénio e em condigdes
elevadas ¢ catalisado rapidamente, formando H,O e O;.

Em células de E. coli (Figura 2), com crescimento aerdbio estdo equipadas com
duas superoxido dismutases (MnSOD e FeSOD), e catalases (HPI e HPII) H,0,
desproporcional em H,0 e a hidroperdxido redutase de alquilo (Ahp), que ¢ uma
fornecedora de defesa adicional pela reducdo de varios hidroperdxidos organicos
(IMLAY,2013; FARR, KOGOMA, 1997).

As respostas genéticas bacterianas ao estresse oxidativo sdo controladas por dois
principais reguladores transcricionais (OxyR e SoxRS) (IMLAY, 2013; IMLAY, 2008).
A E. coli possue este mesmo sistema de regulacdo, e em condigdes normais de
crescimento, o SoxR ¢é produzido em uma forma inativada (reduzida), mas quando
exposto a superoxido ou farmacos de ciclo redox ¢ ativado. O regulador OxyR ¢ ativado
principalmente pelo H,O,, aumentando a transcri¢do de um conjunto de genes que

aumentam a resisténcia ao peréxido de hidrogénio (BAEZ, SHILOACH, 2013)

Figura 2 Esquema dos danos causados por espécies reativas de oxigénio em E. coli.

Fonte: arquivo proprio (2017) adaptado de Kashmir, Mankar (2014), Imaly (2013).
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E importante ressaltar que em estudos com E.coli com cepas mutantes, onde a
atividade da SOD ¢ suprimida, estes microrganismos se tornam mais suscetiveis aos
danos causados pela producdo de ERO, do que as cepas de tipo selvagem

(MCCORMICK,1998; PESARICO et al., 2013)

2.5 Telurio

O telurio foi descrito primeiramente por Franz Joseph Miiller von Reichenstein
em 1782 durante trabalhos nas minas de ouro na Hungria (CHASTEEN et al., 2009). E
classificado como um metaldide pertencente ao grupo 16 (VIA) da tabela periddica,
conhecida como familia dos calcogénios, deste modo compartilha varias caracteristicas
quimicas com elementos biologicamente importantes como oxigénio, enxofre e selénio
(REINOSO et al., 2012), e ocupa o 75° lugar em abundéncia de todos os elementos da
crosta terrestre (TAYLOR,1999; CUNHA et al., 2009). Este elemento apresenta-se em
diferentes estados de oxidagoes como telurato, telurito, telurio elementar ¢ telureto.

Enquanto o Te elementar (Te”) ndo apresenta toxicidade aparente, o oxianion de
telurito (TeO”3)* é extremamente toxico para a maioria dos microorganismos,
especialmente bactérias gram negativas (VASQUEZ et al., 2014; MALTMAN;
DONALD, YURKOYV, 2017). Para enfrentar o estresse oxidativo induzido por telurito,
varios microrganismos desenvolveram mecanismos desintoxicantes, como a alquilagdo,
e redugdo enzimatica ou ndo enzimatica do telurito ao Te® de forma menos toxica que se
acumula intra ou extracelularmente (CHASTEEN et al., 2009).

Quando o telurito atravessa a parede da Escherichia coli, uma vez dentro da célula
ele causa uma série de modificagdes prejudiciais (Figura 3), pois a célula bacteriana
busca converter o telurito a telurio elementar, sua forma menos danosa, ¢ como
consequéncia desta a¢do ocorre um aumento na produgdo de espécies reativas (ROS),
principalmente superoxido, que consequentemente leva a danos com a oxidagdo de
proteinas, danos do DNA, peroxidagao lipidica e ainda redu¢do de ti6is. Como forma de
defesa da célula aos insultos oxidativos, o estresse gerado pelo teltrio induz a expressao
dos reguladores Sox RS, aumentando a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT

(CHASTEEN et al.,2009).
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Figura 3 Mecanismo de acdo do Telurito no meio intracelular de E.coli.
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Embora raramente encontrado na natureza o oxianion de telurio (TeO;”) ¢é
altamente toxico para a maioria das bactérias em concentracdes tdo baixas quanto 1pug
mL" (TAYLOR, 1999), quando comparado a outros metaléides como o selénio, cromo,
ferro, mercurio, cadmio e o cobre, que somente sdo toxicos em concentr¢des 100 vezes
maiores do que a do TeOs> (NIES, 1999). Em E. coli, os efeitos toxicos de TeO;”
comecam em concentragdes de varias ordens de grandeza inferiores ao padrdo
determinado para metais pesados que sdo de satde publica e preocupagdo ambiental,
como cobalto, zinco e cromo (NIES, 1999; HARRISON et al., 2004). Na figura 4 pode-
se ter uma visdo do dano induzido por TeO;” a cadeia transportadora de elétrons de E.

coli sob condic¢des de crescimento aerdbio.
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Figura 4 Efeito do telUrio na cadeia transportadora de elétrons, em E.coli.
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Fonte: arquivo proprio (2017) adaptado de Vasquez et al. (2015).

