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RESUMO 

 

As infecções relacionadas a assistência à saúde representam um grave problema de 

saúde mundial. Staphylococcus aureus é o patógeno humano mais comum e um dos 

seus principais agentes causadores. As tiazolidinas são consideradas um grupo 

farmacofórico de interesse no desenvolvimento de fármacos devido as suas 

atividades biológicas, principalmente antimicrobiana. Este estudo objetivou avaliar as 

atividades antibacteriana e antibiofilme de duas séries análogas de tiazolidina-2,4-

diona e 4-tioxotiazolidina-2-ona frente a isolados clínicos de S. aureus resistente a 

múltiplos fármacos. Vinte isolados clínicos de S. aureus foram avaliados quanto a 

presença de genes de resistência aos antimicrobianos (vanA, mecA, norA e ermA) e 

formação de biofilme. Neste trabalho foram determinadas as CMI e CMB, cinética de 

morte, atividade antibiofilme, atividade antibacteriana in vivo e alterações 

morfológicas promovidas pelos derivados tiazolidínicos, bem como sua 

citotoxicidade. Os genes mecA, norA e ermA foram encontrados em 95%, 95% e 

80% dos isolados clínicos, respectivamente. Nenhum deles apresentou o gene 

vanA. Todos os isolados foram formadores de biofilme, 85% deles classificados 

como fortemente aderentes. Os derivados mais ativos (1a, 2a e 2b) apresentaram 

CMI entre 1 e 16 µg/mL, com curvas de morte apresentando efeito bactericida até 24 

h. Na atividade antibiofilme, os derivados mais ativos inibiram cerca de 90% da 

formação do biofilme. No modelo de infecção in vivo utilizando Caenorhabditis 

elegans, os derivados 1a, 2a e 2b aumentaram a sobrevida dos nematódeos de 

forma concentração-dependente. A exposição de S. aureus aos derivados 2a e 2b 

promoveu alterações na superfície externa e diminuição do tamanho das células. 

Nenhum derivado foi citotóxico para células mononucleadas de sangue periférico 

humano, mas apresentaram citotoxicidade moderada para fibroblastos L929. 

Somente o derivado 2b apresentou índices de seletividade maiores que 10 para as 

duas células. Dessa forma, esses derivados são candidatos a fármacos para o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Biofilme; citotoxicidade; Caenorhabditis elegans; MEV. 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Healthcare-associated infections represent a serious global health problem. 

Staphylococcus aureus is the most common human pathogen and one of its main 

causative agents. Thiazolidines are a pharmacophoric group of interest in the 

development of new drugs due to their biological activities, such as antimicrobial. The 

aim of this study was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activities of two 

analog series of thiazolidine-2,4-dione and 4-thioxothiazolidine-2-one against 

multidrug-resistant Staphylococcus aureus clinical isolates. Twenty S. aureus clinical 

isolates were evaluated for the presence of antimicrobial resistance genes (vanA, 

mecA, norA, and ermA) and biofilm formation. We determined the MIC and MBC, 

time-to-kill, antibiofilm, in vivo antibacterial activity, and morphological changes 

induced by the thiazolidine derivatives, as well as their cytotoxicity. The mecA, norA, 

and ermA genes were found in 95%, 95% and 80% of the clinical isolates, 

respectively. None of the isolates had the vanA gene. All clinical isolates were biofilm 

formers, 85% of them classified as strongly adherent. The most active derivatives 

(1a, 2a, and 2b) exhibited MIC between 1 and 16 µg/mL, with time-to-kill curves 

showing a bactericidal effect up to 24 h. In the antibiofilm assay, the most active 

derivatives were able to inhibit about 90% of biofilm formation. In the in vivo infection 

model using Caenorhabditis elegans as a host, the derivatives 1a, 2a, and 2b 

increased nematode survival with a concentration-dependent effect. The exposure of 

S. aureus to the derivatives 2a and 2b induced surface changes and decrease cell 

size. None of the derivatives was cytotoxic for human peripheral blood mononuclear 

cells but showed moderate cytotoxicity for L929 fibroblasts. Only derivative 2b 

showed selectivity indices greater than 10 for both cells. Thus, these derivatives are 

drug candidates for the development of new antimicrobials. 

 
KEYWORDS: Biofilm; cytotoxicity; Caenorhabditis elegans; SEM. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Figura demonstrativa da estrutura do biofilme............. 32 

Figura 2 – Ciclo do biofilme........................................................... 33 

Figura 3 – Representação do sistema de detecção quorum 

sensing codificado pelo locus regulador de gene 

acessório (agr) em Staphylococcus aureus................. 36 

Figura 4 – Estrutura geral das a) penicilinas, b) cefalosporinas, 

c) monobactâmicos e d) carbapenêmicos com 

destaque para o anel β-lactâmicos (vermelho)............ 39 

Figura 5 – Quebra do anel β-lactâctamico (a) em ácido 

penicilóico (b) pela ação da enzima penicilinase......... 40 

Figura 6 – Representação químicas de MLSb: a) eritromicina 

(macrolídeo); b) clindamicina (lincosamida); c) 

dalfopristina e d) quinupristina (estreptograminas B)... 43 

Figura 7 – Estrutura química do ciprofloxacino com núcleo 

básico das quinolonas destacado em vermelho........... 44 

Figura 8 –  Estrutura química da vancomicina............................... 45 

Figura 9 – Número de casos de VRSA, VISA e hVISA nos 

continentes................................................................... 48 

Figura 10 – Representação dos anéis: a) tiazolidina; b) 

tiazolidina-2,4-diona; e c) tioxotiazolidina-2-ona.......... 57 

Figura 11 –   Principais locais de reações no anel tiazolidina-2,4-

diona............................................................................. 58 

Figura 12 – Reação de tionação da carbonila na posição 4 da 

tiazolidina-2,4-diona (a) para formação da 4-

tioxotiazolidina-2-ona (b).............................................. 58 

Figura 13 –  Potencial biológico do núcleo tiazolidina-2,4-diona...... 60 

Figura 14 – Esquema de síntese das tiazolidina-2,4-diona (1a-f) e 

das 4-tioxotiazolidina-2-ona (2a-f)................................ 72 

Figura 15 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene 

mecA. Estão destacados em vermelho os isolados 91 



 

 

 

 

negativos para o gene mecA, enquanto as cabeças 

de seta indicam os isolados sem resistência 

fenotípica, mas com presença do gene mecA............. 

Figura 16 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene 

norA. Estão destacados em vermelho os isolados 

negativos para o gene norA, enquanto as cabeças de 

seta indicam os isolados sem resistência fenotípica, 

mas com presença do gene norA................................. 92 

Figura 17 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene 

ermA. Estão destacados em vermelho os isolados 

negativos para o gene ermA, enquanto as cabeças 

de seta indicam os isolados sem resistência 

fenotípica, mas com presença do gene ermA.............. 93 

Figura 18 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene 

vanA. Estão destacados em vermelho os isolados 

negativos para o gene van........................................... 94 

Figura 19 – Cinética de morte do isolado clínico de 

Staphylococcus aureus (UFPEDA 1058) após 

exposição aos derivados tiazolidínicos: a) 2a; b) 1a; 

c) 2b; d) 1f; e e) 2c....................................................... 103 

Figura 20 – Inibição da formação inicial de biofilme dos derivados 

tiazolidínicos e fármacos padrão frente ao isolado 

UFPEDA 1058. A) 2a; B) 1a; C) 2b; D) 1f; E) 2c; F) 

Cipro; G) E e H) Ox...................................................... 105 

Figura 21 – Inibição do biofilme formado dos derivados 

tiazolidínicos e fármacos padrão frente ao isolado 

UFPEDA 1058 após 1, 5 e 20 h de exposição. A) 2a; 

B) 1a; C) 2b; D) 1f; E) 2c; F) Cipro; G) E e H) OX....... 107 

Figura 22 – Curvas de sobrevivências de C. elegans infectados 

com o isolado UFPEDA 1058 e tratados com os 

derivados tiazolidínicos. A) 1a; B) 2a; C) 1b; D) 2b..... 111 

Figura 23 – Imagens representativas dos grupos de C. elegans 112 



 

 

 

 

após 72 h de infecção com o isolado UFPEDA 1058 e 

seus respectivos tratamentos....................................... 

Figura 24 –  Aspectos morfológicos de S. aureus UFPEDA 1058 

exposto aos derivados tiazolidínidos. A) e B) 

controles expostos a DMSO 1%; C) e D) 1a; E) e F) 

2a; G) e H) 1b; I) e J) 2b.............................................. 114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Nomenclatura dos derivados tiazolidina-2,4-diona e 4-

tioxotiazolidina-2-ona...................................................... 73 

Tabela 2 – Número do registro, sítio de infecção e origem dos 

isolados clínicos de Staphylococcus aureus obtidos da 

Coleção de Cultura do Departamento de Antibióticos 

da UFPE......................................................................... 75 

Tabela 3 – Iniciadores específicos utilizados para amplificação e 

detecção dos genes  mecA, vanA, norA, ermA e os 

produtos amplificados..................................................... 78 

Tabela 4 – Componentes das reações de amplificação do gene 

mecA.............................................................................. 79 

Tabela 5 – Dados clínicos, perfil de resistência e formação de 

biofilme dos isolados clínicos de Staphylococcus 

aureus............................................................................. 87 

Tabela 6 – Concentração do DNA (ng/uL) nas amostras extraídas. 89 

Tabela 7 – Relação fenotípica /molecular dos isolados clínicos de 

Staphylococcus aureus.................................................. 95 

Tabela 8 – Inibição de isolados clínicos multirresistente por 

derivados tiazolidínicos (CMI e CMB em µg/mL)........... 99 

Tabela 9 – Citotoxicidade e índice de seletividade dos derivados 

tiazolidínicos para células do sangue periférico 

humano (PBMC) e fibroblastos L929............................. 116 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO................................................................................ 18 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA...................................................... 20 

2.1 CARACTERÍSTICAS DE Staphylococcus aureus......................... 20 

2.1.1 Fatores de virulência................................................................ 21 

2.1.1.1 Alfa-toxina (Hla) ou alfa-hemolisina......................................... 22 

2.1.1.2 Beta-toxina (Hlb) ou beta-hemolisina...................................... 22 

2.1.1.3 Gama-toxina (Hlg) ou gama-hemolisina ou toxina de Panton-

Valentine................................................................................. 23 

2.1.1.4 Delta-toxina (Hld) ou delta-hemolisina..................................... 24 

2.1.1.5 Toxina do choque tóxico.......................................................... 25 

2.1.1.6 Enterotoxina estafilocócicas (SEs).......................................... 26 

2.1.1.7 Toxina esfoliativa.....................................................................  28 

2.1.2 Produção de enzimas...............................................................  30 

2.1.3 Biofilme...................................................................................... 32 

2.1.4 Quorum Sensing....................................................................... 35 

2.1.5 Mecanismo de evasão da resposta imune.............................  36 

2.2 RESISTÊNCIA DE Staphylococcus aureus AOS 

ANTIMICROBIANOS...........................................................................  37 

2.2.1 β-lactâmicos.............................................................................. 38 

2.2.2 Macrolídeos, lincosaminas e estreptograminas B................ 41 

2.2.3 Quinolonas................................................................................ 43 

2.2.4 Glicopeptídeos.......................................................................... 45 

2.3 OCORRÊNCIA E RESISTÊNCIA DE Staphylococcus aureus EM 

HOSPITAIS DO BRASIL............................................................... 48 

2.3.1 Ocorrência de Staphylococcus aureus em pacientes 

hospitalares........................................................................................ 49 

2.3.2 Ocorrência de Staphylococcus aureus em profissionais de 

saúde e superfícies hospitalares................................................ 52 

2.4 TIAZOLIDINAS E SEUS DERIVADOS.......................................... 56 

2.4.1 Obtenção e reatividade das tiazolidinas e seus derivados.. 56 



 

 

 

 

2.4.2 Atividades biológicas das tiazolidinas e seus derivados.....  58 

2.4.2.1   Atividade antimicrobiana........................................................ 59 

2.4.2.2   Atividade citotóxica e antiproliferativa.................................... 63 

2.4.2.3   Atividade hipoglicemiante...................................................... 66 

2.4.2.4   Outras atividades biológicas importantes.............................. 68 

3. OBJETIVOS.................................................................................... 71 

3.1 OBJETIVO GERAL........................................................................ 71 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS......................................................... 71 

4. MATERIAIS E MÉTODOS.............................................................. 72 

4.1 DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS.................................................... 72 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS DE 

Staphylococcus aureus........................................................................ 74 

4.2.1 Avaliação da formação de biofilme dos isolados clínicos 

de Staphylococcus aureus............................................................... 75 

4.2.2 Caracterização dos genes de resistência dos isolados 

clínicos de Staphylococcus aureus................................................. 76 

4.2.2.1 Extração de DNA de Staphylococcus aureus.......................... 76 

4.2.2.2 Condições da PCR para amplificação dos genes mecA, 

vanA, norA e erma............................................................................... 77 

4.3 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES MÍNIMAS 

INIBITÓRIAS E BACTERICIDAS DOS DERIVADOS 

TIAZOLIDÍNICOS.................................................................................  79 

4.4 AVALIAÇÃO DA CINÉTICA DE MORTE DE Staphylococcus 

aures EXPOSTOS AOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS................... 80 

4.5 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DOS DERIVADOS 

TIAZOLIDÍNICOS................................................................................. 80 

4.5.1 Inibição da formação inicial do biofilme................................. 80 

4.5.2 Inibição do biofilme formado................................................... 81 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vivo 

UTILIZANDO Caenorhabditis elegans COMO HOSPEDEIRO............ 81 

4.6.1 Manutenção de C. elegans.......................................................  81 

4.6.2 Nematódeos infectados por Staphylococcus aureus........... 82 



 

 

 

 

4.7 ANÁLISE MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA 

DE VARREDURA................................................................................ 83 

4.8 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS 

TIAZOLIDÍNICOS EM CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE 

PERIFÉRICO E FIBROBLASTOS....................................................... 83 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA................................................................ 85 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES.................................................... 86 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS DE 

Staphylococcus aureus........................................................................ 86 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DOS GENES DE RESISTÊNCIA DOS 

ISOLADOS CLÍNICOS DE Staphylococcus aureus............................ 89 

5.2.1 Gene mecA…………………………………………………………. 90 

5.2.2 Gene norA…………………………………………………………... 91 

5.2.3 Gene ermA………………………………………………………….. 92 

5.2.4 Gene vanA………………………………………………………….. 93 

5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS 

DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS……………………………………….... 96 

5.4 CINÉTICA DE MORTE DE Staphylococcus aures EXPOSTOS 

AOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS…………………………………... 101 

5.5 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DOS DERIVADOS 

TIAZOLIDÍNICOS……………………………………………………......... 104 

5.5.1 Inibição da formação inicial do biofilme................................. 104 

5.5.2 Inibição do biofilme formado……………………………………. 106 

5.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vivo 

UTILIZANDO C. elegans COMO HOSPEDEIRO................................ 109 

5.7 AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA 

ELETRÔNICA DE VARREDURA........................................................ 113 

5.8 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE EM CÉLULAS 

MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFÉRICO E 

FIBROBLASTOS.................................................................................. 115 

6. CONCLUSÕES………………………………………………………….  117 

REFERÊNCIAS……………………………………………………………. 118 



18 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

As bactérias resistentes a múltiplos fármacos provocam um forte impacto 

global não apenas na saúde, mas na economia em geral. Predições estatísticas 

apontam que somente em 2019 ocorreram 4,95 milhões de mortes associadas a 

infecções bacterianas. Destas, 1,27 milhões diretamente relacionas a resistência a 

múltiplos fármacos. Neste cenário, Staphylococcus aures é uma das espécies de 

cocos Gram-positivos com maior resistência aos antibióticos (MURRAY et al., 2022).  

Staphylococcus aureus é um patógeno humano que pode causar uma gama 

ampla de infecções que podem variar desde infecções da pele e tecidos moles até 

bacteremia. Quando chega a corrente sanguínea pode atingir diferentes órgãos, 

causando graves manifestações (BARROS et al., 2016; TONG et al., 2015). Esse 

microrganismo se destaca como principal agente causador de IRAS (Infecção 

Relacionadas a Assistência à Saúde), especialmente os isolados que apresentam 

resistência aos β-lactâmicos, denominadas genericamente de MRSA/ORSA, do 

ingles: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus ou Oxacillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (SOUSA et al., 2016). 

S. aureus tem reconhecida importância médica mundial como um verdadeiro 

desafio à saúde pública, com os isolados MRSA apresentado altas taxas de 

morbidade e mortalidade, não sendo exclusivos do ambiente hospitalar. Ocorrências 

de infecções por MRSA na comunidade são cada vez mais frequentes, com grande 

frequência e patogenicidade necessitando da adoção de medidas de controle mais 

eficazes (SALES; SILVA, 2012).  

A capacidade de Staphylococcus aureus de aderir e formar biofilmes nas 

superfícies do hospedeiro está diretamente relacionada a sua virulência. Esta 

capacidade de produzir biofilme é crucial para infecções crônicas e persistentes 

(MAHMOUDI et al., 2019).  

Os diferentes resultados de uma infecção estafilocócica dependem, além da 

combinação dos fatores de virulência da cepa, do local da infecção e da resposta 

imune do hospedeiro (LOWY, 1998 apud ZECCONI; SCALI, 2013). 

Dentre os grupos farmacofóricos de interesse para o desenvolvimento de 

novos antimicrobianos – também chamados de estruturas privilegiadas – destacam-
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se as tiazolidinas (GOWDRA et al., 2014). As tiazolidinas são substâncias 

heterocíclicas com anel pentagonal e heteroátomos de nitrogênio e enxofre em sua 

estrutura, podendo ser substituídas nas diversas posições do anel. Essas 

substâncias vêm sendo sintetizadas e avaliadas durante as últimas décadas, por 

apresentarem diversas propriedades biológicas como, antimicrobiana, 

anticancerígenas (KUMAR et al., 2020), antiproliferativa (ÖNEN-BAYRAM et al., 

2013), anti-Trypanosoma cruzi, (CORRÊA et al., 2016), antileishmania (LEITE et al., 

2016), cicatrizante de feridas (PIAO et al., 2015) e hipoglicemiante (KUMAR et al., 

2018).   

Devido a necessidade urgente de novas opções terapêuticas para o 

tratamento de infecções causadas por S. aureus resistentes a múltiplos fármacos, as 

tiazolidinas surgem como um núcleo promissor para o desenvolvimento de novos 

fármacos antimicrobianos. Este trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana 

de duas séries análogas de tiazolidinas frente a isolados clínicos de S. aureus 

resistentes a múltiplos fármacos, evidenciando o papel da substituição do oxigênio 

por enxofre na posição 4 do anel tiazolidínico. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS DE Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus foi isolado pela primeira vez por Alexander Ogston de 

secreção de feridas cirúrgicas, sendo chamado nesta ocasião de Micrococcus. O 

gênero Staphylococcus inicialmente foi classificado na família Micrococcaceae, mas 

com o avanço da biologia molecular, genética e bioquínica, o gênero passou a ser 

descrito em 2009 na nova família Staphylococcaceae, que teve sua validação em 

2010. Com a nova filogenia Staphylococcus aureus foi classificado como uma 

eubactéria do filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales, família 

Staphylococcaceae (OGSTON,1881 apud THOMER et al., 2016; SCHLEIFER; 

BELL, 2010). 

O gênero é chamado de Staphylococcus (Staphylo = uva) porque as suas 

células possuem a morfologia de cocos com arranjos em forma de cachos de uva. 

No entanto também podem aparecer de diversas formas como células isoladas, em 

pares, em cadeias curtas ou agrupados irregulares, devido sua divisão celular 

ocorrer em três planos perpendiculares (MURRAY et al., 2009). 

Staphylococcus aureus são imóveis, anaeróbios facultativos, catalase 

positiva, coagulase positiva, DNase e manitol positivos, resistentes a altas 

concentrações de sal, com crescimento em temperaturas que podem variar de 18 °C 

a 40 °C. Estes medem cerca de 1 μm de diâmetro podendo variar de 0,5 a 1,5 μm. 

Em algumas cepas podem ser observada uma cápsula de polissacarídeo e 

geralmente não são esporulados. São classificados como bactéria Gram-positiva, 

por possuir uma espessa camada de peptidoglicano que retém o corante cristal 

violeta, durante a coloração de Gram. No meio ágar sangue suas colônias 

geralmente se apresentam com coloração amarelo ouro devido a produção de 

carotenoides, podendo apresentar β-hemólise (KONEMAN et al., 2014; MURRAY et 

al., 2009). 

S. aureus coloniza as fossas nasais, a pele e o períneo. No entanto é um 

patógeno humano de extrema importância que causa uma gama ampla de diferentes 

tipos de infecções que pode variar de infecções cutâneas e respiratórias a 
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bacteremias. Uma vez na corrente sanguínea, pode ser introduzido em diferentes 

locais causando graves manifestações. S. aureus pode induzir ainda intoxicações 

alimentares estafilocócicas pela produção de enterotoxinas (DAVID; DAUM, 2010). 

 S. aureus é um importante patógeno humano responsável pela alta taxa de 

morbimortalidade em nível hospitalar, sendo um dos principais causadores de 

Infecção Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS). Sendo associado as infecções 

adquiridas não só no ambiente hospitalar, mas também na comunidade onde possui 

uma alta frequência e patogenicidade (BREVES et al., 2015). 

  

2.1.1 Fatores de virulência 

 

Uma infecção é considerada bem-sucedida quando os fatores de virulência 

atuam. Existem vários fatores de virulência que são secretados e associados a 

superfície celular. Estes fatores quando expressos promovem adesão aos 

componentes da matriz extracelular do hospedeiro, danificam as células do 

hospedeiro e protegem a bactéria do sistema imune (FOSTER, 2005 apud ACOSTA 

et al., 2017). Os diferentes resultados de uma infecção estafilocócica vai depender 

dos diferentes fatores de virulência como também das combinações desses fatores, 

o local da infecção e a resposta imune do hospedeiro (LOWY, 1998 apud ZECCONI; 

SCALI, 2013).  

Segundo Velázquez-Meza (2005), os fatores de virulência podem ser 

classificados, basicamente, em três categorias: a) fatores relacionados com a 

aderência as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, como a produção de 

moléculas de fibrinogênio, fibronectina, colágeno ou da enzima coagulase; b) fatores 

relacionados com a evasão da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas 

estafilocócicas (SEs A-E, G-J, K, L, M, O e P), a toxina da síndrome do choque 

tóxico, a proteína A, lipases e polissacarídeos capsulares; e c) fatores relacionados 

com a invasão na célula do hospedeiro e a penetração nos tecidos ou adesão de 

superfícies de cateteres e proteases, os quais incluem as proteínas (toxinas) α, β, δ, 

γ e δ – hemolisinas. 
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2.1.1.1 Alfa-toxina (Hla) ou alfa-hemolisina 

 

 A alfa-toxina, codificada pelo gene hla, é capaz de lisar um amplo espectro 

de tipos celulares como células epiteliais, endoteliais, monócitos, macrófagos e 

neutrófilos. Ela é considerada um dos principais fatores de patogenicidade, 

provocam efeitos hemolíticos, dermonecróticos e neurotóxicos. Esta toxina é capaz 

de formar poros heptaméricos nas células levando a quebra da membrana celular 

(HODILLE et al., 2017). Os poros permitem o efluxo dos íons potássio e o influxo 

dos íons de sódio e cálcio provocando um edema osmótico e lise celular. Por causar 

hemólise nos eritrócitos, a alfa-toxina é responsável pelo aparecimento do halo 

transparente ao redor das colônias de S. aureus no meio Agar sangue de carneiro 

(KONEMAN et al, 2014).  