Vérios mecanismos diferentes foram propostos para explicar a toxicidade do
telurito. Parte disso resulta da geragdo de EROs como subproduto da redugao do telurito
a telirio elementar, seja por dismutagdo superdxido especifica por SOD ou por
transferéncia acidental de elétrons para O, durante a auto oxidacdo de desidrogenasses
respiratorias. O telurito oxida os tidis celulares como glutationa ou causa danos
especificos dos grupos [Fe-S] presentes em enzimas essenciais ¢ pode substituir o
enxofre e/ou o selénio em metabolitos ou enzimas, diminuindo as fun¢des esséncias
(ARADSKA et al., 2013).

Sdo encontradas aplicagdes historicas de telirio no tratamento de infecgdes
microbianas antes da descoberta de antibidticos, a documentacgdo inicial relata o uso
desde 1926 j4 no tratamento da sifilis e da lepra. O oxianion de telurio (TeO”3) tem sido
utilizado em microbiologia desde a década de 1930, quando Alexandre Fleming relatou
suas propriedades antibacterianas,ja no ano de 1984, o TeO”5 surgiu como potencial
agente antiespista de globulos vermelhos no tratamento de anemia falciforme
(VASQUEZ et al., 2015), em meados de 1988 farmacos imunomoduladores contendo

telurio foram propostos como agentes de tratamento para AIDS (CUNHA et
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al.,2008).0s compostos de teltrio tém uma longa historia como agentes antimicrobianos

e terapéuticos ( TAYLOR, 1999).

2.5.1 Compostos orgdnicos de telurio

O teltrio compde tanto derivados inorganicos como organicos, pode-se
diferenciar um composto de telirio inorganico de um derivado organico porque o
primeiro possui pelo menos uma ligacdo de carbono de telirio na sua estrutura. Sao
conhecidas varias classes diferentes de compostos organicos de telario (CUNHA et al.,
2009).

Os compostos organicos de telurio sdo sitetizados desde 1840, e tém sido objeto
de pesquisa devido as suas propriedades farmacolégicas (AVILA et al., 2006), estes
foram relatados em estudos como antioxidantes em varios modelos animais de estresse
oxidativo, além de apresentar a¢des imunomoduladoras e anti-inflamatérias (QUINES
et al.,2015; AVILA et al.,2006, SOUZA et al., 2009). Entretanto estes compostos
também apresentam graus de toxicidade, o mecanismo proposto para explicar este
fendomeno ¢ similar aos compostos organicos de selénio, e envolve a oxirreducdo de
grupamentos —SH de moléculas biologicamente ativas (PUNTEL et al., 2013) .

Soni et al. (2005) mostraram a atividade antibacteriana de uma série de
compostos organicos de telurio. Estes compostos foram eficazes contra bactérias gram-
positivas (Baclilus subtilis, Staphylococcus aureus) e gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp.). Recentemente, o composto RF-07 foi
capaz de destruir o parasita Leishmania (Leishmania) chagasi in vitro e in vivo em
concentragdes nao toxicas, podendo ser uma alternativa para o tratamento da

leishmaniose visceral (PIMENTEL et al., 2012).

2.5.2 Composto 2-feniletinil — butiltelurio (PEBT)

O 2-feniletinil — butiltelurio (PEBT) (fig. 5) ¢ um composto teluroacetileno ja
testado em trabalhos anteriores com animais, onde apresentou baixa toxicidade nas
concentragdes testadas (10mg/Kg; Smg/Kg (SOUZA et al., 2013); 300uM (QUINES et
al., 2013); Img/Kg (QUINES et al., 2015) em camundongos, bem como apresentou
efeitos farmacoldgicos em estudos realizados em modelos animais de neurotoxidade e

memoria (QUINES et al., 2015; SOUZA et al, 2009; SOUZA et al, 2012).
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Figura 5 Estrutura quimica do composto 2-feniletinil — butiltelurio (PEBT).
——Te NN

Fonte: arquivo proprio (2017).