A expressão de hla foi relatada como sendo regulada positivamente durante a 

infecção. A alfa-toxina pode provocar desde infecção na pele a infecções invasivas 

letais determinando, neste sentido, seu papel na patogênese do Staphylococcus 

aureus bem estabelecida. Por esta razão, existe um grande interesse por parte de 

pesquisadores de incluir esta toxina como potencial alvo para o desenvolvimento de 

vacinas (TABOR et al., 2016). 

A alfa-toxina aumenta a produção in vivo das citocinas interleucina-1 (IL-1), 

IL-6 e IL-8 e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), e tem efeito sobre as citocinas 

envolvidas na adaptação da imunidade, em especial IL-17 (BERUBE & 

WARDENBURG, 2013). 

Mesmo em níveis sub-líticos, Hla demostra afetar as células da imunidade 

inata, estimulando uma resposta hiper inflamatória característica das pneumonias 

bacterianas, rompendo as barreiras epiteliais e endoteliais (TABOR et al., 2016). 

 

2.1.1.2 Beta-toxina (Hlb) ou beta-hemolisina  

 

A hemolisina beta tem a capacidade de degradar a esfingomielina, sendo 

tóxica para muitos tipos de células, incluindo os eritrócitos humanos (BROOKS et al., 

2014). É uma exotoxina que precisa de íons de magnésio para atuar sobre seu 
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substrato, esfingomielina e lisofosfatidilcolina presentes na membrana dos eritrócitos 

(KONEMAN et al., 2014).  

A beta toxina interage com as células de carneiro a 37 °C sem promover lise, 

no entanto se as hemácias são colocadas a 4 °C, as células são lisadas. Esta 

observação é feita em placas de ágar sangue a 37 °C onde não ocorre hemólise e 

uma hemólise completa a 4 °C. Por esta razão a beta toxina é conhecida como 

quente-frio (HUSEBY et al., 2007). 

A toxina beta é uma esfingomielinase neutra que forma ligações covalentes 

entre Staphylococcus aureus na presença de DNA, denominada pelos autores de 

atividade de biofilme ligase, produzindo um material insolúvel na matriz de 

nucleoproteína in vitro. Também foi demonstrado que a toxina beta estimula 

fortemente a produção de biofilme in vivo. Os autores sugeriram que a reticulação da 

toxina beta na presença do eDNA (DNA extracelular) auxilia na formação da 

estrutura esquelética sobre a qual os biofilmes estafilocócicos são estabelecidos 

(HUSEBY et al., 2010). 

 

2.1.1.3 Gama-toxina (Hlg) ou gama-hemolisina ou toxina de Panton-Valentine 

 

 Para que a atividade hemolítica da gama-toxina possa acontecer é necessário 

a ação conjunta de dois polipeptídios codificados por dois genes independentes. Os 

polipeptídios foram denominados componentes S e F (Slow- and Fast-eluting 

Proteins). Quando o isolado produz os dois polipeptídios pode estar presente uma 

das três unidades S (HlgA, HlgC e LukS-PV) e uma das unidades F (HlgB e LukF-

PV), sendo assim possível seis formas da toxina. Em 1995 foram clonados e 

sequenciados os genes   lukS-PV e lukF-PV (Panton-Valenine-Leukocidin) 

(ACOSTA et al., 2017). 

A leucocidina de Panton-Valentine (PVL) é uma citotoxina capazes de formar 

poros heptaméricos nas membranas dos leucócitos levando a sua destruição, 

provocando a necrose tecidual, facilitando a formação de abscessos. Os genes 

codificadores desta exotoxina são lukF e lukS (GELATTI et al., 2009).          

Staphylococcus aureus que possuem esta enzima podem causar infecções de 

pele e tecidos mole como furunculoses (93%) e abscessos (50%), como também 
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pneumonia (10%) com alto grau de mortalidade. Nas cepas de Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina de origem comunitária é mais frequente a produção de 

PVL do que nas MRSA de origem hospitalar ou nas cepas sensíveis a meticilina (DE 

COLSA, 2011). 

Abente et al. (2016) determinaram a frequência de MRSA e PVL em isolados 

ambulatoriais de pacientes com infecções de pele e tecidos moles entre 2012 e 

2014. Foram avaliados neste estudo 70 isolados de Staphylococcus aureus com 

54% desse resistentes a meticilina. O gene Luk-PV foi detectado em 15,7% dos 

isolados de S. aureus sendo oito resistentes a meticilina e três sensíveis. 

A PVL e a alfa-hemolisina são seguramente as toxinas mais reconhecidas 

quanto aos efeitos dos antibióticos na expressão da virulência. Vários relatos 

publicados indicam um aumento da expressão gênica de PVL em cepas de 

diferentes origens cultivadas com beta-lactâmicos. Os autores afirmam que existem 

fortes evidências que sub-CMIs de oxacilina e nafcilina aumentam a expressão 

gênica de PVL. A clindamicina, linezolida e rifampicina suprimem a expressão, 

enquanto a vancomicina não afeta a modulação da expressão (HODILLE et al., 

2017). 

A existência da LPV está associada a uma situação clínica com mais 

gravidade e com recidivas das lesões que podem ser profundas e múltiplas, 

usualmente a transmissão é feita por contato independente da resistência à 

meticilina. Staphylococcus aureus positivos para esta toxina são frequentemente 

resistentes a múltiplos fármacos (KLEIN et al., 2020). 

 

2.1.1.4 Delta-toxina (Hld) ou delta-hemolisina 

 

A toxina delta é uma exotoxina de baixo peso molecular que forma estruturas 

poliméricas com capacidade de lisar diferentes tipos celulares, sendo produzida por 

97% dos isolados de Staphylococcus aureus (ACOSTA et al., 2017). 

A hemolisina delta pode provocar diarreia aguda pois é capaz de inibir a 

absorção de água pelo íleo por promover alterações do mecanismo de ação do 

monofosfato de adenosina cíclico (AMP-c). Atua como detergente pois possui 
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propriedades tensoativas sendo responsáveis pelos efeitos sobre as membranas de 

eritrócitos, macrófagos, linfócitos, neutrófilos e plaquetas (SANTOS et al., 2007). 

 

2.1.1.5 Toxina do choque tóxico 

 

A Toxina do Choque Tóxico (TSST-1) é a responsável pela síndrome do 

choque tóxico (TSS). Esta síndrome for descrita pela primeira vez em 1978 por 

Todde e colaboradores em crianças. Posteriormente, a TSST-1 foi associada como 

uma síndrome ligada a mulheres no período menstrual (mTSS), devido ao uso de 

tampões menstruais (SHARMA et al., 2018).  

Os tampões menstruais contêm uma grande quantidade de oxigênio para 

aumentar o seu poder de absorção, deste modo o ambiente de anaerobiose da 

vagina diminui e o aumento de oxigênio torna o ambiente favorável para o 

Staphylococus produzir a toxina-1 choque estafilocócico (TSST-1) que necessita 

obrigatoriamente de oxigênio para sua produção, no entanto não precisa do mesmo 

para crescer (SCHLIEVERT et al., 2019). 

Para que a mTSS se estabeleça é necessário quatros fatores ocorram: (a) 

colonização vaginal com cepas de Staphylococcus aureus toxigênicos; (b) produção 

de TSST-1, para isso o gene tem que ser expresso e regulado pela presença do 

oxigênio, dióxido de carbono e pH neutro; (c) penetração através do epitélio de uma 

concentração suficiente de TSST-1 capaz de causar doença; e (d) ausência de 

títulos suficientes de anticorpos neutralizantes anti-TSST-1. Ou seja, ela precisa 

driblar as defesas do hospedeiro, evitando ser degradada por proteases ou inativada 

pelos anticorpos IgM ou IgG que estão presentes no epitélio vaginal (PARSONNET 

et al., 2005). 

  Casos de TSS não menstruais podem surgir de colonização de ferimento 

cirúrgico com ou sem infecção, queimaduras, tamponamento nasal, pneumonia pós 

influenza, infecções pós-partos e locais de infusão de insulina, a infecção invasiva 

não é necessária para o desenvolvimento do Staphylococcus aureus TSS 

(BURNHAM; KOLLEF, 2015). Casos de ocorrência de TSS não associados a 

menstruação (nmTSS) também foi relatado em crianças de faixa etária de 1 a 14 
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anos, tanto do sexo feminino quanto do sexo masculino (HASAN; HWAID; MAHDI, 

2017).  

A TSS é uma condição de risco de vida causada por Staphylococcus aureus 

produtora de toxinas superantígeno. Esses superantígenos iniciam uma grande 

quantidade de liberação de citocinas provocando o aparecimento de sintomas como 

rash cutâneo, febre, hipotensão e sinais de envolvimento de múltiplos órgãos. Esta é 

uma síndrome de alta taxa de mortalidade e morbidade, neste sentido, a rápida 

identificação da TSS para implementação de um tratamento apropriado é de 

fundamental importância (WILKINS et al., 2017). 

Os sintomas multissistêmicos ocorrem por causa dos efeitos tóxicos da TSST-

1 que desencadeiam secreção maciça de citocinas pelos linfócitos T que levam a 

hipotensão e falência de vários órgãos. A ocorrência da TSS é verificada nos 

extemos da idade, sendo a mortalidade maior em pacientes com comorbidades, em 

recuperação de infecção por varicela e que fazem uso de anti-inflamatórios não 

esteroides. Tem uma incidência de 1-5 por 100.00 habitantes. A cultura e sinais 

clínicos são a base para o diagnóstico de TSS, porém a presença ou ausência do 

Staphylococcus aureus não afetará o prognóstico (DÍAZ et al., 2016). 

Os sinais da insuficiência de múltiplos órgãos incluem arritmias, falha renal, 

falha hepática, coagulação intravascular disseminada e síndrome da insuficiência 

respiratória aguda (FREIMAN; BORSUK; SASSEVILLE, 2005).  

 

2.1.1.6 Enterotoxina estafilocócicas (SEs) 

 

A intoxicação alimentar estafilocócica é uma doença causada pela ingestão 

de alimentos contaminados com cepas de Staphylococcus aureus produtoras de 

enterotoxinas (SEs) (FEITOSA et al., 2017). As enterotoxinas são proteínas de 

cadeias curtas que contêm na sua estrutura primária os aminoácidos lisina, ácido 

aspártico, ácido glutâmico e tripsina (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). 

A adaptação do Staphylococcus aureus no alimento acaba causando a 

intoxicação alimentar. Diferentes alimentos especialmente os úmidos que integram 

amido e/ou proteínas como carnes, aves, ovos, leite e lacticínios, bem como os 
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produtos de confeitaria podem ser contaminados por SE. Temperaturas de 20-37 °C 

e pH (4-7,4) aumentam rapidamente a produção de SEs (WU et al., 2016).  

Os alimentos curados (ricos em sal) são também transmissores efetivos de 

intoxicação, tendo em vista, que Staphylococcus aureus tem a capacidade de 

sobreviver, multiplicar e produzir enterotoxina em concentrações de até 10% de 

cloreto de sódio (SANTANA et al., 2010).   

Essas toxinas possuem um baixo peso molecular (26 a 30 kDa) e são 

codificadas por elementos móveis como plasmídeos, bacteriófagos e ilhas de 

patogenicidade. Por esta razão, a disseminação horizontal entre populações 

bacterianas é facilitada, são hidrossolúveis e resistentes às ações de enzimas 

proteolíticas como pepsina e tripsina, logo, permanecem ativas mesmo depois da 

digestão (YEINY et al., 2014). As toxinas são termoestáveis e mantém a sua 

patogenicidade mesmo após serem submetidas a altas temperaturas (MACHADO et 

al., 2020).  

Já foram identificadas 23 enterotoxinas como entidades sorológicas distintas, 

incluindo a SEA, SEB, SEC, SED e SEE. A mais frequente no processo de infecção 

alimentar é a SEA e a SEB (WU et al., 2016). Elas podem ser divididas em dois 

grandes grupos: 1) SE com atividade enterotóxica e emética, que compreende as 

SE clássicas, incluindo SEA, SEB, SEC, SED, SEE e SEH; 2) grupo de toxinas 

similares a enterotoxinas de Staphylococcus aureus (JØRGENSEN et al., 2005 apud 

YEINY et al., 2014).  

Essas toxinas são classificadas como superantígenos devido as suas 

habilidades de gerar uma poderosa resposta imune por se ligarem às moléculas do 

Complexo Maior de Histocompatibilidade Classe II (MHC), promovendo uma forte 

estimulação do sistema imunológico pela proliferação de células T, ou seja, a 

combinação de MHC e peptídeos são reconhecidas pelos receptores de células T 

(TcRs) expresso nas células T, estimulando uma resposta imunoespecífica para o 

antígeno peptídico (FRASER, 2011). 

Alguns autores asseguram que a intoxicação alimentar deriva de uma 

resposta inflamatória em todo o trato gastrointestinal, outros relatam que as toxinas 

não atuam diretamente no trato gastrointestinal, mas atuam indiretamente na 
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expressão de citocinas e metabólitos produzidos por células T, bem como de 

macrófagos, monócitos e mastócitos (FEITOSA et al., 2017).     

Para que a intoxicação alimentar se estabeleça, cinco condições 

fundamentais são necessárias: 1. Staphylococcus aureus produtor de enterotoxina 

presente em fontes como matérias primas ou indivíduos portadores; 2. Ocorrer a 

transferência do Staphylococcus da fonte para o alimento; 3. A composição do 

alimento tem que apresentar características físico-químicas que favoreçam o 

crescimento e a toxinogênese de Staphylococcus aureus; 4. Temperatura e tempo 

adequados para o crescimento da bactéria e para a produção de toxinas; 5. Ingestão 

do alimento contaminado em quantidades satisfatórias de enterotoxinas para 

provocar os sintomas (HENNEKINNE; DE BUYSER; DRAGACCI, 2012).  

Os sintomas surgem habitualmente entre duas e seis horas após a ingestão 

do alimento contaminado e consistem em vômito, náuseas, dores abdominais e 

diarreia. Em pessoas com comprometimento do sistema autoimune pode levar a 

óbito. A intoxicação alimentar estafilocócica não é uma doença notificada, por esta 

razão muitos casos e surtos não são relatados (HERRERA; SANTOS, 2015).  

O diagnóstico de intoxicação alimentar por estafilococos geralmente é 

confirmado pela identificação de pelo menos 106 UFC/g de Staphylococcus aureus 

nos alimentos ou pela detecção das SE. Três tipos de métodos são utilizados para 

detectar toxinas bacterianas nos alimentos: bioensaios, biologia molecular e 

imunológico (FEITOSA et al., 2017). 

O tratamento consiste normalmente na reidratação do indivíduo por causa da 

perda líquida no vômito e diarreia, quando a perda do líquido é grande é necessário 

a internação para reposição endovenosa (KONEMAN et al., 2014). 

2.1.1.7 Toxina esfoliativa  

 

 As toxinas esfoliativas (TE) também conhecidas como toxinas epidermolíticas 

são moléculas pequenas, com aproximadamente 30 kDa. São serinoproteases do 

tipo quimiotripsina, produzidas e secretadas pela bactéria para o ambiente externo, 

provocando efeitos sistêmicos no hospedeiro. As proteases reconhecem e clivam 

caderinas desmossômicas (desmogleinas, Dsg-1) somente nas camadas superficiais 
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da pele. Este efeito é diretamente responsável pela manifestação da síndrome da 

pele escaldada estafilocócica (SSSS) (BUKOWSKI et al., 2010).  

Segundo Araújo et al. (2017) a síndrome da pele escaldada (SSSS) é o 

resultado da produção de toxinas pelo Staphylococcus aureus e se apresenta sob 

duas formas: a síndrome esfoliativa generalizada (Doença de Ritter) que envolve 

boa parte da superfície corporal, sendo de natureza grave com risco de vida e a 

forma local ou impetigo bolhoso caracterizado por bolhas eritematosas.  

A característica principal da síndrome da pele escaldada (SSSS) é a 

esfoliação da pele. A manifestação inicial é a febre, mal-estar, letargia e falta de 

apetite seguida de erupções cutânea eritematosas com bolhas e líquido no interior. 

As bolhas, geralmente livres de Staphylococcus cultiváveis, se rompem levando a 

toxina as diferentes partes do corpo pela corrente sanguínea. Uma forma especifica 

da SSSS é o impetigo bolhoso (BUKOWSKI et al., 2010). 

A incidência estimada da doença está entre 0,09 e 0,56 por milhão de 

habitantes, acometendo mais frequentemente recém-nascidos e crianças. Esta 

doença também ocorre em adultos, que geralmente são imunocomprometidos e/ou 

portadores de doença renal crônica. A taxa de mortalidade nas crianças varia de 3,6-

11%, nos adultos a taxa de mortalidade é elevada ficando entre 40-63%, isto 

possivelmente em virtude de comorbidade existente (HANDLER; SCHWARTZ, 2014; 

ARAÚJO et al., 2017). 

A SSSS ocorre geralmente em bebês e crianças que têm sistemas 

imunológicos imaturos. Quando as crianças são submetidas ao tratamento 

adequado a taxa de mortalidade é baixa em torno de 5%, no entanto, quando afeta 

adultos, em especial os imunossuprimidos, a taxa de mortalidade aumenta 

consideravelmente ficando em aproximadamente em 59% (OLIVEIRA et al., 2018).  

O impetigo bolhoso é mais comum em criança, sua frequência é maior 

quando na pele já existe algum traumatismo (picada de inseto, dermatite 

pruriginosa). É considerada uma forma leve da síndrome da pele escaldada (SSSS), 

onde a toxina não se espalha além do foco infeccioso (PÉREZ; GARCIA-ROMERO, 

2017) 

O impetigo bolhoso está mais associado à produção de ETA enquanto a 

síndrome esfoliativa generalizada com a produção de ETB. A ETD está relacionada 
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com a formação de abscessos e furúnculos, provocando danos extensivos na pele 

(ARAUJO et al., 2017). 

 As toxinas A/B/C/D são as principais TEs conhecidas, sendo a A, B e C as 

mais frequentes em danos a pele humana. Em torno de 5% das cepas de 

Staphylococcus aureus produzem essas toxinas. A prevalência da toxina esfoliativa 

A se encontra na Europa, África e América (OLIVEIRA et al., 2018). 

ETA, ETB e ETD são estruturalmente homólogas, a ETA é codificada pelo 

gene eta do DNA cromossomal, a ETB é codificada pelo gene etb de um DNA 

plasmidial e a ETD é codificado pelo gene etd de um DNA cromossomal em uma ilha 

de patogenicidade (MARIUTTI et al., 2017). As toxinas ETA e ETB provocam 

sintomas dermatologicamente idênticos agindo sobre a Dsg-1. As manifestações 

clínicas que ocorrem estão diretamente ligadas a clivagem das caderinas 

desmossomais das camadas superficiais (BOTKA et al., 2017). 

O diagnóstico clínico do impetigo é realizado pela identificação do patógeno 

por meio do crescimento em cultura ou pela reação em cadeia da polimerase (PCR). 

A realização da cultura permite a pesquisa de resistência por meio da realização do 

antibiograma, dando um direcionamento melhor para o tratamento (GALLI et al., 

2019). O tratamento é realizado com o uso de antibióticos tópicos em casos de 

lesões mais leves e em casos de lesões mais intensas é recomendado o uso de 

antibióticos sistêmicos (PÉREZ; GARCIA-ROMERO, 2017). Caso não tratado pode 

evoluir e se espalhar provocando celulites, osteomielite, artrite, pneumonia, sepse e 

SSSS (GALLI et al., 2019). 

 

2.1.2 Produção de enzimas  

 

A coagulase, protease, hialuronidase, lipase e fosfolipase são enzimas 

extracelulares que permitem a penetração e invasão nos diferentes tecidos. A 

produção dessas enzimas está relacionada ao alto grau de patogenicidade do 

Staphylococcus aureus (YEINY et al., 2014).   

A enzima coagulase é secretada por todos os Staphylococus aureus e usada 

rotineiramente no laboratório de análises clínicas para identificação deste 

microrganismo em infecções humanas (KONEMAN et al., 2014). Esta enzima pode 
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ser produzida como produto livre ou pode ficar ligada a parede bacteriana, desta 

forma pode haver precipitação da fibrina na superfície dos Staphylococcus aureus 

impedindo a sua destruição ou digestão por células fagocitárias. Elas ativam a 

protrombina em trombina que consequentemente converte o fibrinogênio em fibrina 

estimulando a coagulação (ECHIODA-OGBOLE et al., 2018). 

As lipases produzidas pelo Staphylococcus aureus inativam os lipídeos 

bactericidas, interferindo deste modo com a função dos granulócitos e aumentando a 

sobrevivência da bactéria no hospedeiro. Estudos sugerem que a lipase pode 

desempenhar um importante papel na formação de biofilmes (HU et al., 2012). 

O ácido hialurônico é um dos principais componentes da matriz extracelular 

de mamíferos que dependendo do seu peso molecular atuam de forma a interferir no 

processo inflamatório. Quando a massa molecular é alta, funcionam como anti-

inflamatório e imunossupressor, no entanto, quando a massa molecular é 

baixa/média, promovem produção de citocinas inflamatórias. Esses ácidos atuam 

também como barreiras para prevenir a propagação de patógenos. Staphylococcus 

aureus produz a enzima hialuronidase para clivar o ácido hialurônico durante a 

infecção, facilitando a propagação local da infecção para tecidos adjacentes 

(IBBERSON et al., 2016). 

A enzima nuclease é um fator de virulência importante e tem um papel 

colaborador para doenças invasivas. Elas conseguem driblar as armadilhas dos 

neutrófilos, hidrolisam o DNA e modulam a formação de biofilme. Esta enzima tem 

sido usada como marcador para detecção direta de Staphylococcus aureus (OLSON 

et al., 2013). 

Staphylococcus aureus produz uma variedade de proteases entre elas as 

cisteínas proteses, as estafofaínas A (ScpA) e B (ScpB), metaloproteinase, 

aureolisina (Aur), serina protease (V8 ou SspA) e proteínas semelhantes a 

serinoproteases (Spls), todas codificadas em um operom reguladas positivamente 

pelo sistema Quorum Sensing. Essas proteases além de serem fatores de virulência 

(clivam proteínas de superfície estafilocócicas, modulam a resposta imune e 

promovem a degradação do tecido do hospedeiro), ajudam na aquisição de 

nutrientes. Também podem lisar proteínas específicas do hospedeiro, a estafofaína 
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(SspB) degrada colágeno, fibronectina humana e fibrinogênio (LEHMAN et al., 

2019). 

 

2.1.3 Biofilme 

 

Biofilme são comunidades de microrganismos que estão ligados a uma 

superfície promovendo uma ação importante na persistência de infecções 

bacterianas (Figura 1). Desta forma, essas bactérias são mais resistentes aos 

antibióticos em comparação às bactérias planctônicas. O termo biofilme foi 

introduzido formalmente em 1978 (COSTERTON; GEESEY; CHENG,1978 apud 

RABIN et al., 2015). 

O biofilme pode se fixar às superfícies bióticas e abióticas sendo envolvido 

por uma complexa matriz extracelular de substâncias poliméricas (EPS) compostas 

por um ou mais polissacarídeos extracelulares, DNA e proteínas. Os biofilmes 

apresentam estruturas variadas que dependem das bactérias que os constituem e 

as condições que o biofilme foi formado (MENOITA et al., 2012). 

 

Figura 1 – Figura demonstrativa da estrutura do biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rabin et al. (2015). 

  

No biofilme podem ser encontrado dois tipos de células, as células sésseis, 

que se aderem à superfície e as células planctônicas que estão dispersas no meio, 

com capacidade de iniciar um ciclo de novos biofilmes (Figura 2).   



33 

 

 

 

Figura 2 – Ciclo do biofilme. 

 

 

  Fonte: Schilcher & Horswill (2020). 

  

As células planctônicas se aderem à superfície de forma reversível em um 

primeiro estágio, neste momento é importante a concentração de moléculas 

orgânicas no meio aquoso que tem contato com a superfície sólida. No segundo 

estágio, as células se prendem a superfície de forma irreversível. O processo de 

formação do biofilme é facilitado quando presentes pilli, flagelos e fimbrias. Após a 

adesão, inicia-se a produção de matriz extracelular e proliferação celular, 

culminando com o início da maturação do biofilme. A maturação completa do 

biofilme ocorre em seguida, com dispersão de células planctônicas responsáveis 

pela propagação do biofilme, iniciando um novo processo de aderência (MONROE 

et al., 2007; MENOITA et al., 2012; RABIN et al., 2015; SCHILCHER; HORSWILL, 

2020). 

Os biofilmes podem se desprender na fase de dispersão por algumas 

possíveis causas como: alterações do ambiente externo, alterações internas do 

biofilme e a degradação enzimática endógena (CARVALHO et al., 2019). 
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A adesina intercelular polissacarídica (PIA), também conhecida como poli-N-

acetil-glicosamina, é o exopolissacarídeo relacionado ao biofilme no gênero 

Staphylococcus. A PIA é um polímero linear composto por resíduos de glicosamina. 

Quatro proteínas conduzem a biossíntese da PIA, as IcaA, IcaB, icaC e IcaD. A IcaC 

está envolvida na formação de oligômeros longos e no transporte de oligômeros 

para o espaço extracelular (MACK et al., 1996; CUE; LEI; LEE, 2012). 

Em uma pesquisa realizada por Thurlow et al. (2011) para determinar como 

ocorre a fagocitose e a diminuição da resposta inflamatória pela formação de 

biofilme foi demonstrado que os biofilmes de Staphylococcus aureus são capazes de 

diminuir as respostas pró-inflamatórias do hospedeiro, este fato pode explicar a 

persistência de infecção por biofilmes em pacientes imunocompetentes. 

A fase inflamatória de feridas crônicas geralmente é prolongada pela 

presença do biofilme. Esses biofilmes são mais resistentes aos antibióticos do que 

as células planctônicas e geralmente são polimicrobianos, o que explica a pouca 

atuação de antibióticos, ou seu uso limitado em feridas crônicas (ZHAO et al., 2013). 

            Segundo Percival; McCarty; Lipsky (2015), os biofilmes podem ser 

encontrados em todas as feridas agudas ou crônicas, no entanto a razão das feridas 

crônicas não cicatrizarem em tempo hábil é a virulência e a patogenicidade do 

biofilme. Os estudos relatam que o biofilme impede a formação de fibroblastos no 

hospedeiro diminuindo o processo de cicatrização e a eficácia da terapia 

antimicrobiana. Os biofilmes também evidenciam induzir uma reação inflamatória no 

hospedeiro regulando positivamente muitos genes ligados as MMPs 

(metaloproteinases da matriz). 

O sucesso do Staphylococcus aureus como patógeno é determinada pela 

tendência de adaptação do microrganismo a diferentes microambientes, apontando 

que a patogênese funciona como um processo complexo que vai depender dos 

fatores de virulência e da resistência do hospedeiro. Neste sentido a patogenicidade 

é o resultado da interligação complexa de sistemas regulatórios que respondem a 

múltiplos sinais do hospedeiro, do ambiente e da população bacteriana (HAAG; 

BAGNOLI, 2016). 
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2.1.4 Quorum Sensing 

 

Quorum Sensing (QS) é um mecanismo pelo qual as bactérias monitoram a 

densidade celular e regulam comportamentos coletivos.  Na formação de um 

biofilme as bactérias precisam regular sua expressão gênica e algumas utilizam o 

mecanismo de Quorum Sensing. Na regulação da expressão gênica muitos fatores 

intra e intercelulares estão envolvidos. Estes fatores ou moléculas sinalizadoras são 

denominados autoindutores (AI). O Quorum Sensing é capaz de induzir as 

moléculas sinalizadoras (AI) para comunicação entre as células (RABIN et al., 2015).  

No gênero Staphylococus, o regulador gene acessório (agr) é o sistema de 

Quorum Sensing gênero-específico que usa um peptídeo pós-traducional modificado 

como um sinal autoindutor, chamados de peptídeos autoindutores (PAI) (KONG; 

VUONG; OTTO, 2006). 

Staphylococcus aures possui dois sistemas de QS codificados pelo locus agr. 

A ativação do sistema agr faz com que S. aureus modifique seu estado comensal de 

adesão e colonização para o estado de um patógeno invasivo e agressivo, 

participando ativamente na regulação de genes de virulência. Regulam 

positivamente a α-hemolisina, promovem repressão da síntese da proteína A, 

reduzem a expressão de adesinas de superfície e aumenta a produção de cápsula, 

toxinas e proteases, participam na formação de biofilme e na comunicação entre as 

células. Mais de 70 genes são regulados pelo sistema agr, desses 23 são fatores de 

virulência (ANTUNES et al., 2010). 

Para detecção do Quorum Sensing, inicialmente ocorre pelo Staphylococcus 

aureus a síntese do peptídeo linear codificado em AgrD. O AgrD começa a interagir 

com a endopeptidase transmembrana AgrB que por sua vez vai promover a 

secreção de AgrD, peptídeo autoindutor (PAI). Quando a densidade celular é baixa, 

a concentração de PAI não é capaz de ativar o sensor histidina quinase AgrC. No 

entanto, aumentando a concentração celular e por conseguintes concentrações de 

PAI, AgrC é ativado e sofre autofosforilação, transferindo em seguida o grupo fosforil 

ao regulador de resposta AgrA. Este vai se ligar aos promotores P2 e P3 do locus 

agr, acarretando uma forte indução de sua transcrição, com autoamplificação do seu 

sinal. Com a ativação da cascata do QS ocorre amplificação do RNA III. O RNA III 
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pode induzir ou reprimir expressões de fatores de virulência (Figura 3) 

(RUTHERFORD; BASSLER, 2012). 

 
Figura 3 – Representação do sistema de detecção quorum sensing codificado pelo locus regulador de 

gene acessório (agr) em Staphylococcus aureus. 
 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Rutherford e Bassler (2012). 

 

2.1.5 Mecanismo de evasão da resposta imune  

 

Vários fatores podem estar ligados ao mecanismo de evasão da resposta 

imune de Staphylococccus aureus e o estabelecimento desses fatores está 

diretamente ligado ao sucesso da infecção. Após violação epitelial e invasão 

sistêmica, Staphylococcus penetra na corrente sanguínea e secreta uma série de 

moléculas para evitar a sua destruição. Essas moléculas inibem a opsonização 

mediante a expressão de proteínas anti-opsônicas, inibem a ativação do 

complemento e a adesão de neutrófilos ao endotélio vascular, por impedir a 

diapedese, deste modo ocorre a inibição do extravasamento de neutrófilos dos 

vasos para os tecidos infectados (FOSTER, 2005). A enzima lipase vai atuar 

diminuindo a atividade pró-inflamatória do S. aureus em conjunto com a lipoproteína 

molecular padrão ou padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (CHEN; 

ALONZO, 2019).  
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A cápsula e a adesina intercelular polissacarídica (PIA) inibem a fagocitose, 

sendo que a inibição pela PIA pode ocorrer pela proteção da superfície celular de 

ataques de fagócitos ou contribuindo para a rede de biofilmes, pois é um 

componente importante na matriz de biofilme de Staphylococcus (CERCA et al., 

2007). 

Outro mecanismo de evasão da resposta imune e a formação de trombos 

com uma ação combinada de dois fatores de coagulação, a coagulase e o fator de 

Von Willebrand. Esses fatores reagem com a protrombina formando o complexo 

estafilotrombina que converte o fibrinogênio em fibrina culminando na coagulação ou 

formação de trombos.  S. aureus utiliza o fator A de aglutinação – ClfA 

(Clumping fator A) para se aderir aos coágulos de fibrina, formando agregados 

bacterianos de fibrina (CHENG et al., 2010; MCADOW et al., 2011).  

As espécies reativas de oxigênio podem ser formadas no momento da 

ingestão de S. aureus pelos neutrófilos no interior do fagossomo pela enzima 

mieloperoxidase (MPO) liberada dentro do fagossomo pelos grânulos primários dos 

neutrófilos. S. aureus tem muitos mecanismos que oferecem resistência e inibição a 

produção de espécies reativas de oxigênio sendo a estafiloxantina (pigmento 

amarelo do S. aureus) um importante componente.  Os grânulos primários também 

podem liberar peptídeos antimicrobianos (AMPs) que podem ter a sua ação reduzida 

por proteases (KOBAYASHI; MALACHOWA; DELEO, 2018).  

A produção de α-toxina é uma das mais importantes contribuições em termos 

da patogênese. Esta toxina funciona como uma citolisina para as células dos 

leucócitos, induz um processo inflamatório e possivelmente fazendo parte dos 

processos que levam à morte celular por piroptose. As leucocidinas de Panton-

Valentine codificadas pelos genes lukS-PV e lukF-PV são outras toxinas importantes 

no processo de lise dos leucócitos (CHEUNG et al., 2021). 

 

2.2 RESISTÊNCIA DE Staphylococcus aureus AOS ANTIMICROBIANOS  

 

Os mecanismos de resistência de Staphylococus aureus são bem 

determinados. Alguns antibióticos como vancomicina, daptomicina, clindamicina e 

linezolida são utilizados como recurso terapêutico para infecções por linhagens 
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resistentes a antibióticos como ocorre em Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA). No entanto, estes Staphylococcus desenvolvem resistência 

mesmo com terapias de último recurso, ocasionando falhas terapêuticas e aumento 

de mortalidade (DAVID; DAUM, 2010). 

 S. aureus possui em seu genoma uma flexibilidade que lhe permite a 

capacidade de se adaptar a diversas condições ambientais. Dentre elas são 

incluídas a aquisição de genes de resistência a antibióticos e o mecanismo de se 

adaptar a concentrações crescentes de antibióticos (DUMITRESCU, 2010).  

 Os antibióticos são utilizados para tratamento e profilaxia de infecções 

humanas e animais, mas também tem seu uso na avicultura industrial para 

prevenção de infecção e como promotores de crescimento na ração animal.  Devido 

ao uso irracional de antibióticos a resistência do Staphylococcus aureus tem 

aumentado cada vez mais, levando a uma escolha limitada de antibióticos e falhas 

no tratamento (PARTHASARATHY; CHOUGALE, 2021).  

 

2.2.1 β-lactâmicos 

 

Os beta-lactâmicos são uma classe de antibióticos que apresentam uma 

mesma estrutura básica que consiste em um anel β-lactâmico. Em sua maioria são 

bactericidas para os microrganismos sensíveis, pois agem na parede celular, 

impedindo que as camadas de peptidoglicano mantenham-se estáveis, tornando a 

bactéria mais susceptível à lise osmótica. Eles se ligam às Proteínas Ligadoras de 

Penicilinas (PBPs) de forma irreversível, impedindo a transpeptidação (ligação-

cruzada) do peptidoglicano (MACHADO et al., 2019).  

Pertencem a classe dos β-Lactâmicos as penicilinas, cefalosporinas, 

monobactâmicos e carbapenêmicos. A oxacilina e meticilina são penicilinas β-

lactamase estáveis, ou seja, não são hidrolisadas pela penicilinase, enzima que 

hidrolisa o anel azetidinona. Todos os antibióticos β-lactâcmicos têm um elemento 

estrutural farmacofórico em comum, o anel azetidinona de quatro membros, ou anel 

β-lactâmico (Figura 4) (CLSI, 2018; GUIMARÃES; MOMESSSO; PUPO, 2010). 
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Figura 4 – Estrutura geral das a) penicilinas, b) cefalosporinas, c) monobactâmicos e d) 

carbapenêmicos com destaque para o anel β-lactâmicos (vermelho). 

 

 

  
 

 
Fonte: A autora (2022). 

 
 

A resistência a penicilina foi observada logo nos primeiros anos da sua 

utilização, no início da década de 1940, quando houve o surgimento em diferentes 

regiões de cepas resistentes. A resistência era mediada por aquisição de genes que 

codificavam a enzima penicilinase (Figura 5).  Essas cepas produtoras de 

penicilinase fizeram com que o uso da penicilina se tornasse limitado.  Em 1960 

surgiu no mercado a meticilina como uma alternativa terapêutica as linhagens 

produtoras de penicilinase, nesta ocasião cerca de 80% dos isolados de 

Staphylococcus aureus eram resistentes a penicilina (ROSSI; ANDREAZZI, 2006).  

Após a introdução da meticilina na clínica médica foi relatado os primeiros 

casos de resistência dos Staphylococcus aureus. O principal mecanismo de 

resistência a meticilina é a produção da proteína ligadora de penicilina 2a (PBP2a) 

codificada pelo gene mecA. Este gene é parte de um elemento denominado cassete 

cromossômico estafilocócico mec (SCC mec) (MARTINEZ-MARTINEZ, 2016). 
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Figura 5 – Quebra do anel β-lactâctamico (a) em ácido penicilóico (b) pela ação da enzima 

penicilinase. 

 

Fonte: Adaptado de Brunton et al. (2012). 

 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) foi definido como S. 

aureus que detém o gene mecA ou apresenta resistência fenotípica a 

oxacilina/cefoxitina (HOSOSAKA et al., 2007; SAEED et al., 2014).  

Isolados de S. aureus resistentes à meticilina/oxacilina (MRSA) são 

resistentes a todos os antibióticos β-lactâmicos, com exceção das cefalosporinas 

mais recentes com atividade anti-MRSA, cefalosporinas de 5 geração (ceftarolina, 

cetobiprole). Os MRSA já foram restritos em grande parte a hospitais, outros 

ambientes de assistência médica e pacientes que frequentavam essas instalações. 

Em meados dos anos 90, no entanto, houve uma explosão no número de infecções 

MRSA relatado em populações sem fatores de risco para exposição ao sistema de 

saúde (CLSI, 2018; BATISTA et al., 2015; DAVID; DAUM, 2010). 

Atualmente, o MRSA é endêmico em hospitais de todo o mundo e o 

surgimento de MRSA associado a comunidade (CA) provocou um alerta em toda a 

população médica (SHARIATI et al., 2020). 

Existem diferenças genéticas, clínica e epidemiológicas entre os isolados de 

MRSA de origem comunitária (CA-MRSA) e MRSA de origem hospitalar (HCA-

MRSA). Uma diferença de grande importância são os tipos de SCCmec 

(Staphylococcal Cassette Chromossome mecA) entre os dois tipos de isolados. O 

SCCmec dos tipos I a III são carreados pelos isolados hospitalares enquanto os CA-

MRSA estão mais associados ao SCCmec tipo IV. O tipo IV é um elemento genético 

mais móvel e menor, além de carregar um número mais limitado de genes de 
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resistência. Os tipos I e II tem mais determinantes de resistência. Desta forma, os 

HCA-MRSA tendem a ser resistentes a múltiplos fármacos e os CA-MRSA 

resistentes apenas aos β-lactâmicos (CARVALHO; BEREZIN; MIMICA, 2012). 

   Alguns isolados de Staphylococcus aureus mecA positivo são susceptíveis a 

oxacilina/cefoxitina sendo referido como MSRA susceptível a oxacilina (OS-MRSA), 

fato descritos em diferentes partes do mundo. A frequência desses isolados é de 

aproximadamente 3%. No entanto já foi relatado casos de reversão de OS- MRSA 

durante uso prolongado do antibiótico (SAEED et al., 2014; PROULX et al., 2016). 

De acordo com o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility testing 

(BrCast) se o gene mecA for detectado o isolado deve ser sempre relatado como 

resistente (BrCAST, 2018).  

A cefoxitina é um marcador muito sensível e específico da resistência 

mediada por mecA/mecC e é o fármaco de eleição para o disco-difusão.  Isolados 

testados com cefoxitina, devem ser relatados oxacilina sensível ou resistente com 

base no resultado da cefoxitina. Os pontos de corte da resistência à meticilina são 

um CMI de oxacilina ≥4 e um CMI de cefoxitina ≥4 (CLSI, 2018). 

O controle de MRSA é necessário em ambientes de saúde para aprimorar os 

resultados dos pacientes e ao mesmo tempo reduzir o risco de exposição e 

colonização dos profissionais de saúde. Como as opções de tratamento são 

limitadas é necessário a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes anti-MRSA 

(KUBDE; DANGRE; MUDEY, 2020). 

 

2.2.2 Macrolídeos, lincosaminas e estreptograminas B 

 

Os antibióticos macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSb) são 

rotineiramente utilizados para tratamento de infecções estafilocócicas causadas por 

MRSA. O uso continuado desses antibióticos tem provocado o aparecimento de 

resistência constitutiva (MLSbc), que ocasiona resistência a todos os antibióticos do 

grupo, e a forma induzível (MLSbi,) que provoca resistência a eritromicina e 

azitromicina, mas sensibilidade in vitro à clindamicina e estreptograminas B (PARRA 

et al., 2016).  
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A resistência de Staphylococcus aureus à eritromicina pode provocar 

resistência cruzada com outros macrolídeos (claritromicina, azitromicina, 

espiramicina), bem como resistência a lincosamidas (clindamicina) e 

estreptograminas do grupo B (quinupristina/dalfopristina) (LECLERCQ, 2002). Para 

observação da resistência induzida a clindamicina a técnica do teste D apresenta 

sensibilidade e especificidade em torno de 100% quando comparado com os 

estudos de genotipificação, sendo considerado o teste padrão ouro para detecção 

de linhagens que apresentam resistência induzível a clindamicina (TALEBI et al., 

2019).   

Três mecanismos estão associados a resistência a macrolídeos, lincosamisas 

e estreptograminas B: a metilação de rRNA (modificação de alvo), bombas de efluxo 

e inativação enzimática. A modificação de alvo está relacionada ao gene erm. 

Staphylococcus aureus que carregam o gene erm expressam resistência aos MLSb. 

Os genes que codificam bombas de efluxo (mrsrA e Isa) e enzimas que inativam 

fármacos (Inu e mphC) conferem resistência apenas a determinados antibióticos 

macrolídeos não oferecendo resistência para clindamicina. As enzimas que inativam 

estreptograminas B raramente são encontradas em Staphylococcus (PETINAKI; 

PAPAGIANNITSIS, 2018). 

Na Figura 6 estão representadas as estruturas químicas dos antibióticos 

MLSb. 
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Figura 6 – Representação químicas de MLSb: a) eritromicina (macrolídeo); b) clindamicina 

(lincosamida); c) dalfopristina e d) quinupristina (estreptograminas B). 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Machado et al. (2019). 

 

2.2.3 Quinolonas 

 

As quinolonas são antibióticos sintéticos de amplo espectro que atuam na 

síntese do DNA inibindo diretamente a sua replicação interagindo com as enzimas 

DNA girase e topoisomerase IV, penetrando na parede celular através de porinas. 
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São usados amplamente em infecções comunitárias e nas IRAS, possuem alta 

biodisponibilidade e forma de administração (parenteral ou oral). A DNA girase é 

uma proteína tetramérica composta por dois pares de subunidades A e B codificadas 

pelos genes GyrA e GyrB. A topoisomerase é uma proteína tetramérica composta 

por dois pares de subunidades A e B codificada pelos genes ParC e ParE 

(MEHLHORN; BROWN, 2007). Na figura 7 está evidenciado o núcleo básico das 

quinolonas na estrutura química do ciprofloxacino. 

 

Figura 7 – Estrutura química do ciprofloxacino com núcleo básico das quinolonas destacado em 

vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

A primeira quinolona a ser introduzida no mercado foi o ácido nalidíxico, em 

1967, para ser utilizada em infecções urinárias não complicadas causadas por 

bactérias da família Enterobacteriaceae, sendo considerada uma quinolona de 1a 

geração. As classificações das quinolonas por geração tem em conta o espectro de 

ação e a indicação terapêutica, onde cada nova geração corresponde a um maior 

espectro de ação, estando disponível as quinolonas até a quarta geração A partir da 

segunda geração as quinolonas apresentam um átomo de flúor na sua estrutura 

sendo assim chamadas de fluoroquinolonas (RODRIGUES-SILVA et al., 2014). 
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2.2.4 Glicopeptídeos 

 

A vancomicina e teicoplanina são os representantes da classe dos 

glicopeptídeos, sendo a vancomicina a primeira a ser descoberta e a principal 

representante da classe. A estrutura química da vancomicina está representada na 

figura 8 (GUIMARÃES; MOMESSSO; PUPO, 2010). 

 

Figura 8 – Estrutura química da vancomicina. 

 

 

Fonte: A autora (2022). 

Com o aumento da disseminação das cepas de MRSA em infecções 

hospitalares e comunitárias, os glicopeptídeos, em especial a vancomicina, 

passaram a ser a medicação de escolha para casos graves de infecção por 

Staphylococcus aureus. Com isto, algumas cepas de MRSA passaram a 

desenvolver mecanismos de resistência aos glicopeptídeos (LEVINE, 2006). 
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As falhas do tratamento com vancomicina são evidentes nos casos em que os 

isolados de S. aureus são resistentes à vancomicina (VRSA), tem resistência 

intermediaria (VISA) ou se apresenta como VISA heterogêneo (hVISA) (SHARIATI et 

al., 2020). 

   Staphylococcus aureus com resistência intermediária à vancomicina (VISA) 

foi identificado pela primeira vez em 1996 em uma amostra (CMI 8 µg/mL) de um 

paciente no Japão. Este paciente fez vancomicina várias vezes e durante um tempo 

prolongado, devido a uma infecção de sítio cirúrgico. Este isolado não possuía o 

gene vanA e a sua susceptibilidade diminuída foi atribuída a uma parede celular 

mais espessa (HIRAMATSU et al., 1997 apud SHARIATI et al., 2020). No Brasil, o 

primeiro relato ocorreu em 2001 no Estado de São Paulo em um hospital de 

referência para queimados (OLIVEIRA et al., 2001). 