Contudo, compostos organicos de telurio, incluindo o PEBT, sdo conhecidos por
seus efeitos toxicologicos dependentes de sua concentragdao/dose, tendo sua toxicidade
relacionada a sua capacidade de oxidar cataliticamente os grupos sulfidrilos de tiois
como da glutationa ou de diferentes proteinas ou enzimas. No caso das enzimas, a
oxidacdo de grupos tidis por este tipo de composto pode inibir a atividade enzimadtica, o
que pode contribuir para a toxicidade celular. Alguns estudos demostram que o
composto PEBT, inibe a atividade das enzimas sulfidrilo, §-aminolevulinato desidratase
(-ALA-D), Na” K ATPase, oxidando importantes residuos cisteinilicos localizados no
sitio ativo destas enzimas. (PUNTEL et al., 2013; PUNTEL et al., 2012, QUINES et
al.,2013, QUINES et al.,2015)
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3. HIPOTESE

O composto PEBT pertence ao grupo dos compostos teluroacetilenos, que
conforme estudos possui atividade antioxidante capaz de proteger contra danos
oxidativos, isto em doses baixas, porem quando em doses elevadas este compostos
passa a ter agdo pro-oxidante, com base neste dados acreditamos que este composto €
capaz de ter acdo bactericida e/ou bacteriostatica, devido a suas caracteristica quimicas

e sua forma de acao dentro de células.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Verificar a atividade antimicrobiana do composto de teluroacetileno 2-feniletinil-
butiltelurio (PEBT), sobre cepas de E.coli bem como verificar se 0 mecanismo de agdo

antimicrobiano esté relacionado ao seu efeito pro-oxidante.

4.2 Objetivos especificos:

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos composto PEBT frente a cepas de E.coli

- Determinar quais as concentragdes do composto PEBT, sdo capazes de inibir o
crescimento das cepas de E.coli

- Investigar se a atividade antimicrobiana do composto PEBT esta relacionada ao seu

efeito pro-oxidante
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5. MANUSCRITO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma
de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se no proprio artigo. O artigo esta disposto na forma que

sera submetido na revista “Microbiological Research”

Artigo:

“Antimicrobial effect of 2-phenyletinil-butyltellurium in Escherichia coli and its

association with oxidative stress.”
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ABSTRACT

Tellurium compounds have shown antimicrobial ability against strains of Gram-
negative and Gram-positive bacteria. In this way, the objective of this work was to
verify the antimicrobial activity of 2-phenylethynyl butyltelurium (PEBT) in strains of
E. coli, as well as, to study if the antimicrobial action is related to its pro-oxidant effect.
For the evaluation of the antimicrobial activity of the PEBT the following tests were
performed: Disc diffusion with PEBT at the concentrations of 1.28; 0.128; 0.0128 and
0.00128 mg/disc; minimum inhibitory concentration (MIC) with PEBT at
concentrations of 3.84; 1.92; 0.96; 0.48; 0.24; 0.12; 0.06 and 0.030 mg/ml; and survival
curve, with PEBT at concentrations of 0.96; 1.92 and 3.84 mg/ml (corresponding to
0.5MIC, MIC and 2MIC, respectively). To evaluate if the antimicrobial action is related
to its pro-oxidant effect we carried out the levels of extracellular reactive species (RS);
activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
and levels of non-protein thiols (NPSH). In order to confirm its pro-oxidant effect, the
antioxidants glutathione (GSH) and ascorbic acid (AA) were added to the culture
medium. Our study has demonstrated that PEBT has antimicrobial capability at
concentrations of 1.28 and 0.128 mg/disc by formation of inhibition halo in the
diffusion disc test. Additionally, the lowest concentration of the compound capable of
inhibiting bacterial growth was 1.92 mg/ml, and in the survival curve test the compound
was able to cause bacterial cell infeasibility after the 9 hour exposure time at the
concentrations of 0.96; 1.92 and 3.84mg/ml. Our results in biochemical analysis show
that the presence of the PEBT at concentrations of 3.84; 1.92 and 0.96mg/ml is able to
induce an increase in extracellular RS production in E. coli cells, concomitant with a
decrease in intracellular thiol levels and a reduction in the activity of antioxidant
enzymes SOD and CAT. Associated with these results, the addiction of GSH and AA to
the medium was able to protect the bacterial cell from the antimicrobial effect of PEBT,
by disappearance of the inhibition halo in the disc diffusion test. Taken together, our
results suggest that the PEBT presents antimicrobial activity against strains of E. coli
and its action is related to the generation of RS, oxidation of thiol groups and decrease

of the antioxidant defenses of the bacterial cell.

Keywords: antibacterial. tellurium. oxidation of thiols.
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INTRODUCTION

The emergence, propagation, accumulation, and maintenance of strains of
antimicrobial-resistant (AR) pathogenic bacteria have become a worldwide health
concern in human and veterinary medicine (Holvoet et al. 2013),antibiotic resistance is
one of the main reasons for the difficulty we face in curing infectious diseases
(Matuschek et al. 2014). The abusive and indiscriminate use of antimicrobial drugs over
the years is the main factor responsible for the appearance of bacterial resistance
(Andremont, 2001). This reason imposes severe limitations on therapeutic options,
implying a threat to public health (Pesarico et al. 2013).