Os isolados VISA, além de apresentarem a parede celular mais espessa, 

também tinham crescimento mais lento comparando com S. aureus sensíveis à 

vancomicina. Esta resistência não era detectada pelo teste de disco difusão, mas 

observada pela CMI (MIMICA; BEREZIN, 2006). 

Em 2002, foi relatado nos Estados Unidos o primeiro caso de Staphylococcus 

resistente à vancomicina (VRSA) em um paciente diabético. Neste caso, o gene 

vanA foi detectado e a CMI de vancomicina para este isolado foi de 1024 µg/mL. O 

mecanismo de resistência desta cepa envolveu a transferência de plasmídeo 

contendo o transposon do gene vanA de um Enterococcus faecalis resistente à 

vancomicina para um Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). A 

transmissão deste novo plasmídeo e a expressão da resistência à vancomicina foi 

conduzida para outros Staphylococcus. No entanto, esses casos são raros em todo 

o mundo (SHARIATI et al., 2020; HOWDEN et al., 2010; MIMICA; BEREZIN, 2006). 

Os glicopeptídeos atuam inibindo a biossíntese da parede celular bacteriana 

pela complexação com o resíduo dipeptídico terminal D-Ala-D-Ala das cadeias 

peptídicas que constituem a parede celular. A complexação inibe a reação de 

transpeptidação porque o substrato não fica disponível para a ação da 

transpeptidase. Desprovidas de parede celular, as bactérias sensíveis sofrem lise, 

devido à elevada pressão osmótica do seu meio interno. Seu efeito é, portanto, 

bactericida (GUIMARÃES; MOMESSSO; PUPO, 2010).  
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Segundo o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST, 2017), os pontos de corte para vancomicina em Staphylococcus aureus 

foram reduzidos, desta forma foi eliminado o grupo intermediário. No entanto, as 

designações de Staphylococcus aureus intermediário à vancomicina (VISA) e S. 

aureus com heterorresistência intermediaria à vancomicina (hVISA), tem sido 

mantida para isolados com resistência de baixo nível não mediada pelo gene vanA. 

S. aureus com alto nível de resistência à vancomicina apresenta CIM >8 mg/L, 

enquanto os que apresentam resistência de baixo nível - VISA as CMI se encontram 

entre 4-8 mg/L. S. aureus com heterorresistência intermediária à vancomicina 

(hVISA) são aquelas sensíveis à vancomicina (CIMs ≤ 2 mg/L), mas com populações 

minoritárias (1 em cada 106 células) com CIM de vancomicina > 2 mg/L, conforme 

investigação do perfil por análise populacional. 

Segundo Howden et al. (2010), a parede celular de cepas VSSA e VISA tem 

algumas características distintas que estão ligadas a resistência a vancomicina. 

Cepa VSSA apresenta camada normal de peptidoglicano, produção de proteína A e 

expressão normal do polissacarídeo capsular. As cepas VISA apresentam 

espessamento da parede celular, redução da autólise e da proteína A, aumento da 

expressão da cápsula e da D-alanilação de ácidos teicoicos. 

Custos elevados de tratamento, alto risco de infecção persistente e 

internações prolongadas estão associadas as infecções por VISA e hVISA que 

levam a taxas mais altas de falha no tratamento com vancomicina (MAOR et al., 

2009).    

  Shariati et al. (2020) em seu estudo avaliaram a prevalência de VRSA, VISA e 

hVISA e analisaram dois períodos antes de 2010 e de 2010-2019.  A prevalência 

dos três tipos de resistência foi progressivamente aumentando.  Os resultados 

indicaram que a prevalência de VRSA, VISA e hVISA após 2010 representam um 

aumento de 2,0; 3,6 e 1,3 respectivamente, em relação aos anos anteriores. O 

número de isolados de VRSA, VISA e hVISA relatada pelos autores nos 5 

continentes está representada na figura 9. 
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Figura 9 – Número de casos de VRSA, VISA e hVISA nos continentes. 

 

 

Fonte: Shariati et al. (2020). 

 

 

2.3 OCORRÊNCIA E RESISTÊNCIA DE Staphylococcus aureus EM HOSPITAIS DO 

BRASIL 

 

Isolados clínicos de Staphylococcus aureus resistentes vêm aumentado 

desde que foram encontrados os primeiros casos de resistência. Este aumento, 

segundo Guo et al. (2020), deve-se em parte ao uso indiscriminado de antibióticos. 

Por outo lado, os profissionais de saúde, que devido às suas atividades laborais em 

contato direto com pacientes, são apontados como uma população suscetível à 

colonização por microrganismos resistentes a múltiplos fármacos, incluindo S. 

aureus. A falta de protocolos de prevenção contribui para a colonização por esses 

microrganismos, ocasionando riscos reais de surtos de infecção (LOPES et al., 

2017).  
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2.3.1 Ocorrência de Staphylococcus aureus em pacientes hospitalares 

 

 Um estudo realizado com 68 paciente internados em UTI de quadro clínico 

de pneumonia associada a ventilação mecânica revelou que das amostras que 

apresentaram crescimento bacteriano, 24% (16 pacientes) não possuíam 

microrganismos resistentes, enquanto 58% (40 pacientes) possuíam microrganismos 

resistentes a algum fármaco antimicrobiano. Staphylococcus aureus apresentou 

prevalência 11,9%, com 56% dos isolados resistentes à oxacilina (CALCAGNOTTO 

et al., 2011).  

Almeida et al. (2012) avaliaram 363 pacientes internados no Hospital Estadual 

de Bauru – SP, e encontraram em seu estudo 1.078 amostras positivas para o 

crescimento de S. aureus.  Das amostras analisadas, 810 mostraram resistência à 

meticilina (75,1%), das quais 797 (98,4%) foram resistentes à oxacilina e todas 

apresentaram resistência à cefoxitina. Por sua vez, Rodrigues et al. (2013), neste 

mesmo hospital, avaliaram 367 pacientes da unidade de queimados, dos quais 96 

apresentaram S. aureus MRSA. Destes, oito pacientes apresentaram no período de 

admissão e 88 durante a internação. 

Rocchetti et al. (2018) analisaram 371 amostras de cultura de sangue, nas 

quais S. aureus apresentou prevalência de 23% (85 amostras). Destes, 43 amostras 

(50.6%) apresentaram perfil de resistência à oxacilina. Duarte et al. (2018) avaliaram 

o perfil de resistência de 720 isolados de S. aureus oriundos de amostras de 

sangue, dos quais 96,5% foram resistentes para penicilina, 45% para eritromicina, 

43,7% para oxacilina e 39,8% para clindamicina. No mesmo sentido, Dallacorte et al. 

(2016) determinaram o perfil etiológico e a sensibilidade antimicrobiana dos 

principais microrganismos isolados do sangue de pacientes internados em hospitais 

privados de Cascavel/PR. Destes foram analisados 5.059 laudos de 6 hospitais, 

destes 613 (12,1%) foram positivos para o crescimento de microrganismos. S. 

aureus apresentou prevalência de 17,9% e resistência aos antimicrobianos: 

clindamicina (33%), eritromicina (84%), gentamicina (54%), oxacilina (37%) e 

tetraciclina (14%).  Da mesma forma, Pena et al. (2014) realizaram o isolamento de 

602 amostras de cocos Gram-positivos de pontas de cateter e sangue, dos quais 

268 foram identificadas como S. aureus (128 isolados de sangue e 140 de ponta de 
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cateter). Destes, 233 (87%) eram resistentes à meticilina. Andrade et al. (2021), em 

contraposição aos autores citados encontraram menor prevalência de S. aureus em 

hemoculturas (10,3%) e nenhuma amostra resistente à oxacilina.   

No estudo de Gonçalves et al. (2013) foi avaliada a incidência de infecções 

provocadas por MRSA em um hospital da zona sul do Rio de Janeiro. Todos os 

dados foram obtidos através da leitura de rotina de cultura de vigilância e no relatório 

diário enviado à Comissão de Controle de Infecção Hospitalar (CCIH) do hospital. 

Na ocasião, foram coletadas 2517 amostras da mucosa nasal para análise. Em 88 

amostras (3,49%) foi confirmada a presença de S. aureus, e destas 44 (50%) foram 

resistentes à oxacilina. Por outro lado, Goulart et al. (2015) analisaram 348 amostras 

de cultura de swab nasal de pacientes internados no Hospital de Força Aérea do 

Galeão (HFAG), também no Rio de Janeiro. Das 348, 50 (14,3%) mostraram-se 

positivas para S. aureus, e destas 29 (42%) foram resistentes à oxacilina. Os dois 

autores em seus estudos evidenciaram a prevalência de MRSA em amostras nasais 

no âmbito hospitalar.  

Rodrigues et al. (2015) analisaram os dados de todas as amostras positivas 

para o crescimento de Staphylococcus aureus), independente do sítio de infecção, 

durante cinco anos do Laboratório de Microbiologia do Hospital Universitário de 

Santa Maria (HUSM. A pesquisa teve como objetivo determinar a prevalência de 

isolados resistentes a oxacilina. De 1.852 amostras isoladas de Staphylococcus 

aureus, 616 (33,3%) foram resistentes à oxacilina.  

Rabelo et al. (2014) avaliaram diferentes amostras de pacientes, além de 

amostras de swab nasal de profissionais de saúde de vários setores do Hospital das 

Clínicas da UFPE, com o objetivo de determinar a ocorrência e disseminação de 

Staphylococcus spp. resistentes à meticilina e vancomicina. Das 211 amostras 

coletadas (91 de pacientes e 120 profissionais de saúde) foram identificadas 30 

bactérias do gênero Staphylococcus. Dentre as espécies mais prevalentes estavam 

Staphylococcus coagulase negativa (11) e S. aureus (19). Dos isolados de S. 

aureus, quatro apresentaram o gene mecA, indicativo da resistência à oxacilina. 

Em um estudo descritivo, do tipo retrospectivo realizado a partir de dados 

obtidos de um Laboratório de Análises Clínicas que atende a três hospitais da região 

de Porto Alegre/RS, relativos a pacientes que passaram pela UTI no período do 
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estudo, foram analisados os dados de 98 pacientes. As culturas destes pacientes 

foram positivas e bactérias isoladas em 45,9% dos aspirados traqueais, 18,4% das 

hemoculturas e das uroculturas, 8,2% das amostras de escarro, 6,1% das pontas de 

catéteres, e 1% dos lavados brônquicos, secreções conjuntivais e de coto umbilical. 

A prevalência de S. aureus foi de 7,2%, dos quais 28,5% apresentaram perfil de 

resistência à clindamicina, gentamicina e oxacilina (BASSO et al., 2016). 

Andrade et al. (2017) em seu estudo analisaram amostras de diferentes sítios 

de infecção de paciente internados em um hospital particular no município de 

Santos-SP. Os autores analisaram 8.211 amostras, destas, 1.614 apresentaram 

crescimento bacteriano.  As amostras que apresentaram crescimento bacteriano 

foram obtidas de sangue (34%), secreções (31%), urina (28%), ponta de cateter 

(4%) e líquidos (3%). Das 1641 amostras com crescimento, 104 foram positivas para 

S. aureus (8,2%) e destes 73 (70,1%) foram resistentes à clindamicina e 68 (65,4%) 

à oxacilina. 

Oliveira et al. (2017) analisaram os dados de 2.154 pacientes internados na 

UTI de um hospital universitário de Belo Horizonte, dos quais foram elegíveis para o 

estudo 2.137 (99,2%). Destes, 426 foram positivas para o crescimento microbiano e 

263 eram resistentes, dentre as quais S. aureus apresentou prevalência de 14% 

(resistentes à oxacilina).  

Um estudo de dados do Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito 

Federal (LACEN/DF) foi realizado por Silva et al. (2017), com os casos de bactérias 

do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter 

spp). Foram analisadas 577 amostras: o maior percentual foi de Klebsiella 

pneumoniae a (41%), seguido por Staphylococcus aureus (22%), Pseudomonas 

aeruginosa (14%), Enterobacter spp. (11%) Acinetobacter baumannii (8%) e 

Enterococcus faecium (4%). Dos S. aureus isolados (127), 40% foram resistentes à 

oxacilina (MRSA), 96,9% a penicilina, 75,8% a eritromicina e 63,3% a 

ciprofloxacino/levofloxacino. Também foram relatadas resistência à linezolida (3,9%), 

daptomicina (4,7%) e vancomicina (2,3%). O relato de resistência a vancomicina no 

Brasil é pouco descrito na literatura (Rossi et al. 2014). 
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  Nos artigos citados foi observada a presença de Staphylococcus aureus no 

âmbito hospitalar com prevalência que variou de 7,7% a 63,3%. Com exceção do 

estudo de Andrade et al. (2021) todos os autores relatam em suas análises 

resistência à oxacilina. Os dados apontados pelos pesquisadores indicam a 

necessidade de maior limpeza e monitoramento ambiental efetivo, em especial nas 

UTIs. 

 

2.3.2 Ocorrência de Staphylococcus aureus em profissionais de saúde e 

superfícies hospitalares 

 

Moura et al. (2011) realizaram estudo com o objetivo de verificar a presença 

de Staphylococcus aureus na saliva da equipe de enfermagem de um hospital 

escola. Três amostras da saliva de 351 profissionais de saúde foram coletadas, 

totalizando 1.053 amostras. A colonização por S. aureus foi observada em 144 

(41%) dos 351 profissionais.  Entre os colonizados, 7,1% (25/35) foram 

considerados portadores de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA). Tendo em 

vista que os isolados de MRSA foram encontrados em setores hospitalares com 

grande vulnerabilidade para seus pacientes, como a unidade metabólica, UTI, 

unidade de transplante de fígado, hematologia e clínica ginecológica e obstétrica, os 

riscos para os pacientes e demais profissionais de saúde é considerável. Os autores 

reforçaram a necessidade de estudos específicos e medidas preventivas no controle 

de MRSA.  

Silva et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo avaliar a prevalência e 

resistência de Staphylococcus aureus em profissionais de enfermagem de um 

hospital universitário de Pernambuco, totalizando 150 profissionais. Neste estudo, 

foram avaliadas 352 amostras biológicas da região palmar/interdigital das duas 

mãos e da cavidade nasal. A prevalência geral de colonização pelo S. aureus foi de 

25,8%. Destes, 25,6% apresentaram colonização exclusivamente das mãos, 48,8% 

exclusivamente da cavidade nasal e 25,6% apresentaram colonização em ambos os 

sítios avaliados. Os profissionais estavam presentes em maior proporção nas UTIs 

(42,4%) e relataram usar luvas nos procedimentos. Na avaliação do perfil de 

resistência, foi observado que 100% dos isolados eram resistentes à penicilina, 
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11,9% a clindamicina, 4,8% ao sulfametoxazol/trimetoprima, 7,1% ao cloranfenicol, 

4,8% a gentamicina, 2,4% à cefoxitina, 2,4% à teicoplanina, 23,8% à rifampicina e 

42,8% à eritromicina. Quanto à oxacilina foram três amostras com fenótipo de 

resistência e duas com resistência intermediária. Além destas, três (7,14%) amostras 

apresentaram resistência intermediária à vancomicina. Os autores afirmam que os 

profissionais de saúde estão expostos por um longo período aos pacientes e 

materiais médicos hospitalares que podem estar colonizados. 

Moreira et al. (2013) pesquisaram a prevalência de portadores de S. aureus 

em amostras coletadas dos vestíbulos nasais e das mãos de pacientes e membros 

da equipe de enfermagem. Neste estudo foram coletadas 84 amostras de pacientes 

e 22 de membros da equipe de enfermagem de uma UTI de um hospital geral. Entre 

os 22 membros da equipe de enfermagem, 13 (59,1%) carreavam Staphylococcus 

aureus, sendo que foi maior nos vestíbulos nasais (92,3%) do que nas mãos dos 

profissionais. Destas amostras, foi observado 100% de resistência a penicilina, 80% 

para oxacilina e cefoxitina, 85% para azitromicina e clindamicina e 40% para 

sulfametoxazol/trimetoprima. Os autores ressaltam que a alta resistência observada 

nos membros da equipe, em especial para oxacilina, indicam que as opções 

terapêuticas para eliminação de ORSA diminuem cada vez mais. 

Camilo et al. (2016) realizaram uma pesquisa em um hospital da cidade de 

Cascavel/PR com o objetivo de avaliar a prevalência de Staphylococcus aureus 

entre profissionais de enfermagem. Esta pesquisa avaliou 50 profissionais de 

enfermagem, lotados na UTI e no centro cirúrgico, unidades de internamento 

particular/convênio e unidades de internamento do SUS, com um total de 200 

amostras de swab nasal e mãos com intervalo de coleta de trinta dias. A prevalência 

geral de colonização foi de 56% (28/50) sendo que 23 (82,15%) com colonização 

exclusivamente da mucosa nasal, 5 (17,85%) em ambas as regiões, e nenhum 

apresentou colonização exclusivamente nas mãos, sendo que 8% (4/50) eram 

colonizados por S. aureus resistente à meticilina (MRSA). Os autores também 

relataram a importância do monitoramento dos profissionais de enfermagem por 

serem um grupo vulnerável ao contato com microrganismos resistentes durante o 

exercício da profissão. 
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Silva et al. (2012), Moreira et al. (2013), Camilo et al. (2016) em suas 

pesquisas verificaram que a maior ocorrência de colonização de Staphylococcus 

aureus entre os profissionais de enfermagem foi nas amostras coletadas na 

cavidade nasal. Os percentuais de colonização foram de 48,80%, 92,30% e 82,15%, 

respectivamente. A presença de MRSA neste local é um alerta para medidas mais 

efetivas de controle de MSRA entre estes profissionais. Estes resultados mostram a 

importância do uso de EPIs como máscaras na manipulação de pacientes.  

Entretanto, na pesquisa realizada por Linardi et al. (2014) em funcionários de 

um hospital geral da região leste de Minas Gerais, foram coletadas 91 amostras da 

mucosa nasal de enfermeiros, médicos, copeiros, fisioterapeutas e funcionários da 

limpeza. Das amostras coletadas, 20 (22,0%) foram positivas para a presença de S. 

aureus e dessas, 14 (70%) eram S. aureus MRSA. Os autores salientaram que cada 

funcionário dentro da unidade tem o papel de preservar vidas, no entanto também 

podem transmitir microrganismos capazes de provocar doenças. 

Reinato et al. (2015) e Carvalho et al. (2016) demonstraram em seus 

resultados a presença de Staphylococcus aureus multirresistente na cavidade nasal 

dos profissionais de saúde e estudantes de enfermagem.  Reinato et al. (2015) 

analisaram 61 amostras de mucosa nasal de enfermeiros, técnicos de enfermagem 

e auxiliares de enfermagem. Dessas, 23% (14/61) apresentaram crescimento de S. 

aureus, sendo 4 (28,6%) resistentes à oxacilina, o que representa uma prevalência 

de 6,6% (4/61). Carvalho et al. (2016) observaram que de 138 amostras de mucosa 

nasal de estudantes de graduação de enfermagem que desenvolviam sua formação 

acadêmica nos ambientes hospitalares, ambulatoriais e em laboratórios, 29 (21,7%) 

apresentaram crescimento de S. aureus, onde 7 (24,1%) se mostraram resistentes à 

oxacilina. 

Ferreira et al. (2011) em sua pesquisa, analisaram 63 superfícies como: 

manivela da cama, mesa, botões da bomba de infusão e aventais de algodão e 

grade em uma UTI médico-cirúrgica de um hospital universitário. S. aureus foi 

encontrado em 48 superfícies (76,2%), dos quais 60,4% foram resistentes à 

meticilina. Renner et al. (2013) e Brixner et al. (2016) realizaram um estudo onde 

também verificaram o crescimento de microrganismos em superfícies hospitalares e 

avaliaram os índices de resistência a antimicrobianos. Na pesquisa de Renner et al. 
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(2013) foram analisados estetoscópio, respirador, mesa, cama, dispensador de 

soro/alimento, 2 teclados e 1 prontuário. 89% das amostras foram positivas para o 

crescimento bacteriano, sendo a prevalência de S. aureus de 37%. Destes, 60% 

foram resistentes à meticilina. Já Brixner et al. (2016) analisaram as superfícies de 

estetoscópio, monitor, respirador, incubadora, mesa e suporte de tomada elétrica e 

encontraram uma positividade 100% para o crescimento bacteriano, com 

prevalência de 52% para S. aureus, dos quais 78,6% foram resistentes à oxacilina. A 

resistência de Staphylococcus aureus à oxacilina/meticilina (60% a 78%) encontrada 

nas superfícies analisadas demostra a importância da higienização das superfícies 

hospitalares que podem ser um ponto de disseminação de MRAS. 

   Almeida et al. (2017) e Silveira et al. (2020) analisaram a contaminação de 

superfícies hospitalares. Das 60 superfícies analisadas (leitos de UTI) por Almeida et 

al. (2017), 86,7% (52/60) apresentaram crescimento bacteriano, sendo 12 amostras 

positivas para S. aureus (23%), nas quais foi evidenciada resistência para cefoxitina, 

ciprofloxacino, eritromicina e clindamicina, sabendo-se que a resistência à cefoxitina 

reporta resistência à oxacilina. Entretanto das 22 amostras de superfícies avaliadas 

por Silveira et al. (2020), foi observado crescimento bacteriano em 19 (86%), com 

prevalência de 31,6% (7/19) para S. aureus.  

Fenalte & Gelatti (2012) analisaram 106 amostras obtidas de jalecos 

utilizados por técnicos de enfermagem, nas quais foi verificada a prevalência de S. 

aureus em 21 (19,8%). Destes, 5 (4,71%) foram resistentes à cefoxitina, a 

ciprofloxacino, gentamicina, eritromicina, clindamicina, apresentando portando perfil 

de multirresistência. Já Dantas et al. (2014) pesquisaram a presença de S. aureus 

na região diafragmática de 32 estetoscópios de médicos, residentes, enfermeiros e 

auxiliares de enfermagem de um hospital público da cidade de Maceió. Todas as 

amostras foram positivas para o crescimento microbiano, com prevalência de S. 

aureus em 41% das amostras (13/32), das quais 3 (23%) foram resistentes à 

oxacilina. 

Reis et al. (2015) e Oliveira et al. (2021) verificaram a presença de 

contaminação em celulares de profissionais de saúde que trabalhavam em UTI. Reis 

et al. (2015) realizaram uma pesquisa com 50 amostras de celulares de diferentes 

profissionais da saúde como: médicos, enfermeiros, técnicos em enfermagem, 
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fisioterapeutas e acadêmicos de enfermagem e medicina. Todas as amostras 

analisadas apresentaram crescimento bacteriano e a prevalência de S. aureus foi de 

28% (14) das amostras, destes 18% demonstraram resistência à oxacilina. Na 

pesquisa de Oliveira et al. (2021) foi realizada a coleta em 27 celulares de 

profissionais da saúde (médicos, enfermeiros, técnicos de enfermagem e 

fisioterapeutas). Das 27 amostras, 6 (28,5%) foram classificadas como S. aureus, 

nas quais foi observada 100% de resistência à azitromicina e eritromicina, 83% a 

amoxicilina, penicilina e ciprofloxacino; 66% a tetraciclina; 50% linezolida; e 33% a 

lincomicina, sendo considerado um microrganismo multirresistente. Nos dois estudos 

os autores relataram a evidente contaminação de Staphylococcus aureus em 

aparelhos celulares das equipes de profissionais de saúde sugerindo que os 

celulares podem ser instrumento de disseminação de microrganismos 

multirresistentes. 

Analisando os dados acima é possível enfatizar que a colonização de 

profissionais de saúde e de superfícies hospitalares, incluindo utensílios médico-

hospitalares, jalecos e celulares, por Staphylococcus aureus facilita sua 

disseminação. Deste modo, aumentando a morbidade e mortalidade dos pacientes, 

principalmente os internados em Unidades de Terapia Intensiva. Também devem ser 

adotadas medidas eficazes no controle da transmissão deste microrganismo como 

lavagem de mãos, utilização de luvas e máscaras além de limpeza eficiente das 

superfícies hospitalares. 

 

2.4 TIAZOLIDINAS E SEUS DERIVADOS 

 

2.4.1  Obtenção e reatividade das tiazolidinas e seus derivados 

 

As tiazolidinas são uma classe de compostos orgânicos heterocíclicos 

representada por um anel saturado de 5 membros (pentagonal) com um grupo 

tioéter na posição 1 e um grupo amina na posição 3. A tiazolidina-2,4-diona é 

representada por um anel pentagonal que além do enxofre e nitrogênio nas posições 

1 e 3 possui duas carbonilas nas posições 2 e 4. A 4-tioxotiazolidina-2-ona difere da 
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tiazolidina-2,4-diona por possui enxofre na posição 4 (Figura 10) (PANDEY et al., 

2011).  

Esse núcleo pode sofrer substituições em várias posições do anel 

heterocíclico, como reação de oxidação do enxofre na posição 1, reações de 

Mannich e N-alquilação na posição 3, tionação utilizando reagente de Lawesson ou 

pentassulfeto de fósforo na carbonila na posição 4 e condensação com aldeídos, 

cetonas ou com sais de diazônio na posição 5 que contém o carbono metilênico 

(Figura 11) (LIESEN et al., 2008).    

 

Figura 10 – Representação dos anéis: a) tiazolidina; b) tiazolidina-2,4-diona; e 

c) tioxotiazolidina-2-ona. 

 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

A substituição no anel heterocíclico da tiazolidina é processada nos vários 

sítios reativos. Nas tiazolidina-2,4-dionas são encontrados quatro sítios reativos nas 

posições 1, 3, 4 e 5 (Figura 11). Suas propriedades químicas e biológicas variam de 

acordo com os substituintes na estrutura. Os principais sítios reativos de interesse 

são o nitrogênio na posição 3 e o átomo de carbono metilênico da posição 5. A 

substituição do oxigênio da carbonila na posição 4 por enxofre, origina uma séria de 

moléculas com atividades biológicas muitas vezes potencializadas, as 4-tioxo-

tiazolidina-2-onas (NERI et al., 2020; VERMA; SARAF, 2008). 
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Figura 11 – Principais locais de reações no anel tiazolidina-2,4-diona. 

 

 
Fonte: Adaptado de Liesen et al. (2008). 

As 4-tioxo-tiazolidina-2,4-dionas foram obtidas primeiramente por Grishchuk 

et al. (1967) utilizando pentassulfeto de fósforo. Atualmente, a tionação da carbonila 

na posição 4 das tiazolidina-2,4-dionas pode ser obtida utilizando o reagente de 

Lawesson [1,3-ditio-2,4-difosfatano-2,4-dissulfeto-2,4-bis(4-metóxifenil)] em dioxano 

anidro. A seletividade da carbonila que será tionada e a velocidade da reação 

dependem diretamente da densidade eletrônica da carbonila que será tionada. Além 

de ser mais rápida, a utilização do reagente de Lawesson proporciona rendimentos 

de 80% (Figura 12). 

 

Figura 12 – Reação de tionação da carbonila na posição 4 da tiazolidina-2,4-diona (a) para formação 

da 4-tioxotiazolidina-2-ona (b). 

 

 

Fonte: A autora (2022). 

2.4.2 Atividades biológicas das tiazolidinas e seus derivados  

 

Dentre as moléculas pequenas heterocíclicas, o anel tiazolidina (Figura 10a) é 

reconhecido como um bom farmacóforo para potenciais fármacos ou candidatos a 
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fármacos. Algumas das atividades biológicas relacionadas ao anel tiazolidina são 

antimicrobiana, anti-inflamatória, anticonvulsivante, sedativa, antidepressiva, anti-

hipertensiva e antiartrítica. Além da diversidade de atividades biológicas, a 

diversidade de transformações químicas simples que podem ser feitas no anel 

tiazolidina tem fascinado os químicos medicinais e impulsionado o estudo desta 

classe de compostos heterocíclicos (PRABHAKAR et al., 2006). 

Dos derivados da tiazolidina, a tiazolidina-2,4-diona (Figura 10b) está entre as 

mais estudadas em virtude de suas propriedades biológicas e variedade estrutural 

(PRASAD et al., 2011).  Esses compostos são uma classe conhecida de moléculas 

biologicamente ativas. Estudos recentes mostraram que sãop promissores agentes 

farmacológicos com amplo espectro de atividades conforme ilustrado na figura 13 

(KUMAR et al., 2020).   

 

2.4.2.1   Atividade antimicrobiana 

 

Bonde & Gikwad (2004) sintetizaram duas séries de N’-[3,4-dissubstituído-1,3-

tiazol-2(3H)-ilideno]-2-(pirazin-2-iloxi)-acetohidrazida e N’-[(2Z)-3-(4-bromofenil)-4-

oxo-1,3-tiazolidin-2-ilideno]-2-(pirazin-2-iloxi)-acetohidrazida, as quais foram 

avaliadas quanto a atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas 

(Escherichia coli e Salmonella typhi), Gram-positivas (Staphylococcus aureus e 

Bacillus subtilis) e Mycobacterium tuberculosis. Alguns dos compostos sintetizados 

apresentaram ótima atividade para todos o microrganismos testados. Em geral, 

substituições com cloro e nitro no anel tiazolina substituídos foram essenciais para a 

atividade antimicrobiana. 

Bozdağ-Dündar et al. (2007) avaliaram as atividades antifúngicas e 

antibacterianas de uma serie de derivados de tiazolil-tiazolidina-2,4-diona frente a 

Staphylococcus aureus (isolados clínicos MRSA, MRSA ATCC e Staphylococcus 

aureus ATCC não resistente), Escherichia coli ATCC e Candida albicans ATCC. 

Estes autores verificaram que a maioria dos compostos inibiram os microrganismos 

avaliados com CMI entre 6,25 e 12,5 µg/mL, exceto para E. Coli, cujo valores 

variaram entre 6,25-50 µg/mL. 
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Figura 13 – Potencial biológico do núcleo tiazolidina-2,4-diona. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2020). 

 

 

Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2020). 

 

 

Outro importante grupo de derivados da tiazolidina foi avaliado por Gouveia et 

al. (2009) que sintetizou 13 derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-onas e testou 

sua atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, 

Mycobacteria e levedura. Os derivados inibiram as bactérias Gram-positivas e 

levedura, mas foram inativos para Gram-negativas e Mycobacteria. A CMI dos 
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compostos avaliados frente a Staphylococcus aureus de coleção e isolados clínicos 

variaram de 32 a 2 µg/mL. 

Derivados de tiazolidina-4-ona, pirimidina-4,6-diona e rodanina (2-tioxo-

tiazolidina-4-ona) substituídos na posição 5 por grupamentos 2,3,4-trifluoro ou 3,4,5-

trimetóxibenzilideno foram sintetizados e testados quanto a sua atividade 

antibacteriana para S. aureus, E. faecalis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, MRSA, 

Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes. Neste estudo foi observado  

que o grupo 2,3,4-trifluorobenzilideno foi importante para a inibição de S. aureus e 

que os compostos contendo o anel rodanina foram mais ativos do que aqueles que 

continham outros anéis heterocíclicos. Nenhum dos compostos inibiu o crescimento 

de E. coli ou P. aeruginosa (Gram-negativas) (TOMASIC et al., 2010). 

Prasad et al. (2011) avaliaram o potencial antimicrobiano de derivados 2-aril-

tiazolidina-4-ona contra fungos filamentosos (Sporothrix schenckii, Trichophyton 

mentagrophytes e Aspergillus fumigatus) e leveduras (Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans e Candida parapsilosis),  bactérias Gram-positivas 

(Staphylococus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae). Neste estudo foi observado que a substituição 

por um grupamento imidazolilmetilfenil na posição 3 do anel contibuiu para a 

atividade antimicrobiana para Klesiella pneumoniae com CMI que variou de 12,5-50 

µg/mL. Para as outras bactérias e fungos (filamentosos e leveduras) foram 

considerados inativos (> 50 µg/mL). 

A atividade antimicrobiana de derivados da série de 5-arilideno-4-tioxo-

tiazolidina-2-ona foi avaliada quanto a atividade antimicrobiana in vitro frente a 

bactérias Gram-positivas S. aureus e E. faecalis, Gram-negativas P. aeruginosa e E. 

coli, e aos fungos C. albicans, Aspergilus flavus, Aspergilus niger e C. neoformes. As 

CMI dos quinze compostos avaliados variaram de 64 a 2 µg/mL para bactérias e de 

64 a 4 µg/mL para fungos. Dentre os compostos mais ativos, os dicloro substituídos 

apresentaram CMI de 16 a 2 µg/mL para bactérias Gram-positivos e fungos 

(ALEGAON & ALAGAWADI, 2011). 

 A avaliação antimicrobiana de 24 compostos derivados de tiazolidina-2,4-

diona foi determinada frente aos microrganismos Gram-positivos Bacillus subtilis, 

Bacillus pumilus, S. aureus e Micrococcus luteus; Gram-negativos P. aeruginosa, K. 
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pneumonae, E. coli e Proteus vulgaris; e fungos C. albicans, A. niger, A. 

oryzae e Penicillium chrysogenum.  O composto mais ativo (Z)-5-(4-((E)-3-(3,5-

bis(benziloxi)fenil)-3-oxoprop-1-enil)benzilideno)-1,3-tiazolidina-2,4-diona teve CMI 

que variou de 32 a 16 µg/mL para bactérias e 16 µg/mL para os fungos testados, 

resultados semelhantes aos fármacos padrão, cloranfenicol e cetoconazol (AVUPATI 

et al., 2012). 

Silva et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de derivados 5-

arilideno-tiazolidina-2,4-diona frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, 

álcool-ácido resistentes e levedura. A atividade antimicrobiana foi mais evidente para 

bactérias Gram-positivas com valores de CMI que variaram de 2 a 64 µg/mL. A 

melhor atividade antimicrobiana foi observada nos compostos que continham cloro 

em sua estrutura. 

Novos híbridos entre tiazolidina-2,4-diona e clorofenil-tiossemicarbazonas 

foram ativos frente a microrganismos Gram-positivos (S. aureus, S. epidermidis, B. 

subtilis, Bacilus cereus e Micrococcus luteus). A CMI e a CMB para S. aureus 

variaram  entre 3,91 - 500 e 3,91 - >1000 µg/mL, respectivamente (TROTSKO et al., 

2018b). 

Vários derivados de tiazolidina-2,4-diona com grupamento indol na posição 5 

foram sintetizados e avaliados quanto a atividade antimicrobiana in vitro contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, utilizando ampicilina como fármaco 

padrão. Os compostos testados apresentaram valores de CMI entre 320-40 µg /mL 

para B. subtilis, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, demonstrando atividade também 

para bactérias Gram-negativas. Contudo, os autores não determinaram a CMB dos 

compostos (KUMAR et al., 2018). 

Novos derivados de 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona-N-(4-

fluorofenil)acetamida foram sintetizados e avaliados quanto a atividade 

antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. pyogenes), Gram-

negativas (E. coli e P. aeruginosa) e levedura (C. albicans). Os quinze compostos 

avaliados apresentaram atividade que variaram de boa a moderada com CMI de 64 

– 4 µg/mL para bactérias e de 32-8 µg/mL para C. albicans (JOSHI, MAHAJAN, 

CHEJARA, 2020). 



63 

 

 

 

Kulkarni et al. (2020) descreveram a síntese de uma nova série de 5-

arilidenos-tiazolidina-2,4-dionas conjugadas a 4-tiazolidinonas 2-substituídas. 

Quatorze compostos com atividade antimicrobiana foram sintetizados e 

apresentaram promissora frente aos microrganismos Gram-postivos S. aureus, B. 

cereus e M. luteus, com CMI entre 32 e 2 µg/mL. Os compostos também foram 

avaliados para bactérias Gram-negativas Pseudomonas fluorescens, E. coli 

e Flavobacterium devorans com CMI que variou de 32 e 2 µg/mL. Os fármacos 

padrão utilizados (ampicilina, Canamicina e cloranfenicol) apresentaram valores de 

CMI entre 16 e 2 µg/mL. Os autores também concluíram que os grupos metóxi, flúor, 

cloro e bromo presentes em sistemas heterocíclicos aumentaram a atividade 

biológica dos novos derivados. 

Kumar et al. (2020) sintetizaram e avaliaram 20 derivados 4-aril/alquil/metil-5-

(4-aril/alquil/metil-arilideno)-tiazolidina-2,4-diona quanto a atividade antimicrobiana. 

Os derivados apresentaram CMI entre 101,2 e 17,9 μM, correspondendo entre 6,25 

e 25 μg/mL, para S. aureus, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae, S. typhi, C. albicans, 

A. niger. Cálculos de docking molecular indicaram a DNA girase como possível alvo 

de ação. 

A atividade antibacteriana e antifúngica de novos derivados de tiazolidina-2,4-

diona contendo grupos carboxamida e aminoácidos foram sintetizadas e avaliadas 

frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. subtilis), Gram-negativas (E. coli e 

P. aeruginosa) e levedura (C. albicans) pela técnica de difusão em poço, utilizando 

como fármacos padrão imipenem (10 µg/disco) e sulfametoxazol/trimetoprim 

(23.75/1.25 µg/disco) para bactérias e fluconazol (25 µg/disco) para levedura. A 

maioria dos derivados não apresentou atividade satisfatória, com exceção do 2-(5-

(3-metóxibenzilideno)-2,4-dioxotiazolidin-3-il)ácido acético, o qual formou halo de 

inibição de 20 mm para S. aureus de 20 mm (ALHAMEED et al., 2020). 

 

2.4.2.2   Atividade citotóxica e antiproliferativa 

 

A citotoxicidade in vitro de compostos derivados de 4-tioxo-tiazolidina-2-ona 

foi avaliada contra quatro linhagens de células tumorais (HeLa  - carcinoma cervical, 

HT29 - câncer colorretal, A549 – carcinoma de pulmão e  MCF-7-adenocarcinoma 



64 

 

 

 

de mama) utilizando o ensaio do MTT. Quatro compostos apresentaram atividade 

citotóxica significativas, sendo o composto (Z)-5-(3,4,5-trimetóxibenzilideno)-4-tioxo-

tiazolidina-2-ona o mais ativo, com  CI50  variando entre 20 e 23 µM (ALEGAON; 

ALAGAWADI, 2011).  

Em busca de novos derivados tiazolidina-2,4-diona com atividade biológica 

foram sintetizadas duas séries de 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas contendo o 

grupo benzenossulfonamida. Onze compostos foram avaliados frente as linhagens 

celulares SW620 (câncer de cólon), PC-3 (câncer de próstata) e NCI-H460 (câncer 

de pulmão). Ácido suberoilanilida (SAHA) e Adriamicina (ADR) foram usados como 

controles positivos. No geral, os novos derivados foram mais efetivos frente às 

linhagens celulares de câncer de pulmão.  Os autores também verificaram que a 

citotoxicidade aumentava em comparação ao controle positivo SAHA nas 5-

benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas com um substituinte cloro no grupo 

benzenossulfonamida (THUAN et al., 2015).  

No estudo realizado por Rodrigues et al. (2018), quatro derivados de 5-

benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas foram sintetizados e avaliados quanto a sua 

atividade citotóxica in vitro usando o ensaio MTT frente as células HL60 e K562 

(leucemia), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HT29 (adenocarcinoma de cólon), 

HEP-2 (carcinoma de colo de útero) e NCI-H292 ( carcinoma de pulmão). O melhor 

resultado foi para o derivado 5-(2-bromo-5-metóxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-

diona com CI50  de 1,2 μg/mL para câncer de pulmão (NCI-H292). A atividade 

genotóxica também foi avaliada in vitro em PBMC e na linhagem de células NCI-

H292 para o composto mais ativo. Não houve detecção de nenhum dano ao DNA no 

ensaio PBMC nas concentrações testadas (2,52 µg/mL e 5,0 µg/mL). No entanto, 

para linhagem de câncer de pulmão ocorreu um aumento no índice de dano do DNA 

nas concentrações (1,26 µg/mL e 2,52 µg/mL). 

Atividade antiproliferativa de novas tiazolidinas-2,4-diona foi realizada usando 

fibroblastos normais da pele humana e células tumorais das linhagens A549, HepG2 

(carcinoma hepatocelular) e MCF-7. Entre os derivados testados, o acetato de 2-{[2-

(3-clorobenzoil)hidrazinilideno]metil}fenil-2,4-dioxo-5-tiazolidinilideno apresentou alto 

índice antiproliferativo contra todas as células avaliadas e atividade antimicrobiana 

para Staphylococcus aureus (CMI 62,5 µg/mL). Os autores ressaltam que a 
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atividade antimicrobiana e antiproliferativa junta é muito importante para os 

pacientes com câncer que geralmente tem imunidade baixa e adquirem infecções 

comumente (TROTSKO et al., 2018c). 

Uma série de derivados de 2-tioxo-4-tiazolidinona (rodanina) e tiazolidina-2,4-

diona foram sintetizados. Os derivados, N-(fenil)-2-{4-[(4-oxo-2-tioxo-1,3-tiazolidin-5-

ilideno)metil]fenoxi}acetamida e 2-{4-[(2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)-metil]fenoxi}-

N-(fenil)-acetamida, foram avaliados quanto às suas propriedades anticancerígenas 

frente linhagens celulares CEM (células de leucemia de células T). A viabilidade 

celular foi determinada pelo ensaio de exclusão de corante azul de Tripan e o efeito 

citotóxico pelo ensaio MTT. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento das 

células CEM com os derivados tiazolidínicos afetou a viabilidade das células de uma 

maneira concentração-dependente (250 μM após 24 h e 75-100 μM após 72 h). No 

ensaio MTT, foi observada diminuição na proliferação celular na concentração de 

100-250 μM, mesmo após 72 h de incubação (SOMASEKHAR; UDAINIYA; KUMAR, 

2018). 

O potencial anticâncer de novos derivados tiazolidina-2,4-diona foram 

avaliados contra linhagens de células de câncer de mama (MCF-7), usando o 

método da sulforrodamina B (SRB). Dos vinte e quatro compostos avaliados, o 2-(5-

(4-((2,4-dioxotiiazolidin-5-ilideno)metil)fenil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)benzonitrila, 

contendo o grupo 2-cianofenil foi o que apresentou melhor atividade citotóxica, 

comparada com a da adriamicina, utilizada como fármaco padrão. A CI50 foi de 0,004 

μM e 0,00018 μM para o derivado e o fármaco padrão, respectivamente (ASATI; 

BHARTI, 2018). 

  Derivados de 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona foram avaliados frente a 

linhagens celulares HepG2, HCT-116 e MCF-7 pelo método do MTT. Sorafenibe e 

doxorrubicina foram utilizadas como fármacos citotóxicos de referência. Dezessete 

compostos foram atestados um deles, composto benzoato de etil-4-(4-(2-(5-

benzilideno-2,4-dioxotiazolidin-3-il)acetamida)benzamida) foi considerado o 

composto mais potente contra as linhagens celulares HepG2, HCT116 e MCF-7 com 

CI50 de 11,19 ± 0,8, 8,99 ± 0,7 e 7,10 ± 0,4 µM, respectivamente (EL-ADL et al., 

2020). 
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Uma nova série de tiazolidina-2,4-dionas (Z)-3,5-dissubstituída foi projetada, 

sintetizada e avaliada quanto a sua atividade anticâncer de mama. Três desses 

novos compostos foram ativos na avaliação preliminar contra a linhagem celular 

MCF-7 pelo método do MTT. Os compostos (Z)-3-(morfolin-4-ilmetil)-5-(3,4,5-

trimetoxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona e (Z)-5-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)-

tiazolidina-2,4-dion-3-il)acetonitrila e acetato de etil (Z)-5- (3,4,5-

trimetoxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-dion-3-il) inibiram a proliferação de das células 

de maneira concentração dependente com CI50 de 1,27, 1,50 e 1,31 µM, 

respectivamente  (EL-KASHEF et al., 2020). 

Um dos alvos emergentes expressos por vários tipos de células cancerosa 

são os transportadores de glicose (GLUTs). No estudo realizado por Tilekar et al. 

(2020), os autores projetaram e sintetizaram novos derivados de tiazolidina-2,4-

diona e avaliaram quanto ao seu potencial inibitório de GLUT1, GLUT4 e GLUT5, 

bem como a determinação da citotoxicidade em linhagens celulares de leucemias. 

Para a determinação da citotoxicidade, foram utilizadas as linhagens CEM e K562. 

Dezessete compostos foram avaliados, o derivado 2-[5-(4-clorobenzilideno)-2,4-

dioxotiazolidin-3-il]-N-(4-cloro-2-trifluorometilfenyil)acetamida inibiu todos os três 

tipos de GLUT. Também inibiu a proliferação de células CEM na faixa de baixo 

micromolar (CI50 de 13,4 μM) e induziu a apoptose, revelado pelo estudo de 

citometria de fluxo. 

 

2.4.2.3   Atividade hipoglicemiante 

 

Estudo realizado por Elhenawy et al. (2015) avaliaram a atividade 

hipoglicemiante de derivados da tiazolidine-2,4-diona. Ratos Wistar, de ambos os 

sexos, pesando 150-250 g foram utilizados. O diabetes foi induzido por uma única 

injeção subcutânea de aloxana (100 mg/kg). O composto avaliado reduziu o nível de 

glicose sanguínea em 56,65 e 57,47% nos dias 2 e 4, respectivamente em 

comparação com o fármaco padrão metformina, que diminuiu os valores de glicemia 

em 66,08 e 71,47%, nos dias 2 e 4, respectivamente. 

 A atividade hipoglicemiante in vivo de derivados tiazolidínicos revelou dois 

compostos com boa atividade hipoglicemiante em estudos agudos e crônicos 
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utilizando ratos Wistar, os derivados 3-[(4-clorofenil)aminometil]-5-[(indol-3-

il)metileno]-tiazolidina-2,4-diona e 3-[(2,4-dinitrofenil)aminometil]-5-[(indol-3-

il)metileno]-tiazolidina-2,4-diona. Os autores enfatizaram que o primeiro derivado 

mostrou maior afinidade de ligação pelos receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma tipo gama (PPARγ) (KUMAR et al., 2018).   

Segundo Tavares, Hirata e Hirata (2007), os receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma (PPARs) são fatores de transcrição pertencentes à 

família de receptores nucleares que regulam a homeostase da glicose, metabolismo 

de lipídeos e inflamação. A ativação do PPARγ pode diminuir a progressão da 

aterosclerose e aumentar a sensibilidade à insulina. Desta forma esses receptores 

podem ser um potencial alvo terapêutico para o tratamento de diversas 

enfermidades, incluindo o diabetes melito do tipo 2 e dislipidemia.  