Escherichia coli, a Gram-negative rod-shaped bacterium that can be found as a
normal flora in the gastrointestinal tract of animals and humans, present pathogenic
strains by the acquisition of virulence factors through transposons, plasmids,
bacteriophage and / or islands of pathogenicity (Oloketuyi, Khan 2017). The level of
antimicrobial resistance in E. coli is a useful indicator of resistance levels expected in
pathogenic bacteria. antimicrobial resistant (AR) bacteria and antimicrobial resistance
genes can be exchanged between the animal reservoir and the human reserve. This can
be a consequence of direct contact with animals or their environment or through indirect
contact through the food chain (Holvoet et al. 2013). Studies have demonstrated the
involvement of oxidative stress with the antimicrobial activity of many drugs, as well
as, fluroquinolones and ciprofloxacin that have antimicrobial activity related to the
production of reactive species (Albesa et al. 2004). Additionally, studies with
norfloxacin, ampicillin and kanamycin A demonstrated that they were able to induce
oxidative stress and cell death in E. coli (Choia et al. 2014).

Some substances affect the reactive oxygen species (ROS) generation in
bacterial cells, and they have the capability to undergo redox cycling, resulting in the
generation of superoxide anion (O, °) and hydrogen peroxide (H,0O,). We have described
that several antibiotics induce oxidative stress in bacteria, among them ciprofloxacin
(Paéz et al. 2013). Moreover, the production of reactive oxygen species (ROS),
including superoxide anion, hydrogen peroxide and hydroxyl radical. In E. coli they are
mainly related to respiratory chain activity (Semchyshyn et al. 2005), and the increase
in reactive oxygen species (ROS) can cause oxidative stress and lead to thiol oxidation.
The thiol oxidation has multiple damaging effects on cellular macromolecules. Some of

these thiols form part of cellular proteins such as the OxyR transcriptional regulator,
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which is transitorily activated by disulfide linkage formation under oxidative stress
(Chasteen et al. 2009, Zheng et al. 1998).

To cope with chemical stress, microorganisms use various defense mechanisms
involving complementary action of distinct pathways. These include the evolution of
specific mechanisms targeted against a particular dangerous agent along with the
recruitment of well-established general defense (Aradské et al. 2013). three different
SOD enzymes encoded by sodA, sodB and sodC that metabolize O2, and two catalases,
hydroperoxidase I (encoded by katG) and hydroperoxidase II (encoded by katE) have
been described in E. coli, (Cabiscol et al. 2000).

In this way, some studies demonstrate that compounds derivate from tellurium can
exhibit toxic effects against the microorganism. For example, the compound oxyanion
tellurite (TeO3”") is extremely toxic for most microorganisms, especially Gram-negative
bacteria (Vasquez et al. 2014, Vasquez et al. 2015). It has been suggested that tellurite
toxicity stems from its strong oxidizing ability, which might interfere with many cellular
enzyme processes (Taylor 1999). Bacteria turn black upon exposure to tellurite as a
result of the deposition of elemental tellurium (Te®) within the cell (Turner et al.1999).
The biological effects of inorganic and organic tellurium compounds have been studied,
leading to a set of interesting and promising applications (CUNHA et al. 2009).

Organotellurium compounds have been the subject of research because of their
pharmacological properties (Avila et al. 2006, Quines et al. 2013, Quines et al. 2015,
Souza et al. 2009). The 2-phenylethynyl-butyltelurium (PEBT) is a telluroacetylene
compound that, at low concentration, showed pharmacological effects in studies carried
out on animal models of neurotoxicity and memory (Quines et al. 2013, Quines et al.
2015, Souza et al. 2009). In contrast, several studies have demonstrated that organic
compounds of tellurium, including PEBT are capable of producing toxicity, which is
associated with the oxidation of thiol groups of biologically active molecules, inhibiting
sulthydryl enzymes (8-aminolevulinate dehydratase (5-ALA-D) And Na” K* ATPase) or
even decreasing the glutathione concentration (Puntel et al. 2012, Puntel et al. 2013,
Quines et al. 2013, Quines et al .2015; Souza et al. 2012).

Some studies have demonstrated the involvement of oxidative stress in the
antimicrobial activity of drugs. Antibiotics, such as fluroquinolones and ciprofloxacin,
have antibacterial activity through reactive species (RS) (Albesa et al. 2004). In
addition, it has been reported that the non-enzymatic antioxidant glutathione protected

against ROS produced by ciprofloxacin in the microorganisms (Pesarico et al. 2013).
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Based on the above considerations, the objective of this study work was to verify the
antimicrobial activity of 2-phenylethynyl butyltelurium (PEBT) in strains of E. coli, as

well as, to study if the antimicrobial action is related to its pro-oxidant effect.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Chemicals

The compound 2-phenylethynyl-butyltellurium (PEBT) (Fig.1) was prepared
according to the literature method (Comasseto et al.1996). Analysis of the | HNMR and
I3CNMR spectra have shown that PEBT synthesized exhibited analytical and
spectroscopic data in full agreement with its assigned structure. All other chemicals

were obtained from the analytical grade and from standard commercial suppliers.

2.2 Bacterial strain and growth conditions

Escherichia coli (CCBHI 7961) was obtained from Oswaldo Cruz Foundation —
FIOCRUZ. The colonies were kept frozen in 10% glycerol and for each experiment
were transferred to Nutrient broth and incubated for 24 hours at 37 © C at 150 rpm, for

later use.

2.3 Antimicrobial activity

2.3.1 Disk diffusion method

Antimicrobial resistance by disc diffusion technique was carried out according
to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2009). Isolates were first
cultivated in Nutrient broth at 36 °C and inoculated in a saline solution 0.85 % till Mac
Farland scale 0.5. The culture was then spread on a plate containing Agar Muller Hinton
and the paper discs of +/-6mm diameter, with 10 pl of PEBT at concentration 1,28;
0,128; 0,0128 and 0,00128 mg/disk diluted in dimethylsulfoxide (DMSO) were placed
on the seed plates. The plates were incubated at 37°C for 24h. Halo was measured in
centimeters from one extremity to the other. The negative control used was DMSO
(10ul) and the positive control antibiotics used were: meropenem (MER 10), ceftazidina
(CAZ 30), amiacina (AMI 30), ampilicilina (AMP 10), sulfametaxazol+trimetoprin
(SUT 25), cefaclor (CFL 30), cefpime (CPM 30), gentamicina (GEN 10), ciprofloxacina
(CIP 5), cefoxitina (CFO 30), amoxicilina+clavulanato (AMC 30) and cefuroxina (CRX
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30). The technique was performed according to César et al (2015) and Matuschek et al

(2014) with modifications. The experiments were performed in triplicate.

2.3.2 Effects of antioxidants in the disk diffusion method

To confirm if the pro-oxidant activity is related to PEBT antimicrobial activity,
the agar disk diffusion technique was apllied with the addition of antioxidants, GSH and
AA. The E.coli strain was subculture in Nutrient Agar to isolate colony and incubated at
37 °C for 24 h to prepare the inoculums. The inoculum were prepared according to
turbidity the 0.5 McFarland scale (~1.5 x 108 CFU/ml) in sterile saline solution.
Miiller-Hinton agar (MHA) with or without solutions (10 mM) of GSH or AA was
poured into sterilized petri dishes, where the inoculum were seeded. The paper discs of
6 mm diameter (Laborclin, Ltda), with 10 ul of PEBT at concentration 1,28; 0,128;
0,0128; and 0,00128 mg diluted in dimethylsulfoxide (DMSO) were placed on the seed
plates. The plates were incubated at 37 °C for 24 h. The inhibition of the bacterial
growth was determined by measuring the inhibition zone around the disks by a digital
caliper. The negative control used was DMSO. The technique was performed according
to Politi et al. (2011) and Goswami et al. (2006) with modifications. The experiments

were performed in triplicate.

2.3.3 Broth macrodilution assay for minimum inhibitory concentration

The MIC for the compound PEBT was determined by the broth macrodilution
method according to the CLSI guideline (1999, 2011). A standard bacterial inoculum of
5 x 10 > colony forming units (CFU) / ml was used. Dilutions were done serially at the
different concentrations of PEBT (3,84; 1, 92; 0, 96; 0, 48; 0, 24; 0, 12; 0, 06 and 0,030
mg/ml) diluted in DMSO. After dilution 17 pg standard inoculum were added and
incubated for 24 hours at 36 ° C. MIC was defined as the lowest concentration of
compound that completely inhibited visible growth. The experiments were performed in

triplicate. (Tetz et al. 2016, Ostrosky et al. 2008)

2.3.4 Kill- time curve assay

The kill-time curve assay method was used to investigate the bactericidal effects
of the compound PEBT against Escherichia coli that was investigated over the MICs ,
0.5 x MICs and 2 x MICs. Tests were performed in triplicate at 37 °C. At predetermined
time points (0 and 3, 6, 9,12 and 24 h), 15 pl of sample was removed from each test
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suspension, diluted in sterile saline 0,9%, and plated on Muller-Hinton Agar plates for
colony count determination. Data from triplicate runs was averaged and plotted as log

CFU/ml versus time (h) for each time point ( Santos et al. 2012 ).