A atividade inibitória de amilase e antioxidante de derivados 5-(benzaldeído 

substituídos) da tiazolidina-2,4-diona foram avaliadas. Nesta série, apenas dois 

compostos apresentaram atividade inibitório de amilase com CI50 de 27,63 e 22,35 

μg/mL, comparando com o fármaco padrão acarbose (21,54 μg/mL). A atividade 

antioxidante variou de fraca a ótima sendo dois derivados com atividade considerada 

ótima (CI50 de 29,04 e 27,66 µg/mL), comparando com o ácido ascórbico (CI50 de 

21,64 µg/mL) (SUCHETA et al., 2018).  

A ação antidiabética de derivados de 5-(2-metoxi-6-pentadecilbenzilideno)-3-

alquil/aril tiazolidina-2,4-diona foi avaliada in vivo em camundongos Swiss. Três dos 

compostos avaliados apresentaram ação antidiabética com significante diminuição 

dos níveis de glicose de jejum quando comparado ao fármaco padrão, insulina, em 

modelo de diabetes induzido por aloxana (REDDY & REDDY, 2018).  

A α-glicosidase (decompõe amido e dissacarídeos em glicose) é uma enzima 

considerada um alvo terapêutico para o tratamento da diabete tipo 2. Neste estudo 

foram sintetizados derivados de pirrolidina-2,5-diona (succinimida) e tiazolidina-2,4-

diona e avaliado sua capacidade de inibir α-glucosidase. Os derivados da pirrolidina-

2,5-diona, no experimento in vitro, apresentaram atividades antiglicemiante de 

moderada a forte, a acarbose serviu como fármaco controle. No estudo in vivo foram 

avaliados três compostos usando o modelo de camundongos induzidos por aloxana. 

Dois compostos evidenciaram efeitos hipoglicemiante (HUSSAIN et al., 2019). 
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Lobeglitazona é um novo derivado tiazolidínico descrito como medicamento 

antidiabético que atua na via PPAR-γ, potencial alvo terapêutico para diabetes melito 

tipo 2. Os autores avaliaram se a lobeglitazona também teria efeito na proteína 

tirosina fosfatase 1B (PTP1B), um outro potencial alvo terapêutico. Foi constatado 

que a lobeglitazona é um inibidor da PTP1B in vitro e apresentou uma inibição 

reversível do tipo não competitiva. Como ocorreu a inibição in vitro, os autores 

sugerem que também pode ocorrer esta sinalização in vivo e assim uma 

potencialização dos efeitos antidiabéticos do fármaco (ROCHA et al., 2020). 

 

2.4.2.4   Outras atividades biológicas importantes 

 

A atividade analgésica, anti-inflamatória e antiúlcera foi avaliada em quatro 

derivados tiazolidina-4-ona 2,3-substituída. Todos os quatro compostos 

apresentaram a inibição no edema de pata induzido por carragenina em uma dose 

de 100 mg/kg de peso corporal quando comparado com o fármaco padrão 

nimesulida. Todos os compostos também apresentaram significativa atividada 

analgésica pelos métodos utilizados (contorção induzido por ácido acetico e imersão 

caudal em ratos). Os compostos testados exibiram níveis variavéis de atividade 

antiulcerativa, sendo os compostos TH1 e TH3 os que demonstraram melhores 

efeitos gastroprotetores (TARANALLI et al., 2009). 

Novas pirazolil-2,4-tiazolodinadionas foram testadas quanto as suas 

propriedades anti-inflamatórias in vitro e in vivo. Quatro derivados da série 

mostraram efeitos protetores in vitro e foram selecionados para os testes in vivo.  

Nos experimentos em animais, os compostos evidenciaram ótima atividade anti-

inflamatória semelhante ao fármaco padrão celecoxibe. No modelo in vivo, foram 

usados os testes de indução do edema de pata por formalina e de granuloma 

induzido por terebintina (YOUSSEF et al., 2010).  

Novos derivados 3-cumarinil-5-arilideno-1,3-tiazolidina-2,4-dionas foram 

avaliados quanto à atividade antioxidante utilizando o método de sequestro 

do radical livre DPPH. Trinta e três compostos foram avaliados. Destes, cinco 

apresentaram bons resultados. Os autores enfatizaram que os substituintes no anel 

fenil tem grande influência na atividade antioxidante (CACIC; MOLNAR, 2011). 
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Shaikh et al. (2015) estudaram a atividade antiviral de 16 derivados da 

tiazolidina-2,4-diona contra o vírus da imunodeficiência tipo 1 (HIV-1), utilizando 

células MT-4. Como fármaco padrão foi utilizado efavirenz. Os ensaios para 

avaliação da indução do HIV-1 e a citotoxicidade pelo método MTT foram realizados. 

Nenhum dos compostos apresentou atividade frente o HIV-1, entretanto um dos 

compostos mostrou-se citotóxico para o crescimento exponencial das células MT-4.  

Rekha e Chandrdrashekhara (2017) em seus estudos relataram a síntese de 

treze novos derivados 5-(benzilideno substituído) tiazolidina-4-ona e avaliaram a 

atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e de redução do íon férrico. Todos 

os compostos avaliados apresentaram atividade antioxidante. 

Avaliando a série de derivados 3-substituídos-5-[(indol-3-il)metileno]-

tiazolidina-2,4-diona quanto a atividade antioxidante in vitro utilizando os ensaios de 

DPPH e peróxido de hidrogênio, foi verificado que dois compostos (3-[(4-

clorofenil)aminometil]-5-[(indol-3-il)metileno]-tiazolidina-2,4-diona e 3-[(4-

fluorofenil)aminometil]-5-[(indol-3-il)metileno]-tiazolidina-2,4-diona apresentaram 

atividade antioxidante significativa (KUMAR et al., 2018).  

Doze novos derivados fenólicos de tiazolidina-2,4-diona foram sintetizados e 

caracterizados físico-quimicamente e avaliados quanto a capacidade antioxidante 

dos compostos sintetizados. Os ensaios do ácido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-

6-sulfônico (ABTS), sequestros dos radicais livres DPPH, potencial redutor do íon 

férrico (FRAP), capacidade antioxidante total (TAC), ensaio de potência redutora 

(RP) e ensaio de quelação Fe2+ foram realizados. Dois compostos atuaram como 

potentes doadores de elétrons com atividade semelhante ao antioxidante de 

referência utilizado (MARC et al., 2019a). 

As atividades anti-inflamatória, antioxidante e antidiabética de treze novos 

derivados 3,5-derivados dissubstituídos de 2,4-tiazolodinedionas foram avaliadas in 

vivo (anti-inflamatória e antidiabética) e in vitro (antioxidante). Todos os compostos 

avaliados exibiram boa a moderada atividade anti-inflamatória comparável ao 

medicamento de referência diclofenaco de sódio. Os autores evidenciaram que a 

presença de grupo na posição 4 do arilideno é necessária para uma boa atividade 

anti-inflamatória. Na atividade antidiabética, os compostos contendo halogênio, em 

especial aqueles contendo cloro, evidenciaram uma ótima atividade em relação aos 
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demais. Quanto a atividade antioxidante, um dos compostos apresentou 

concentração efetiva equivalente ao ácido ascórbico de 42,68 µg/mL (SRIVASTAVA; 

BHATIA; CHAWLA, 2019). 

Neri et al. (2020) avaliaram a atividade antileishmania de 16 derivados da 

tiazolidia-2,4-diona utilizando cepas de referência de Leishmania (V.) braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903) e Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75). Dois dos 

compostos avaliados apresentaram atividade antileishmania superior ao seu efeito 

citotóxico, e um deles mostrou o melhor índice de seletividade e a melhor resposta 

frente a L. infantum. 

A atividade antiviral de 40 novos derivados tiazolidinas (TZDs) foi avaliada 

tanto in vitro, quanto in sílico como possíveis agentes terapêuticos candidatos para o 

tratamento da infecção causada pelo vírus Zika (ZIKV). O mecanismo de ação de 4 

novos derivados tiazolidínicos com ação contra o ZIKV também foram elucidados. 

Dois deles (derivados FT32 e FT39) foram capazes de se ligar à proteína NS5 e 

reduzir a expressão do RNA viral, quando as células foram tratadas com os 

derivados após a infecção. Foi observado que os derivados GQ402 e ZKC4 se 

ligaram a proteína do envelope e assim reduziram a ação do vírus quando as células 

foram tratadas previamente com os derivados tiazolidínicos. Também foi observado 

pelos autores que a adição dos radicais cloro, bromo e iodo na estrutura dos 

derivados garantiram melhor atividade frente diferentemente daqueles que não 

possuíam esses radicais (GONÇALVES, 2020). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana de duas séries análogas de 5-benzilideno-

tiazolidina-2,4-diona e 5-benzilideno-4-tioxotiazolidina-2-ona frente a isolados 

clínicos de Staphylococcus aureus resistentes a múltiplos fármacos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar o seu perfil de resistência fenotípica aos antimicrobianos e 

selecionar isolados clínicos de S. aureus de diferentes sítios de infecção da 

Coleção de Cultura do Departamento de Antibióticos (UFPEDA) para o 

estudo; 

• Caracterizar o perfil de resistência genotípica dos isolados clínicos 

selecionados; 

• Classificar os isolados clínicos de S. aureus quanto ao potencial de formação 

de biofilme; 

• Determinar a atividade antimicrobiana dos derivados tiazolidínicos e a cinética 

de morte dos isolados clínicos de S. aureus expostos aos derivados mais 

ativos; 

• Investigar a atividade antibiofilme dos derivados tiazolidínicos; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana in vivo dos derivados utilizando 

Caenorhabditis elegans como hospedeiro; 

• Avaliar as alterações morfológicas induzidas pela exposição aos derivados 

tiazolidínicos por microscopia eletrônica de varredura; 

• Determinar a citotoxicidade dos derivados tiazolidínicos para células 

mononucleadas de sangue periférico humano e fibroblastos. 
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 4. MATERIAIS E METODOS 

 

 4.1 DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS  

 

   Os derivados tiazolidínicos foram sintetizados no Departamento de 

Antibióticos/UFPE pela Profa. Dra. Julianna Ferreira Cavalcanti de Albuquerque e 

gentilmente cedidos para realização deste projeto de pesquisa. Séries análogas 

tiazolidina-2,4-diona e 4-tioxotiazolidina-2-ona foram utilizadas, ambas substituídas 

na posição 5 do anel tiazolidínico pelo mesmo grupamento, formando pares que 

diferem entre si apenas na posição 4 do anel tiazolidínico (Figura 14, Tabela 1). 

 

Figura 14 – Esquema de síntese das tiazolidina-2,4-diona (1a-f) e das 4-tioxotiazolidina-2-ona (2a-f). 

 

Fonte: A autora (2022). 
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Tabela 1 – Nomenclatura dos derivados tiazolidina-2,4-diona e 4-tioxotiazolidina-2-ona. 

(continua) 

Séries análogas 

Tiazolidina-2,4-diona 4-tioxotiazolidina-2-ona 

Nº Nomenclatura Código Nº Nomenclatura Código 

1a 

 

5-(2,4-diclorobenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona 

JU-296 2a 

 

5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-

tioxotiazolidina-2-ona 

HRJ-1 

1b 

 

5-(3,4-diclorobenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona 

JU-298 2b 

 

5-(3,4-diclorobenzilideno)-4-

tioxotiazolidina-2-ona 

HRJ-2 

1c 

 

5-(3-clorobenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona 

JU-395 2c 

 

5-(3-clorobenzilideno)-4-

tioxo-tiazolidina-2-ona 

HRJ-11 

1d 

 

5-(4-hidróxi-3-

metóxibenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona 

JU-414 2d 

 

5-(4-hidróxi-3-

metóxibenzilideno)-4-tioxo-

tiazolidina-2-ona 

HRJ-26 
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Tabela 1 – Nomenclatura dos derivados tiazolidina-2,4-diona e 4-tioxotiazolidina-2-ona. 

(conclusão) 

Séries análogas 

Tiazolidina-2,4-diona 4-tioxotiazolidina-2-ona 

Nº Nomenclatura Código Nº Nomenclatura Código 

1e 

 

5-(2,3,6-

triclorobenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona 

JU-2222 2e 

 

5-(2,3,6-triclorobenzilideno)-

4-tioxo-tiazolidina-2-ona 

HRJ-1503 

1f 

 

5-(2-bromo-5-

metóxibenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona 

JU-625 2f 

 

5-(2-bromo-5-

metóxibenzilideno)-4-tioxo-

tiazolidina-2-ona 

HRJ-53 

 

Fonte: A autora (2022). 

     

4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS DE Staphylococcus aureus 

 

Os isolados clínicos de Staphylococcus aureus que foram avaliados estão 

depositados na Coleção de Culturas do Departamento de Antibióticos da UFPE e 

preservados liofilizados. Vinte isolados clínicos de Staphylococcus aureus de 

diferentes sítios de infecção, 10 de origem hospitalar e 10 ambulatoriais, foram 

selecionados para este trabalho (Tabela 2). Após subcultivo dos isolados, a 

resistência fenotípica foi avaliada por antibiograma utilizando discos comerciais para 

os seguintes fármacos: oxacilina (1 µg), cefoxitina (30 µg), penicilina G (10 UI), 

eritromicina (15 µg), clindamicina (2 µg), ciprofloxacino (5 µg), sulfametoxazol-

trimetoprim (25 µg), gentamicina (10 µg), tetraciclina (30 µg), cloranfenicol (30 µg) e 
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rifampicina (30 µg), incluindo o teste D para detectar a resistente induzida à 

clindamicina (CLSI, 2018). 

     

Tabela 2 – Número do registro, sítio de infecção e origem dos isolados clínicos de Staphylococcus 
aureus obtidos da Coleção de Cultura do Departamento de Antibióticos da UFPE. 

 

Nº de registro na Coleção 

de Cultura 
Sítio de infecção Origem 

UFPEDA 1039 Secreção Orotraqueal Ambulatorial 

UFPEDA 1040 Lesão Perna Ambulatorial 

UFPEDA 1041 Lesão Virilha Ambulatorial 

UFPEDA 1042 Lombar (Escara) Hospitalar 

UFPEDA 1043 Fibrina Peritoneal Hospitalar 

UFPEDA 1044 Conjuntiva Ambulatorial 

UFPEDA 1045 Ponta de Cateter Hospitalar 

UFPEDA 1045 Secreção Traqueal Hospitalar 

UFPEDA 1047 Pericárdio Hospitalar 

UFPEDA 1048 Secreção de Ferida Hospitalar 

UFPEDA 1049 Fragmento de tendão Hospitalar 

UFPEDA 1050 Secreção orotraqueal Ambulatorial 

UFPEDA 1051 Aspirado traqueal Ambulatorial 

UFPEDA 1052 Secreção orotraqueal Ambulatorial 

UFPEDA 1053 Aspirado Traqueal Ambulatorial 

UFPEDA 1054 Conjuntiva Ambulatorial 

UFPEDA 1055 Secreção de Furúnculo Ambulatorial 

UFPEDA 1056 Abscesso Hospitalar 

UFPEDA 1057 Sangue Hospitalar 

UFPEDA 1058 Líquido torácico Hospitalar 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

4.2.1 Avaliação da formação de biofilme dos isolados clínicos de 

Staphylococcus aureus 

 

A formação do biofilme foi avaliada pela técnica descrita por Stepanovic et al. 

(2000). Os isolados clínicos foram cultivados em caldo BHI por 24 h a 37 °C. 

Posteriormente, 200 µL de cada suspensão bacteriana (1,5 x 105 UFC/mL) foram 
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aplicadas em placas de 96 poços de fundo plano. O experimento foi realizado em 

triplicata utilizando também um controle negativo (apenas meio de cultura). As 

placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e o conteúdo do poço removido após o 

período de incubação. Em seguida, cada poço foi lavado com 250 µL de solução 

salina 0,9% por três vezes. Posteriormente, foi realizada fixação com 200 µL de 

metanol absoluto por 15 min. O metanol foi removido e as placas secaram em 

temperatura ambiente. As placas foram coradas com 200 µL de cristal violeta 

durante 5 min. Novamente, cada poço foi lavado por três vezes com solução salina 

0,9% e mantida a temperatura ambiente para secagem. O cristal violeta foi 

solubilizado com 200 µL de metanol e a leitura da absorbância foi realizada em leitor 

de ELISA, comprimento de onda 570 nm. As amostras foram classificadas de acordo 

com critérios estabelecidos por Stepanovic et al. (2000). O valor da densidade ótica 

(DOi) de cada isolado foi obtido pela média dos três poços, sendo este valor 

comparado com a densidade ótica do controle negativo (DOc). Os isolados foram 

classificados em quatro categorias: não aderente (DOi ≤ DOC); fracamente aderente 

(+) (DOC < DOI ≤2 x DOC); moderadamente aderente (++) (2X DOc < DOi ≤ 4 x DOC) 

ou fortemente aderente (+++): 4x DOC < DOi. 

 

4.2.2 Caracterização dos genes de resistência dos isolados de Staphylococcus 

aureus 

 

4.2.2.1 Extração de DNA de Staphylococcus aureus 

 

Cada espécime foi inoculado em ágar sague por 18-24 horas a 35 °C. Após o 

período de incubação, uma alçada foi transferida para o tubo de ensaio contendo 10 

mL de meio BHI e incubado por mais 18 h a 35 °C, 150 rpm.  Após o período de 

incubação, 1,5 mL de cada amostra foi centrifugada a 8.200 x g por 5 minutos e 

esse processo repetido duas vezes para obtenção da massa celular. 

A massa celular obtida de cada amostra foi ressuspendida em 300 µL TEG 

(Tris-HCl 25 mM, EDTA 10 mM, Glicose 50 mM), adicionados 26 µL de lisozima (4 

mg/mL) e incubadas em banho-maria a 37 °C por 20 min. Após a incubação, foi 

adicionado 150 µL SDS 10% e 5 µL proteinase K (150 µg/mL). O conjunto foi 
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incubado por 15 min a 65 °C, centrifugado a 8.200 x g por 5 min e o sobrenadante 

transferido para outro tubo.  Ao sobrenadante foram adicionados 400 µL de 

clorofórmio P.A., homogeneizado, em seguida centrifugado a 8.200 x g por 5 min e 

transferido o sobrenadante para outro tubo. O processo foi repetido adicionando 400 

µL de solução clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), seguido de centrifugação a 8.200 

x g por 5 min e transferência do sobrenadante para outro tubo. Posteriormente, 

foram adicionados 300 µL de acetato de sódio 3 M, pH 5,2, misturado lentamente, e 

adicionado 0,6 V de isopropanol P.A. A amostra foi centrifugada a 11.700 x g por 10 

min. O sobrenadante foi descartado e a massa celular lavada com 400 µL de etanol 

(70%) e centrifugado por 3 min a 11.700 x g. O sobrenadante foi descartado e após 

secagem da massa celular foram adicionados 50 – 100 µL de solução tampão TE 

(Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM). A integridade do DNA foi avaliada por meio de 

eletroforese em gel de agarose a 0,8% utilizando 1 µL de tampão de amostra e 3 µL 

das amostras de DNA. Após a extração, o DNA foi quantificado em 

espectrofotômetro NanoDrop (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 

 

4.2.2.2 Condições da PCR para amplificação dos genes mecA, vanA, norA e ermA 

 

A presença dos genes de resistência à oxacilina (mecA), glicopeptídeos 

(vanA), fluoroquinolona (norA) e eritromicina (ermA) foi avaliada por PCR segundo 

metodologia descrita por Ma et al. (2018).  

A amplificação das 20 amostras de Staphylococcus aureus foi realizada por 

meio da técnica de PCR, utilizando oligonucleotídeos dirigidos para cada gene 

(Tabela 3). Também foram utilizados controles positivos (amostras de S. aureus e 

Enterococcus faecalis contendo os genes estudados) e negativo (uma cepa sem os 

genes estudados – UFPEDA 02). Para a padronização das reações, foi preparado 

uma mistura com quantidades suficientes para todas as amostras e este dividido em 

alíquotas para cada reação (Tabela 4). A reação foi realizada em termociclador 

programado para ciclos de: desnaturação inicial de 2 min a 95 °C, 35x (1 min 95 °C, 

1 min 50 °C, 2 min 72 °C) e extensão final de 5 min 72 °C para o gene mecA; 

desnaturação inicial de 2 min a 95 °C, 36x (1 min 95 °C, 1 min 51 °C, 2 min 74 °C) e 

extensão final de 5 min 74 °C para o gene vanA; desnaturação inicial de 2 min a 95 
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°C, 35x (1 min 95 °C, 1 min 51 °C, 2 min 74 °C) e extensão final de 5 min 74 °C para 

o gene norA; desnaturação inicial de 2 min a 95 °C, 35x (1 min 95 °C, 1 min 52 °C, 2 

min 74 °C) e extensão final de 5 min 74 °C para o gene ermA.  Após a amplificação, 

5 µL da reação de PCR foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose (1,2% 

p/v) a 3 volts/cm em tampão TBE 0,5 x e corado com Sybr Safe (1X) (Invitrogen, 

EUA) para visualização de um fragmento específico de cada gene (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Iniciadores específicos utilizados para amplificação e detecção dos genes mecA, vanA, 
norA, ermA e os produtos amplificados. 

 

 
Fonte: A autora (2022). 

 

 

Para detecção dos genes em estudo foi preparado uma mistura com um 

volume final de 25 μL para cada tubo, incluindo: 1,0 μL de desoxirribonucleotídeo 

trifosfato (dNTP) 200 μM, 2,5 μL de tampão (1X), 1,5 μL de MgCl2 3 mM, 0,5 Taq 

DNA-polimerase 1 U/μL, 1 μL de DNA 50 ng/μL, 0,5 μL de cada primer (2,5 pmol) e 

água ultrapura q.s.p. 12,5 μL (Tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

Gene 
Sequência dos primers 

5` - 3` 
Produto 

amplificado 
Referência 

mecA 

TGCTATCCACCCTCAAAC 

1000 pb Silva; Silva (2005) 
CCTGAGATTTTGGCATTG 

vanA 

CATGACGTATCGGTAAAATC 

885 pb El-Tawab et al. (2019) 
ACCGGGCAGRGTATTGAC 

norA 

TATCGGTTTAGTATTACCAGTC 

406 pb Tang et al. (2015) 
AACTTCTGCCATAAATCCAC 

ermA 

GTTCAAGAACAATCAATACAGAG 

421 pb Lina et al. (1999) 
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC 
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Tabela 4 – Componentes das reações de amplificação dos genes. 