2.4 Extracellular Reactive species (RS) assay

E.coli was cultured in Nutrient Agar, for 24° hours at 37°C and suspended in
sterile saline 0,9%, pH 7,4. Microorganism absorbance was adjusted to 0,8 OD600 and
it was incubated 67ul with 10 ul of 2°,7’- dichorofluorescein diacetate (DCHF-DA;
10nM) and in presence of PEBT at concentration of 0.96; 1.92 and 3.84 mg/ml
(corresponding to 0.5MIC, MIC and 2MIC, respectively). The DCF fluorescence
intensity emission was recorded at 520 nm excitation (with 488 nm emission) 30
minutes after exposure of DCHF-DA the oxidation of DCHF-Da to fluorescent
diclorofluorescein (DCF) was measured for the detection of ROS in E.coli. RS levels
were expressed as units of fluorescence, according to Socci et al. (1999) with

modifications.

2.5 Incubation and preparation of lysates

Bacterial cells (50 ml) harvested from nutrient broth were centrifuged at 6000
rpm for 10 min, the supernatant was removed and the pellet formed was weighed and
transferred to microtubes and resuspended in 1 ml of 0.1 mM sodium phosphate buffer.
Then, the preparation were incubated for 30 minutes at 37 °C in presence of PEBT at
concentration of 0.96; 1.92 and 3.84 mg/ml (corresponding to 0.5MIC, MIC and 2MIC,
respectively) or DMSO (control group). After, 0.9 g of glass beads were added and the
tubes were subjected to 6 cycles of 5 minutes on the vortex-type stirrer and 2 minutes in
an ice bath to complete a 30 minute cycle (Medeiros et al., 2008). The debris was
removed by centrifugation at 6,000 rpm for 10 min. After centrifugation, the supernatant

was removed and used for biochemical assays.

2.6 Non-protein thiols levels (NPSH)

The intracellular non-protein thiols levels in E. coli were estimated
spectrophotometry using Ellman's method (1959) with adaptations. For the preparation
of the sample (200 pl supernatant) was added to 200 pl 10% TCA and vortexed for one
minute and centrifuged at 3000 rpm for 10 min. For non-protein thiol measurements, 50

pl of sample, 750ul of 1M TFK and 50 pl of 10 mM 5,50-dithio-2-nitrobenzoic (DTNB)
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were added and the readout was at 412nm and made immediately after addition of the

reagents.

2.7 Superoxide dismutase (SOD) activity

The activity of superoxide dismutase was assayed at 406 nm as the inhibition of
quercetin oxidation in reaction medium containing 30 mM Tris HCI buffer (pH 9.0), 0.3
mM EDTA, 0.8 mM TEMED, 14 uM quercetin, and 30 pl of supernatant in a final
volume of 2 ml. One unit of SOD activity was defined as the amount of supernatant
protein that inhibited the maximal rate of quercetin oxidation by 50 (Kostyuk,
Potapovich, 1989).

2.8 Catalase (CAT) activity

Catalase activity was measured following the method of Aebi (1984). The mix
solution contained was prepared (0.25 M KPi buffer / 2.5 mM EDTA pH 7.0, 30% H,0,
and X-100 water triton), for the performance of the test forms used 2 ml of the prepared
mix. This solution was added to the 60 pl of supernatant and samples were monitored at

240 nm for 1 min.

2.9 Protein concentration
The protein concentration was determined by the Coomassie brilliant blue G-250

dye-binding method using bovine serum albumin as the standard (Bradford, 1976).

2.10 Statistical analysis

The data were analyzed using Prism 5 (GraphPad) software. Comparisons
between the experimental and control groups were performed by one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Newman Keuls post hoc test Descriptive statistics data
were expressed as the mean(s) £ S.D. Probability values less than 0.05 (P < 0.05) were

considered statically significant.
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3. RESULTS

3.1 PEBT causes inhibition of E.coli growth and the presence of GSH and AA
blocks this antimicrobial effect

E.coli was sensitive to the PEBT at concentrations 1,28 mg and 0,128 mg applied in
the disk, and the increase of diameter the zone inhibition was dependent on the PEBT
concentration. E.coli is not sensitive to compound at concentrations of 0,0128 and
0,00128 mg/disk (Table 1).

The presence of 10mM GSH and AA in the growth medium rendered E.coli less
susceptible to PEBT as demonstrated in Table 1. The presence of GSH and AA in the

culture medium blocked the antimicrobial effect of PEBT.

3.2 Minimum inhibitory concentrations
Our results in minimum inhibitory concentration indicates that the lowest

concentration of PEBT capable of inhibiting E. coli growth was 1.92 mg/ml.

3.3 Kill- time curve
E. coli was exposed to PEBT for up to 24 hours in order to determine the time-
response effect on the compound. After 9 hours of treatment with PEBT, no viable cells

of E. coli were observed (Figure 2) independent of the concentration tested.

3.4 PEBT exposure increases oxygen reactive species (ROS) production
Total extracellular reactive species (RS) levels increased significantly after
exposure of E. coli to PEBT at different concentrations when compared to the control

group (figure 3).

3.5 PEBT exposure decreases non-protein thiols levels
It was observed a significant reduction in the levels of non-protein thiols on the
E.coli cells that were exposed to the PEBT at different concentrations (Fig. 4), when

compared to the control.

3.6 PEBT exposure decreases superoxide dismutase and catalase activities

Exposure of E.coli cells to the PEBT at different concentrations resulted in a
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decrease on superoxide dismutase (Fig. SA) and catalase (Fig.5B) activities.
4. DISCUSSION

Tellurium compounds have proven toxic effects for most microorganisms,
especially Gram-negative bacteria (Vasquez et al. 2014; Vasquez et al.2015) In our
study, we used the telluroacetylene compound PEBT to verify its antimicrobial activity
against E. coli strains. Our results demonstrate the antimicrobial activity of PEBT
against E. coli bacterial strains. In addition, the results suggest the pro-oxidant activity
as a possible mechanism of action for this organotelluriun compound, since it acts
causing the generation of ER, oxidation of thiol groups and reduction of antioxidant
enzymes SOD and CAT, producing cellular damage and consequently cell death.

The antimicrobial evaluation of the PEBT compound was positive, since it
indicates that the compound has an inhibitory and consistent effect against strains of E.
coli. This assertion is made based on the tests of diffusion disk, minimum inhibitory
concentration (MIC) and the survival curve. In the evaluation of the diffusion disc test,
PEBT at concentrations of 0.128 and 1.28mg /disc produces the zones of inhibition,
demonstrating that E. coli was susceptible to this compound. This study is important
since bacteria such as E. coli have shown an impressive increase in resistance to
antibiotics, being related to 95% of infections in health units (CARDOSO, 2017). In
other studies with tellurium compounds, they were able to show antibacterial activity
against Gram (Baclilus subtilis, Staphylococcus aureus) and mainly gram-negative
bacteria (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella sp.) (Soni et al.
2005, Vasquez et al. 2014).

Additionally, PEBT had a bactericidal action against E. coli at 1,92 mg/ml,
which confirms the susceptibility of this bacterial strain to the compound, besides that,
in kill- time curve assay, PEBT (0,96 mg/ml, 1,92 mg/ml e 3,84 mg/ml) had bactericidal
activity, evident by the significant reduction in microbil counting, resulting in inviability
of E.coli cells after 9 hour of exposure to the compound . We suggest that both
bactericidal and bacteriostatic actions are associated with compound concentration and
time of exposure to PEBT.

An important result of our study is the increase in the production of reactive
species (RS) in E. coli cells treated with PEBT at different concentrations (0.96; 1.92
and 3.84 mg/ml), the concentrations that represent 0,5 MIC, MIC and 2MIC. It is well
known that increased levels of ROS can lead to damage to cellular components,

including DNA, membrane lipids and proteins. In addition, we observed a decrease in
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NPSH levels in E. coli exposed to PEBT. Together, these two results clearly
demonstrate the pro-oxidant effect of PEBT in this study. Previous studies have shown
that PEBT has the ability to catalytically oxidize glutathione sulthydryl groups or
different proteins or enzymes (Quines et al. 2013, Quines et al. 2015, Souza et al. 2009,
Souza et al. 2012). This effect can lead to cellular toxicity and it is possibly associated
to antimicrobial activity of PEBT observed by us. In this view, other authors
demonstrated that exposure of E. coli cell to tellurium compounds causes a decrease in
ATP levels, increase on generation of reactive oxygen species, carbonylation of
proteins, and decrease in the reduced thiol content of the cell (Imlay 2008, Imlay 2013,
Turner et al. 1999, Vasquez et al. 2015, Vasquez et al. 2014). Being the loss of content
of RSH (thiol oxidation) associated with toxicological effects and cell death (Puntel et
al. 2012, Puntel et al. 2013, Tuner et al. 2009).