 

Componentes  Concentração*  

Tampão de reação  1x 

MgCl2  3 mM 

dNTPs  200 μM 

DNA molde  50 ng/μl 

Oligo (F) 2,5 pmol 

Oligo (R) 2,5 pmol 

Taq DNA-polimerase  1 U/μl 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

4.3 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES MÍNIMA INIBITÓRIAS E 

BACTERICIDAS DOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS 

 

A atividade antimicrobiana dos compostos tiazolidínicos foi determinada por 

microdiluição, baseado no documento M100 do Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2018). As suspensões microbianas foram padronizadas em 

espectrofotômetro (DO625 nm 0,08 – 0,13), equivalente aproximadamente a 108 

UFC/mL para bactérias. Os compostos tiazolidínicos foram diluídos em 

dimetilsulfóxido (DMSO 1%) a uma concentração de 128 – 0,125 µg/mL. As 

suspensões dos isolados clínicos foram adicionadas ao caldo Müller-Hinton na 

concentração final de 5 x 105 UFC/mL. Como controle foi utilizado o antimicrobiano 

oxacilina (128 – 0,125 µg/mL), ciprofloxacino (128 – 0,125 µg/mL) e eritromicina (128 

– 0,125 µg/mL). As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Após este 

período 20 µL, do revelador resazurina 0,01% foram adicionados em cada poço e as 

placas foram reincubadas por 2 h. A menor concentração na qual não ocorreu 

conversão da resazurina foi considerada a CMI. A concentração mínima bactericida 

(CMB) foi determinada a partir das microplacas utilizadas para a determinação da 

CMI. De cada poço onde não ocorreu crescimento microbiano visível, ou seja, não 

ocorreu mudança de cor de azul para róseo, foram retirados 10 µL para semeio em 

placas de ágar Müller-Hinton. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A CMB 

foi definida como a menor concentração do composto que impediu totalmente o 
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crescimento microbiano nas placas (SILVEIRA, 2012). Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata e os resultados, expressos em µg/mL. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA CINÉTICA DE MORTE DE Staphylococcus aures   EXPOSTOS 

AOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS 

 

A curva de morte das bactérias foi acompanhada por 24 h em microplacas de 

96 poços segundo protocolo adaptado de Ferreira et al. (2018). As bactérias foram 

expostas a diferentes concentrações dos derivados tiazolidínicos (0,5 x CMI, CMI, 2 

x CMI) e na ausência do composto (controle negativo). Para cada 80 µL de inóculo 

(106 UFC/mL) foram adicionados 80 µL da substância nas concentrações citadas e 

40 µL de caldo Müller-Hinton. O tempo de morte foi determinado pela redução da 

viabilidade celular nos intervalos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h e comparado com a leitura 

inicial. As leituras das absorbâncias foram realizadas em 625 nm em leitor de 

microplacas. Para cinética de morte, foi selecionado o isolado clínico UFPEDA 1058. 

Os experimentos foram realizados em triplicata.  

 

4.5 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS 

 

4.5.1 Inibição da formação inicial do biofilme 

 

Para realização do ensaio de atividade de antibiofilme foi utilizado um 

protocolo adaptado de Jadhav et al. (2013), que se baseia na utilização do cristal 

violeta em placas de microtitulação de 96 poços. Neste ensaio soluções da 

substância em estudo equivalente a 0,5 x CMI, CMI e 2 x CMI foram preparadas. Em 

cada poço foram colocadas 100 µL de cada solução dos derivados e adicionado 100 

µL de uma suspensão do isolado clínico UFPEDA 1058 (concentração final 106 

UFC/mL). O controle negativo foi o meio sem inóculo e o positivo o inóculo 

bacteriano sem os tratamentos. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h e o 

conteúdo dos poços foi removido. Posteriormente, cada poço foi lavado três vezes 

com solução salina esterilizada. As bactérias que permaneceram aderidas foram 

fixadas com metanol absoluto por 20 minutos e em seguida coradas com cristal 
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violeta a 0,1% por 5 min à temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido 

com água destilada por três vezes. O corante que se ligou ao biofilme foi 

solubilizado com metanol absoluto por 15 min e a absorbância medida com 

densidade ótica de 570 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A 

porcentagem de inibição de formação de biofilme para cada concentração foi 

determinada de acordo com a fórmula descrita por Jadhav et al. (2013): 

 

% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = 100 − [(
DO570 𝑛𝑚 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

DO570 𝑛𝑚 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 ) 𝑥 100] 

 

4.5.2 Inibição do biofilme formado 

 

 O efeito das tiazolidinas sobre o biofilme formado foi avaliado como descrito 

por Jadhav et al. (2013). A formação do biofilme foi obtida pela transferência de 100 

µL da suspensão bacteriana (106 UFC/ml) para cada poço da placa de 96 poços de 

fundo plano. As placas foram incubadas a 37 °C por 6 horas.  Após a incubação, 100 

µL de cada solução dos compostos tiazolidinicos (0,5 x CMI; CMI; 2 x CMI) foram 

adicionados aos poços para obter o volume final de 200 µL. O controle negativo foi o 

meio sem inóculo e o positivo o inóculo bacteriano sem os tratamentos. Oxacilina, 

eritromicina e ciprofloxacina foram utilizadas como fármacos padrão. Após o 

tratamento com as substâncias as placas foram incubadas por 1 , 5 e 20 h. Em 

seguida os biofilmes foram avaliados  quanto à fixação de biomassa utilizando o 

ensaio de cristal violeta de acordo com o protocolo descrito no item 4.5.1. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vivo UTILIZANDO C. 

elegans COMO HOSPEDEIRO 

 

4.6.1 Manutenção de Caenorhabditis elegans  

 

A cepa mutante de C. elegans AU37 foi utilizada em todos os ensaios como 

modelo in vivo de infecção. A mutação glp-4(bn2) torna os nematódeos incapazes 

de produzir progênie em temperaturas superiores a 25 °C, enquanto a mutação sek-

1(km4) reduz a imunidade inata dos C. elegans, aumentando sua sensibilidade a 
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patógenos (BEANAN; STROME, 1992; KIM et al., 2002). Como fonte de alimento foi 

utilizada Escherichia coli OP50, uma cepa não patogênica e sem capacidade de 

formação de biofilme, convencionalmente escolhida para manutenção de C. elegans 

em laboratórios (ARATA et al., 2020). Tanto a cepa AU37 quanto a E. coli OP50 

foram gentilmente doadas pelo Caenorhabditis Genetic Center (Universidade de 

Minnesota, EUA) para o ETNO – Laboratório de Etnofarmacologia da UFPE.  

Os nematódeos foram mantidos em meio ágar NGM (do inglês, Nematode 

Growth Medium), semeado com E. coli OP50 sob condições padrão (BRENNER, 

1974). Para realização dos testes, os nematódeos foram sincronizados com solução 

de hipoclorito de sódio conforme descrito por Tampakakis et al. (2008). Após 

eclosão dos ovos, as larvas no estágio L1 foram transferidas para placas NGM 

semeadas com E. coli OP50 e cultivadas a 25 °C até o estágio L4 (adultos jovens). 

 

4.6.2 Nematódeos infectados por Staphylococcus aureus 

 

Os nematódeos no estágio L4 foram coletados utilizando uma peneira com 

malha de 38 µm e solução Tampão M9 (3 g/L KH2PO4; 6 g/L Na2HPO4; 5 g/L NaCl; 

0,12 g/L MgSO4), suplementado com ciprofloxacino (100 µg/mL). Foram realizadas 

cinco lavagens para retirada da E. coli OP50 aderida à cutícula. Em seguida, os 

nematódeos foram submetidos novamente a lavagens consecutivas em meio M9 

(70% de tampão M9, 30% de caldo BHI, 10 µg/mL de colesterol), para remover o 

ciprofloxacino antes da infecção S. aureus (UFPEDA 1058). O meio M9 foi usado 

para diluir as moléculas. 

Um inóculo de 1,5 x 107 UFC foi adicionado a 1 mL de meio LB contendo 10 

µg/mL de colesterol e incubado a 37 °C por 24 horas. Após esse período, os 

nematódeos em meio M9 foram infectados com S. aureus em uma proporção de 4:1 

(v/v) como descrito por Kong et al. (2014) e Bezerra Filho et al. (2020). 

 Em seguida, os nematódeos foram transferidos para placa de 96 poços (± 

20/poço). Os derivados tiazolidínicos (16, 4 e 1 µg/mL) foram adicionadas aos poços 

em triplicada para cada concentração, contendo volume total de 200 µL em cada 

poço. OP50 e vancomicina (6 µg/mL) foram usados como controle positivo e S. 
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aureus com DMSO 1% como controle negativo. Os experimentos foram repetidos 

três vezes. 

A longevidade dos nematódeos foram avaliadas através da contagem de 

nematódeos vivos e mortos a cada 24 h, durante 120 h. Os nematódeos foram 

identificados como morto quando não apresentavam movimentos espontâneos no 

intervalo de 10 segundos e não tinham batimento faríngeo. Durante o teste os poços 

foram fotografados diariamente até 120h utilizando um estereomicroscópio Stemi 

305 (Karl-Zeiss, Munique, Alemanha). 

 

4.7 ANÁLISE MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA 

 

 As alterações na morfologia das células de S. aureus foram avaliadas após 

incubação com as tiazolidinas nas concentrações de 0,5 x MIC, MIC e 2 x MIC por 

18 h. As imagens foram obtidas em microscópio eletrônico de varredura (MEV) 

acoplado a espectroscopia de energia dispersiva - EDS (MEV-FEG ZEISS AURIGA 

40). Após a incubação, as células foram submetidas ao processo de fixação. Para 

isso, as bactérias foram centrifugadas a 3000 x g por 10 min e lavadas duas vezes 

com PBS. As células foram então fixadas com uma solução de 2,5% de 

glutaraldeído em PBS a 4 °C por 4 h. Após esse período, as bactérias foram 

desidratadas em concentrações crescentes de etanol por 15 min e centrifugadas a 

13.000 x g por 10 min. O pellet celular foi ressuspendido em etanol 100% e 5 µl de 

amostra foi adicionada em placas de silício, as quais foram secas em dessecador 

por 3 dias. As amostras preparadas foram submetidas a metalização com ouro para 

a obtenção das imagens (AMORIM-CARMO et al., 2019). 

 

4.8 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS EM 

CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFÉRICO E FIBROBLASTOS 

 

As células mononucleares de sangue periférico humanas (PBMC) foram 

isoladas por centrifugação em gradiente de Ficoll (Histopaque® 1077, Sigma-Aldrich, 

EUA) a partir de bolsas Buffy-Coat cedidas pela Fundação de Hematologia e 
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Hemoterapia do Estado de Pernambuco – HEMOPE após aprovação pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa de ambas as instituições (CAAE 23236618.1.3001.5195 – 

Hemope; e 23236618.1.0000.5208 – UFPE). Após centrifugação a 400 x g por 30 

min, as células foram coletadas, lavadas com tampão fosfato salino (PBS) e 

ressuspendidas em meio RPMI 1640 completo. Utilizando uma câmara de 

Neubauer, as células foram contadas e plaqueadas em placa de 96 poços na 

concentração de 1 x 105 células/poço, estimuladas com 1% do mitógeno 

fitohemaglutinina e mantidas sob incubação a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de 

CO2 até o dia seguinte. Após a incubação, os compostos tiazolidínicos previamente 

dissolvidos em DMSO foram diluídos em meio RPMI 1640 e adicionados aos poços 

em concentrações finais de 100 – 1 μg/mL. A placa foi novamente incubada por 72 h 

a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2.  Após o período de incubação, foram 

adicionados em cada poço 25 μL da solução de MTT (5 mg/mL) e a placa foi 

incubada na estufa por mais 3 h. Em seguida o sobrenadante foi aspirado e, para 

realizar a leitura                      espectrofotométrica, 100 μL de DMSO foram 

adicionados em cada poço para dissolução dos cristais de formazan. A absorbância 

foi medida em um leitor de microplacas em 560 nm (RODRIGUES et al., 2018).   

 Para avaliação da citotoxicidade em fibroblastos, foi utilizada a linhagem L929 

obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantida no Laboratório de Cultura 

de Células, Departamento de Antibióticos - UFPE. A linhagem foi mantida em meio 

de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado e 1% 

de solução de antibióticos (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas 

em incubadora a 37 ºC em atmosfera úmida enriquecida com 5% de CO2. As células 

semiconfluentes foram tratadas com tripsina 5% por 5 min, recuperadas com meio 

DMEM suplementado SFB 10% e centrifugadas a 400 x g por 10 min. As células 

foram contatas em câmara de Neubauer e plaqueadas em placa de 96 poços na 

concentração de 1 x 104 células/poço. Após 24 horas de incubação, os compostos 

tiazolidínicos previamente dissolvidos em DMSO foram diluídos em meio DMEM e 

adicionados aos poços em concentrações finais de 100 – 1 μg/mL e as placas 

reincubadas por 72 h. A análise da citotoxicidade foi realizada conforme descrito 

acima para os PBMCs. 
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4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média e foram 

analisados por ANOVA com pós-teste de Dunnett. Os dados de sobrevivência estão 

representados em curvas de Kaplan-Meier e analisados por log-rank. Ambas as 

análises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 9 e os resultados foram 

considerados significativos quando *p > 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS DE S. aureus 

 

No teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) dos isolados clínicos de S. 

aureus foi observado resistência à oxacilina e à cefoxitina em 85% dos isolados 

(17/20), à eritromicina em 90% (18/20), enquanto a resistência ao ciprofloxacino foi 

encontrada em 70% (14/20).  Sulfametoxazol-trimetoprima foi eficiente frente a cinco 

isolados, correspondendo a 75% de resistência dos isolados a esta associação de 

antibióticos, enquanto para clindamicina a resistência foi de 65% (13/20). Todos os 

isolados foram resistentes a penicilina G (Tabela 5). Estes resultados eram 

esperados e corroboram vários estudos realizados na última década que mostram a 

ampla resistência de isolados clínicos de S. aureus aos antimicrobianos mais 

utilizados na clínica, principalmente a alta prevalência de MRSA (CARACIOLO et al., 

2012; LUJÁN; MÁLAGA, 2014; MONTEIRO et al., 2020). 

Todos os 20 isolados clínicos de S. aureus avaliados foram formadores de 

biofilme, no entanto 85% (17/20) se apresentaram na categoria de fortemente 

aderente e 15% (3/20) foram classificados como moderadamente aderentes. Estes 

resultados foram independentes do sítio de infecção e origem hospitalar ou 

ambulatorial (Tabela 5). 

Chaudhary et al. (2021) avaliaram 288 isolados de MRSA quanto a formação 

de biofilme. Destes, 198 (68,75%) foram formadores de biofilme, dos quais 101 

foram classificados como fortemente aderentes (35,06%) e 97 como fracamente 

aderente (33,68%). 

Em um estudo realizado em 15 isolados clínicos MRSA para determinar a 

capacidade de formação de biofilme, 33% dos isolados foram classificados como 

fortemente aderentes, enquanto o restante foi classificado como fracamente 

aderente ou não-aderente. Não foi observada nenhuma relação entre resistência a 

múltiplos fármacos e capacidade de formação de biofilme (BATISTÃO et al., 2016). 

Neste estudo, também não foi observada correlação entre resistência a 

múltiplos fármacos e formação de biofilme, como pode ser exemplificado pelos 

isolados UFPEDA 1054 (resistente a penicilina G e ciprofloxacino) e os isolados 
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UFPEDA 1042, UFPEDA 1044, UFPEDA 1051 (resistentes a oxacilina, cefoxitina, 

penicilina G, eritromicina, gentamicina, clindamicina, ciprofloxacino e sulfametoxazol-

trimetropima) que foram classificados como fortemente aderentes e moderadamente 

aderentes, respectivamente. O inverso também foi observado para alguns isolados, 

como pode ser visto na Tabela 5. 

Rodrigues (2017a) verificou que não havia correlação entre resistência aos 

antimicrobianos e produção de biofilme em isolados clínicos MRSA, pois de maneira 

geral os isolados produtores de biofilme eram sensíveis aos antibióticos avaliados. 

 

Tabela 5 – Dados clínicos, perfil de resistência fenotípica e formação de biofilme dos isolados clínicos 

de Staphylococcus aureus.  

 (continua) 

 

 

Registros 
Sitio de 

infecção 
Hospital Ambulatório 

Perfil de 

resistência 

fenotípica 

Formação 

de biofilme 

UFPEDA 1039 
Secreção 

orofaríngea 
 X Ox, Cef, E, D+, P +++ 

UFPEDA 1040 
Lesão na 

perna 
 X 

Ox, Cef, E, Clind, 

P 
+++ 

UFPEDA 1041 
Lesão na 

virilha 
 X Ox, Cef, E, P +++ 

UFPEDA 1042 Escara X  

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, SXT, 

P 

++ 

UFPEDA 1043 
Fibrina 

peritoneal 
X  

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, SXT, 

P 

+++ 

UFPEDA 1044 
Conjuntiva 

direita 
 X 

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, SXT, 

P 

++ 

UFPEDA 1045 
Ponta de 

cateter 
X  

Ox, Cef, E, Cipro, 

Gen, P 
+++ 

UFPEDA 1046 
Secreção 

traqueal 
X  

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, P 
+++ 
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Tabela 5 – Dados clínicos, perfil de resistência fenotípica e formação de biofilme dos isolados clínicos 

de Staphylococcus aureus. 

(conclusão) 

Nota: ++ Moderadamente aderente; +++ Fortemente aderente; Ox – oxacilina; Cef – cefoxitina; E – 

eritromicina; D+ – teste D+; P – penicilina; Clind – clindamicina; Cipro –ciprofloxacino; Gen – 

gentamicina; SXT – sulfametoxazol-trimetoprima; Tet –tetraciclina; Clor – cloranfenicol; Rifam – 

rifampicina. 

Fonte: A Autora (2022). 

Registros 
Sitio de 

infecção 
Hospital Ambulatório 

Perfil de 

resistência 

fenotípica 

Formação 

de biofilme 

UFPEDA 1047 Pericárdio X  
Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, P 
+++ 

UFPEDA 1048 
Secreção de 

ferida 
X  

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, P 
+++ 

UFPEDA 1049 
Fragmento 

de tendão 
X  

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, P 
+++ 

UFPEDA 1050 
Secreção 

orotraqueal 
 X E, D+, P +++ 

UFPEDA 1051 
Aspirado 

traqueal 
 X 

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, SXT, 

Tet, P 

++ 

UFPEDA 1052 
Secreção 

orotraqueal 
 X E, D+, P +++ 

UFPEDA 1053 
Aspirado 

traqueal 
 X 

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Clor, P 
+++ 

UFPEDA 1054 
Conjuntiva 

direita 
 X 

Cipro, P 

 
+++ 

UFPEDA 1055 
Secreção de 

furúnculo 
 X 

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, P 
+++ 

UFPEDA 1056 Abscesso X  
Ox, Cef, P, 

Rifamp 
+++ 

UFPEDA 1057 Sangue X  
Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, P 
+++ 

UFPEDA 1058 
Líquido 

torácico 
X  

Ox, Cef, E, Clind, 

Cipro, Gen, SXT, 

P 

+++ 
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De acordo com o CLSI (2018), todos os isolados de S. aureus devem ser 

submetidos ao teste D. O teste D+ indica ineficiência da clindamicina in vivo (TALEBI 

et al., 2019). Avaliando simultaneamente sítio de infecção e origem, foi possível 

observar que dos isolados resistentes a eritromicina, três foram teste D+. Todos 

isolados foram ambulatoriais e obtidos de secreções do trato respiratório superior 

(orofaríngea ou orotraqueal).  

O perfil dos isolados quanto à resistência aos antimicrobianos e alta 

capacidade de formação de biofilme reforça a grande preocupação no âmbito da 

saúde, pois pode acarretar um maior tempo de internação hospitalar, além de falha 

no tratamento. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DOS GENES DE RESISTÊNCIA DOS ISOLADOS DE 

Staphylococcus aureus 

 

As concentrações de DNA nas amostras extraídas variaram de 10 ng/µL 

(amostra UFPEDA 1040) a 1.050 ng/µL (amostra UFPEDA 1044) como pode ser 

evidenciada na tabela 6. 

 

Tabela 6 – Concentração do DNA (ng/µL) nas amostras extraídas. 

 

 

Fonte: A Autora (2022). 

Nº da 

amostra 

S. aureus 

(UFPEDA) 
DNA (ng/µL) 

Nº da 

amostra 

S. aureus 

(UFPEDA) 
DNA (ng/µL) 

1 1039 23,0 11 1049 148,4 

2 1040 11,0 12 1050 150,0 

3 1041 726,3 13 1051 18,0 

4 1042 23,0 14 1052 33,8 

5 1043 20,0 15 1053 18,0 

6 1044 1.050,0 16 1054 20,0 

7 1045 211,0 17 1055 35,0 

8 1046 17,0 18 1056 40,0 

9 1047 14,0 19 1057 29,0 

10 1048 120,0 20 1058 10,0 
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 5.2.1 Gene mecA 

 

A presença do gene mecA foi detectada em 95% dos isolados, 

independentemente de sua origem (hospitalar ou ambulatorial) ou sítio de infecção 

(Figura 15). Os isolados UFPEDA 1050 e UFPEDA 1054 não apresentaram 

resistência fenotipicamente, mas possuem a presença do gene mecA. Este fato é 

preocupante, pois indica que o gene não está sendo expresso por algum motivo, 

mas pode passar a sê-lo dependendo das condições ambientais, como a exposição 

a β-lactâmicos. Deste modo, passando a manifestar a resistência fenotípica. De 

acordo com Oliveira e Lencastre (2011), outros determinantes ainda não 

identificados podem atuar no controle transcricional do gene mecA, direta ou 

indiretamente, podendo afetar a expressão fenotípica da resistência aos antibióticos 

β-lactâmicos. 

Um estudo semelhante foi realizado por Namvar et al. (2015) com amostras 

de S. aureus obtidas de pacientes com feridas de queimaduras e não queimados. 

Nos pacientes queimados foi observado que 80% dos isolados continham o gene 

mecA, enquanto no perfil fenotípico, apenas 67,2 % foram resistentes à oxacilina. 

Nas amostras obtidas das feridas de não queimados, 52.7% apresentaram o gene 

mecA e 47,3% eram fenotipicamente resistentes à oxacilina.  

 Cinquenta e oito  isolados clinicos de Staphylococcus aureus considerados 

oxacilina sensíveis por ensaios de susceptibilidade antimicrobiana, foram avaliados 

quanto a presença do gene mecA. Destes, 43% (25/58) foram negativos para todos 

os genes SCCmec investigados. No entanto, 52% (30/58) dos isolados foram 

positivos para o gene mecA. Neste estudo foi observada alta taxa de S. aureus 

mecA positivos susceptíveis à oxacilina (OS-mecA) tanto de origem hospitalar como 

ambulatorial (ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL-BALBINO, 2016).  

 No estudo acima foi observada uma taxa bem maior de ausência de 

fenótipo de resistência e presença do gene mecA do que as encontradas nos 

isolados clínicos avaliados, no qual foi observada uma taxa de 10% (Tabela 7). 

              Segundo o CLSI (2018) devem ser relatados como resistentes à oxacilina 

todos os isolados positivos para mecA ou PBP2a, bem como isolados resistentes à 

oxacilina devem ser reportados como resistentes aos outros β-lactâmicos, exceto 
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para as cefalosporinas de quinta geração com atividade anti-MRSA, como a 

ceftarolina. 

 

Figura 15 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene mecA. Estão destacados em vermelho 

os isolados negativos para o gene mecA, enquanto as cabeças de seta indicam os isolados sem 

resistência fenotípica, mas com presença do gene mecA. 