In studies with E. coli, it has been demonstrated that it can react efficiently in the
presence of substances that alter O, levels due to its excellent activity of superoxide
dismutase SOD (ALBESA et. al, ARADSKA et al, 2013, CHASTEEN et. al, 2009). In
fact, E. coli has three different SOD enzymes encoded by sodA, sodB and sodC that
metabolize 02, and two catalases, hydroperoxidase I (encoded by katG) and
hydroperoxidase II (encoded by katE) involved in the detoxification of intracellular
H202 (Keele 1970; Loewen 1985). The various responses of the SOD and CAT activity
to oxidative stress showed in other studies suggest that oxidative stress is one of the
most important aspects among many aspects of stress (Lin et al. 2009). In our study
with strains of E. coli it is possible to observe that SOD and CAT activities were
decreased in presence of PEBT at different concentration. In fact, the activity of these
enzymes is closely linked to the elevated levels of RS and previous studies have shown
that the SOD and CAT are considered to be a key enzyme that defends against oxidative
stress (Lin et al. 2009; Lii et al. 2008; Santos et al. 2012). In this way, the decrease on
antioxidant activity of the SOD and CAT observed on our study can lead to an
unsatisfactory enzymatic response, resulting in the poor defense of the cell to oxidative
insults and lead the cell to death.

To confirm the involvement of pro-oxidant activity in the antimicrobial effect of
PEBT we used GSH and AA, two well-know antioxidants, in culture medium of E. coli.
We observed that the presence of GSH and AA in medium was effective in decreasing
the inhibition zone caused by PEBT. It is well know that GSH is important defense that

removes oxygen radicals and some studies demonstrate that antioxidants, like GSH and
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AA, can protect E. coli mutants against pro-oxidant compounds (Goswami et al. 2006;
Pesarico et al, 2013). The present results are consistent with other that reported the
association between oxidative stress and antimicrobial effect of ciprofloxacin (Becerra,
Albesa 2002; Goswami et al. 2006), norfloxacin, ampicillin and kanamycin A (Choia et
al. 2014) and 2,2’ dithienyl diselenide (Pesarico et al. 2013).

The results of this study revealed that PEBT has bactericidal and bacteriostatic
actions against E. coli. Additionally, we can confirm that the pro-oxidant activity of the
PEBT compound is involved in its antimicrobial effect. PEBT acts to oxidize the thiol
groups of biomolecules, consequently raising the levels of reactive species and
decreasing activity of SOD and CAT. These alterations together lead to a reduced
decomposition of free radicals in the E coli, causing cellular damage and consequently

cell death.
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Figure captions

Figure 1: Chemical structure of 2-phenylethynyl butyltelurium (PEBT).

Figure 2: The time-course of different concentrations of PEBT after exposure to E.coli
0,5MIC (0.5-fold minimum inhibitory concentration), MIC (one fold minimum
inhibitory concentration) and 2MIC (two fold minimum inhibitory concentration). Data
are reported as mean = S.D. and were analyzed by one-way ANOVA, followed by
Newman—Keuls test when appropriated.

Figure 3: Total extracellular RS in E.coli exposed to PEBT. Data are reported as mean
+ S.D. and were analyzed by one-way ANOVA, followed by Newman—Keuls test when
appropriated. *Numerical values are significantly different from the values of the

corresponding control (p < 0.05).

Figure 4: Levels of non-protein thiols (NPSH) in E. coli exposed to PEBT. Data are
reported as mean + S.D. and were analyzed by one-way ANOVA, followed by
Newman—Keuls test when appropriated. *Numerical values are significantly different
from the values of the corresponding control (p < 0.05).

Figure 5: Activity of superoxide dismutase (A) and catalase (B) in E. coli exposed to
PEBT. Data are reported as mean + S.D. and were analyzed by one-way ANOVA,
followed by Newman—Keuls test when appropriated. *Numerical values are

significantly different from the values of the corresponding control (p < 0.05).
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Figure 3
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Figure 5
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Tables

Table 1. Effect of glutathione (GSH) or ascorbic acid (AA) in PEBT inhibition of E.

coli growth.

PEBT (mg/disc) Diameter of zone inibition (nm) (mean+S.D.)
Medium Medium +GSH Médium +AA

0 - - -

0,00128 - - -

0,0128 - - -

0,128 1,067+0,3055* - -

1,28 1,267+0,3055* - -

Data are reported as mean + S.D. and it was analyzed using one-way ANOVA, followed
by Newman-Keuls test when appropriated. *Numerical values are significantly different

from the values of the corresponding control (p < 0.05).
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel demostrar pela primeira vez, que o composto organico
de telurio 2-feniletinil-butiltelurio (PEBT) possui atividade antimicrobiana frente a
cepas de E.coli, e sugerimos que seu mecanismo de acdo ocorre através da oxidagdo de
grupos tidis resultando no aumento da producdo de espécies reativas extracelular e
concomitantemente na diminui¢ao da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT,
resultando em uma resposta antioxidante, o que pode causar aumento nas espécies

reativas de oxigénio, danos e morte celular.

Figura 6 Esquema de ac¢do do composto PEBT, em E.coli.
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