 

 

Fonte: A Autora (2022). 

 

5.2.2 Gene norA 

 

A presença do gene norA foi detectada em 95% dos isolados, 

independentemente de sua origem (hospitalar ou ambulatorial) ou sítio de infecção.  

Seis dos isolados não apresentaram resistência fenotipicamente, mas tinham a 

presença do gene. Apenas um isolado não apresentou o gene de resistência norA, 

mas apresentou resistência fenotípica (Figura 16; Tabela 7).  

De acordo com Álvarez-Hernández et al. (2015), as taxas de resistência a 

fluoroquinolonas variam de 20% nas linhagens sensíveis à oxacilina e até 100% nas 

resistentes.   

 Os isolados do genero Staphylococcus inicialmente suscetíveis a 

fluoroquinolonas, após o início da terapia podem se tornar intermediários ou 

resistentes. O desenvolvimento de resistência pode ocorrer em menos de três a 

quatro dias (CLSI, 2018). 

 O fato da resistência à oxacilina se relacionar à resistência as 

fluoroquinolonas, e que esse antibióticos podem se tornar ineficazes no curso da 

antibioticoterapia, faz diminuir a opção terapêutica a esta classe de compostos. 
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Figura 16 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene norA. Estão destacados em vermelho 

os isolados negativos para o gene norA, enquanto as cabeças de seta indicam os isolados sem 

resistência fenotípica, mas com presença do gene norA. 

 

 

Fonte: A Autora (2022). 

 

5.2.3 Gene ermA 

 

A presença do gene ermA foi detectada em 80% dos isolados, 

independentemente de sua origem (hospitalar ou ambulatorial) ou sítio de infecção.  

Em três isolados foi observado o fenótipo MLSBi (teste D+), no entanto em um deles 

(UFPEDA 1050) não foi encontrado o gene ermA.  Os fenótipos MLSBc e MSB foram 

encontrados em doze e em três isolados, respectivamente. Em dois isolados 

(UFPEDA 1054 e UFPEDA 1056) não foi observada resistência fenotípica mesmo 

com a presença do gene ermA, enquanto o isolado UFPEDA 1055 foi resistente à 

eritromicina, mas não foi detectado a presença do gene ermA (Tabela 7; Figura 17).  

No estudo realizado por Perreira et al. (2016), o fenótipo MLSBc também foi o 

mais prevalente. Segundo Petinaki e Papagiannitsis (2018), o gene ermA é mais 

difundido nos isolados resistentes à meticilina, corroborando com este estudo. 

 Parra et al. (2016) avaliaram fenótipos de resistência à meticilina, 

macrolídeos e lincosamidas em cinquenta isolados clínicos de S. aureus. Eles 

verificaram uma frequência de 16% (8/50) de fenótipo MLSBc e 2% (1/50) de fenótipo 

MLSBi. Todos os isolados que apresentaram esses fenótipos foram resistentes à 

meticilina, dados semelhantes aos encontrados neste estudo. 

 Vários genes conferem resistência aos antibióticos MLSB (macrolídeos-

lincosamidas e estreptograminas B). No entanto,  os fenótipos mais prevalentes são 

ΜLSB (constitutivo ou induzível) associado à presença principalmente dos genes 
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ermA e ermC. Nos isolados resistentes à oxacilina ocorre uma maior difusão dos 

genes ermA enquanto nos isolados sensíveis a prevalência é do gene ermC 

(PETINAKI; PAPAGIANNITSIS, 2018; LECLERCQ, 2002). Como 95% dos isolados 

avaliados possuíam o gene mecA, só foi avaliada a presença do gene ermA.  

 

Figura 17 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene ermA. Estão destacados em vermelho 

os isolados negativos para o gene ermA, enquanto as cabeças de seta indicam os isolados sem 

resistência fenotípica, mas com presença do gene ermA. 

 

 

Fonte: A Autora (2022). 

 

5.2.4 Gene vanA 

 

O gene vanA não foi detectado em nenhuma das amostras analisadas (Tabela 

7, Figura 18). 

Existem relatos de cepas de Staphylococcus coagulase-negativa e S. aureus 

apresentando susceptibilidade reduzida aos glicopeptídeos em diversos países, 

incluindo o Brasil (RIGATTI et al., 2010; ROSSI et al., 2014).  Os casos mais 

relatados ocorreram no sudeste de Michigan (EUA), onde sete Staphylococcus 

aureus resistentes à vancomcina (VRAS) foram notificados entre os anos de 2003-

2006, ressaltando que estes casos ficaram restritos a esta localidade (TENOVER, 

2008; SIEVERT et al., 2008). 
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Figura 18 – Gel representativo dos produtos de PCR do gene vanA. Estão destacados em vermelho 

os isolados negativos para o gene vanA. 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2022). 

 

No Brasil foi notificado um caso de paciente com infecção da corrente 

sanguínea causada por Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) e 

susceptível à vancomicina.  Durante o curso da antibioticoterapia, este isolado 

tornou-se resistente à vancomicina. Os ensaios de PCR foram utilizados para 

detectar os genes de resistência e os autores sugeriram que o isolado MRSA 

adquiriu um plasmídeo vanA durante a terapia originado de um Enterococcus sp. 

(ROSSI et al., 2014). 

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os dados da literatura 

que mostram que os relatos de VRSA ainda são escassos. 
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Tabela 7 - Relação fenotípica /molecular dos isolados clínicos de Staphylococcus aureus. 

 

Nota: Ox – oxacilina; E– eritromicina; Clind – clindamicina; Cipro –ciprofloxacino; fenótipo MLSBi  

(resistência à eritromicina e sensibilidade ou resistência intermediária à clindamicina, teste D+); 

fenótipo MLSBc (resistência à eritromicina e à clindamicina); fenótipo MSB (resistência à eritromicina e 

sensibilidade ou resistência intermediária à clindamicina, teste D-). 

Fonte: A Autora (2022). 

Nº da 

amostra 
S. aureus 

Perfil fenotípico de resistência aos 

antimicrobianos 
Gene 

1 UFPEDA 1039 Ox, E, teste D+ (fenótipo MLSBi) 
 

mecA, ermA, norA 

2 UFPEDA 1040 Ox, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

3 UFPEDA 1041 Ox, E (fenótipo MSB)   mecA, ermA, norA 

4 UFPEDA 1042 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

5 UFPEDA 1043 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

6 UFPEDA 1044 Ox, Cipro, E (fenótipo MSB) mecA 

7 UFPEDA 1045 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

8 UFPEDA 1046 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

9 UFPEDA 1047 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

10 UFPEDA 1048 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

11 UFPEDA 1049 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

12 UFPEDA 1050 E, teste D+ (fenótipo MLSBi) mecA, norA 

13 UFPEDA 1051 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, norA 

14 UFPEDA 1052 E, teste D+ (fenótipo MLSBi ) ermA, norA 

15 UFPEDA 1053 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

16 UFPEDA 1054 Cipro mecA, ermA, norA 

17 UFPEDA 1055 Ox, Cipro, E (fenótipo MSB)  mecA, norA 

18 UFPEDA 1056 Ox mecA, ermA, norA 

19 UFPEDA 1057 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 

20 UFPEDA 1058 Ox, Cipro, E, Clind (fenótipo MLSBc) mecA, ermA, norA 
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5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS DERIVADOS 

TIAZOLIDÍNICOS  

 

De acordo o CLSI (2018), um microrganismo é considerado resistente à 

oxacilina e ciprofloxacino quando a concentração mínima inibitória desses 

antibióticos for ≥ 4 µg/mL e para eritromicina quando a CMI for ≥ 8 µg/mL.  Deste 

modo, a resistência dos isolados clínicos avaliados frente aos fármacos padrão 

oxacilina e eritromicina foi de 90 % e para ciprofloxacino 75%. 

 Os valores de CMIs e CMBs obtidos com os derivados tiazolidícos frente aos 

isolados clínicos avaliados estão listados na tabela 8. Os resultados mais 

satisfatórios de CMI variaram de 1 a 8 µg/mL, enquanto a CMB variou de 4 a 32 

µg/mL. Os derivados mais eficazes foram 2a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-

tioxotiazolidina-2-ona, HRJ-1] e 2b [5-(3,4-diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-

ona, HRJ-2] que apresentaram CMI entre 4-16 e 1-16 µg/mL, respectivamente. Seus 

respectivos pares, 1a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona, Ju-296] e 1b 

[5-(3,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona, Ju-298], apresentaram CMI entre 4-

32 e > 128 µg/mL, respectivamente (Tabela 8). 

O derivado 2c [5-(3-clorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona, HRJ-11] 

apresentou CMI entre 4 e 32 µg/mL, enquanto seu par 1c [5-(3-clorobenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona, JU-395] foi inativo, com MIC > 128 µg/mL para todos os 

isolados. Resultados semelhantes foram obtidos para o derivado 2d [5-(4-hidróxi-3-

metóxibenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona, HRJ-26], que apresentou atividade 

moderada, com CMI entre 16 e 64 µg/mL, enquanto seu par, o derivado 1d [5-(4-

hidróxi-3-metóxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona, Ju-414] também foi inativo, com 

MIC > 128 µg/mL para todos os isolados (Tabela 8). 

Para o par contendo o grupo 2,3,6-triclorobenzilideno, 1e (Ju-2222) e 2e 

(HRJ-1503), ocorreu o inverso. O par tiazolidina-2,4-diona (1e) apresentou baixa 

atividade antimicrobiana, com CMI entre 32 e 64 µg/mL, enquanto seu par 4-

tioxotiazolidina-2-ona (2e) foi inativo, com CMI variando de 64 a > 128 µg/mL 

(Tabela 8). 

O par 1f [5-(2-bromo-5-metóxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona, Ju-695] e 2f 

[5-(2-bromo-5-metóxibenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona, HRJ-53] inibiram os 
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isolados clínicos, no entanto, 1f foi superior com CMI variando de 4 a 64 µg/mL 

enquanto 2f variou de 16 a 128 µg/mL (Tabela 8). 

Estes resultados apontam para a superioridade da atividade antimicrobiana 

dos derivados 4-tioxotiazolidina-2-ona em relação aos seus análogos tiazolidina-2,4-

diona. 

Segundo Trotsko et al. (2018a) com base na razão CMB/CMI, pode-se 

considerar um composto como bacteriostático quando esta razão for ≥ 8, e 

bactericida quando esta razão for ≤ 4. Deste modo, a maioria dos derivados ativos  

apresentaram efeito bactericida. 

Silva et al. (2014) avaliaram a atividade de derivados de 5-benzilideno-

tiazolidina-2,4-diona frente a S. aureus não-resistentes, incluindo os derivados 1a, 

1b, 1c, 1d e 1f, encontrando valores de CMI de 8 e 16 e CMB de 16 e 32 µg/mL. Os 

derivados 1b, 1c e 1d, considerados inativos neste estudo, apresentaram atividade 

no estudo anterior, o que pode ser explicado pelas diferenças fenotípicas e 

genotípicas de resistência do S. aureus utilizado para avaliação. 

Derivados 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona foram sintetizados e avaliados 

quanto a sua atividade antimicrobiana, dentre os quais os derivados 1c e 1d, que 

apresentaram CMI de 1,2 µg/mL para S. aureus (SUCHETA et al., 2018), diferindo 

significativamente dos resultados desse trabalho. Paiva et al. (2019) sintetizaram e 

avaliaram dez derivados de 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona para atividade 

antimicrobiana contra S. aureus ATCC 29213, incluindo o derivado 1d (CMI de 250 

µg/mL). Os autores discutiram que especialmente os derivados 4-clorobenzilideno-

tiazolidina-2,4-diona e 4-nitrobenzilideno-tiazolidina-2,4-diona foram os mais ativos, 

com CMI de 62,5 e 31,25 μg/mL, respectivamente. Estes resultados corroboram com 

os encontrados neste estudo e evidenciam o potencial dos grupos clorobenzilideno 

na atividade antimicrobiana das tiazolidinas. 

Alegaon e Alagawadi (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana de 

derivados 5-benzilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-onas frente a S. aureus ATCC 25923 e 

obtiveram CMI que variaram entre 2 e 8 µg/mL para os quatro compostos mais 

eficazes, e observaram que a atividade desses compostos parece estar relacionada 

à presença dos halogênios Cl, Br e F, pois os compostos sem esses grupos 

apresentaram atividade reduzida para S. aureus. Kulkarni et al. (2020)  avaliando a 
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capacidade de inibição antimicrobiana de novos 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona 

verificaram que dos quartoze derivados sintetizados, nove apresentaram atividade 

antimicrobiana, sendo os derivados contendo os halogênios  F, Cl, Br, além do grupo 

metóxi eram os mais ativos. 
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Tabela 8 – Inibição de isolados clínicos multirresistente por derivados tiazolidínicos (CMI e CMB em µg/mL). (continua) 
 

D
e
ri

v
a
d

o
s

 

S. aureus (UFPEDA) 

1039 1040 1041 1042 1043 1044 1045 1046 1047 1048 

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB 

1a 4 16 8 32 32 32 4 4 4 8 32 64 16 16 4 8 4 8 4 16 

2a 4 4 4 32 8 8 2 4 4 4 8 16 4 4 4 8 4 4 4 8 

1b ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

2b 2 4 4 8 4 8 4 4 1 4 4 4 4 8 4 8 4 8 4 16 

1c ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 32 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

2c 16 16 32 32 16 32 16 32 8 8 32 32 16 16 16 16 16 16 16 16 

1d ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

2d 64 ˃128 64 64 16 32 32 32 32 32 32 64 32 64 32 32 32 32 32 64 

1e 64 128 32 64 32 128 64 128 32 64 64 128 16 64 64 128 64 128 32 128 

2e 128 ˃128 64 ˃128 128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 128 ˃128 64 128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 128 ˃128 

1f 4 8 16 16 32 64 8 16 8 8 64 128 32 32 16 16 16 16 64 128 

2f 128 ˃128 32 64 16 32 16 16 16 32 16 32 32 64 32 32 32 32 64 128 

Ox 4 8 8 16 4 4 ˃128 ˃128 64 128 32 128 128 ˃128 128 ˃128 128 ˃128 4 4 

E ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 64 ˃128 ˃128 ˃128 >128 >128 16 >128 ˃128 ˃128 128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

Cipro 0,5 1 1 1 0,5 0,5 ˃128 ˃128 128 128 64 128 128 128 64 128 128 ˃128 128 ˃128 
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Tabela 8 – Inibição de isolados clínicos multirresistente por derivados tiazolidínicos (CMI e CMB em µg/mL). (conclusão) 
 

D
e
ri

v
a
d

o
s

 

S. aureus (UFPEDA) 

1049 1050 1051 1052 1053 1054 1055 1056 1057 1058 

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB 

1a 4 16 8 8 16 64 16 16 8 32 32 64 8 32 8 32 8 32 4 16 

2a 4 8 4 32 4 4 4 32 4 16 16 64 8 32 8 32 4 16 4 16 

1b ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

2b 4 8 4 32 4 4 4 32 4 16 16 64 8 32 8 32 4 16 4 16 

1c ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

2c 16 32 16 64 4 4 16 64 16 64 32 64 16 64 16 64 16 64 8 16 

1d ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

2d 32 64 32 32 32 64 32 64 32 128 64 ˃128 64 ˃128 32 128 16 128 32 32 

1e 32 64 32 64 16 64 64 128 64 128 32 64 64 128 64 128 32 128 32 128 

2e 128 128 128 ˃128 64 128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 64 ˃128 

1f 8 64 8 8 32 64 16 16 8 64 128 128 8 16 64 128 16 128 8 32 

2f 64 128 32 64 16 16 64 128 32 128 64 64 64 64 64 128 16 16 16 64 

Ox 8 16 <0,12 <0,12 ˃128 ˃128 <0,12 <0,12 4 16 4 4 4 4 4 4 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

E ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 0,5 0,5 64 64 0,5 2 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 

Cipro 128 128 <0,12 <0,12 32 64 <0,12 <0,12 128 128 128 128 4 4 <0,12 <0,12 ˃128 ˃128 ˃128 ˃128 
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5.4 CINÉTICA DE MORTE DE Staphylococcus aures EXPOSTOS AOS 

DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS 

 

O efeito de fármacos antimicrobianos pode ser expresso como a taxa de 

morte em determinadas concentrações do fármaco por intervalo de tempo. A 

representação gráfica resultante é chamada de cinética de morte microbiana 

(SCHWALBE et al., 2007). 

Os derivados tiazolidínicos 1a, 1f, 2a, 2b e 2c foram selecionados para a 

cinética de morte por apresentarem os melhores resultados na CMI/CMB.  Os 

pares correspondentes não foram avaliados pois para este teste é necessário 

haver inibição de crescimento, não sendo possível sua realização para os 

derivados inativos. O isolado clínico utilizado neste ensaio foi UFPEDA 1058 e 

os derivados foram avaliados em concentrações de 0,5 x CMI, 1 x CMI e 2 x 

CMI. 

Conforme ilustrado na Figura 19A e 19C, os derivados 2a e 2b 

demonstraram valores estatisticamente constantes de absorbância em todas as 

concentrações durante as 24 horas analisadas, confirmando seu efeito 

bactericida independente das concentrações testadas. O derivado 1a 

apresentou efeito bactericida nas duas maiores concentrações (CMI e 2 x CMI), 

enquanto na concentração sub-inibitória (0,5 x CMI) houve crescimento 

bacteriano no último tempo avaliado (24 horas), com valores iguais ao controle 

de crescimento (Figura 19B).  

O derivado 1f foi bactericida durante as 24 horas avaliadas somente na 

concentração 2 x CMI. Nas concentrações sub-inibitória e inibitória houve 

crescimento bacteriano a partir das 10 horas, mas ainda diferindo 

estatisticamente do controle positivo, indicando um efeito concentração-

dependente (Figura 19D). Os resultados na cinética obtidos com os derivados 

tiazolidínicos corroboram com os observados na CMI e CMB onde foram 

observados efeito bactericida nas substâncias avaliadas. 

Até o momento são escassos os trabalhos descrevendo a cinética de 

morte de derivados tiazolidínicos. Hu et al. (2020) descreveu a cinética de 

morte de um derivado tiazolidina-2,4-diona conjugado a um grupo 

cumarilmetileno na posição 5 frente a um isolado MRSA. A cinética foi avaliada 
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por 6 horas em uma única concentração de 4 x CMI, e o derivado apresentou 

efeito bactericida a partir da terceira hora. Khader et al. (2020) avaliou a 

cinética de morte de cinco novos compostos heterocíclicos anti-MRSA 

identificados a partir de uma triagem de larga escala em uma quimioteca com 

82 mil compostos.  Os compostos foram avaliados em uma única concentração 

de 4 x CMI durante 4 horas, todos apresentando efeito bacteriostático. 

O derivado 2c inibiu o crescimento bacteriano nas três concentrações 

durante as primeiras 10 horas do teste, apresentando a partir da décima 

segunda hora crescimento bacteriano dependente da concentração, mas ainda 

diferindo estatisticamente do controle positivo (Figura 19E). 
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Figura 19 – Cinética de morte do isolado clínico de Staphylococcus aureus (UFPEDA 1058) 

após exposição aos derivados tiazolidínicos: a) 2a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-

2-ona]; b) 1a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; c) 2b [5-(3,4-diclorobenzilideno)-

4-tioxotiazolidina-2-ona]; d) 1f [5-(2-bromo-5-metóxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; e e) 2c 

[5-(3-clorobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona]. 

 

Fonte: A Autora (2022). 
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5.5 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DOS DERIVADOS TIAZOLIDÍNICOS 

 

Os compostos tiazolidínicos que apresentaram boa atividade 

antimicrobiana também foram selecionados para os testes de inibição formação 

inicial do biofilme e do biofilme pré-formado. 

 

5.5.1 Inibição da formação inicial do biofilme 

 

Todos os derivados tiazolidínicos avaliados inibiram a formação inicial do 

biofilme nas concentrações 0,5 x CMI, CMI e 2 x CMI (Figura 20). 

  Os derivados 2a e 2b inibiram a formação inicial do biofilme nas 

concentrações utilizadas com percentuais de inibição de aproximadamente 83 

e 89%, respectivamente. Não foi observado efeito concentração-dependente, já 

que as concentrações 0,5 x CMI apresentaram o mesmo efeito que as 2 x CMI 

(Figura 20A e C). 

 O derivado 1a inibiu a formação inicial de biofilme nas concentrações 

inibitória e supra-inibitória, com percentuais de inibição de 84,4 e 79,4%, 

respectivamente (Figura 20B). Na concentração 0,5 x CMI, a inibição caiu para 

65,4%. Entretanto, para o derivado 2c, foi observado efeito concentração-

dependente com inibição de 36,6, 44,6 e 76,4% nas concentrações 0,5 x CMI, 

CMI e 2 x CMI, respectivamente (Figura 20E). 

  Os percentuais de inibição da formação inicial de biofilme do derivado 1f 

foram semelhantes nas concentrações 2 x CMI (55,6%) e CMI (52,9%), 

decaindo na concentração de 0,5 x CMI (35,8%). 

 Avaliando os análogos 1a e 2a, foram observados efeitos semelhantes 

nas concentrações CMI e 2 x CMI, diferindo estatisticamente somente na 

concentração 0,5 x CMI, na qual o derivado 1a teve efeito menor que o 

derivado 2a, o que era esperado por este conter enxofre na sua estrutura. 

Comparado os resultados dos derivados tiazolidínicos mais ativos (2a e 

2b) com fármacos padrão ciprofloxacino, eritromicina e oxacilina testados 

(Figura 20F, G e H, respectivamente) foi observado que os derivados tiveram 

efeito equivalente ao ciprofloxacino e a oxacilina na concentração 2 x CMI, mas 

sendo superiores em ambos os casos nas concentrações CMI e 0,5 x CMI. Em 
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relação à eritromicina, os derivados foram mais efetivos em todas as 

concentrações avaliadas. Este fato é justificado pelo fato do isolado UFPEDA 

1058 apresentar resistência fenotípica e genotípica para os três fármacos. 

 
Figura 20 - Inibição da formação inicial de biofilme dos derivados tiazolidínicos e fármacos 

padrão frente ao isolado UFPEDA 1058: a) 2a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-

ona]; b) 1a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; c) 2b [5-(3,4-diclorobenzilideno)-4-

tioxotiazolidina-2-ona]; d) 1f [5-(2-bromo-5-metóxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; e e) 2c [5-

(3-clorobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona]; f) ciprofloxacino; g) eritromicina; e h) oxacilina. 

 

F
o
n
te

: 
A

 A
u
to

ra
 (

2
0

2
2
).

 

 



106 

 

 

 

5.5.2 Inibição do biofilme formado 

 

Para os testes de inibição do biofilme formado, as microplacas foram 

incubadas inicialmente por 6 horas somente com o isolado UFPEDA 1058. 

Após esse período, os derivados tiazolidínicos e os fármacos padrão foram 

adicionados em concentrações 0,5 x CMI, CMI e 2 x CMI e avaliados após 1, 5 

ou 20 h de exposição. 

Com 1 hora de exposição, os derivados tiazolidina-2,4-diona (1a e 1f) 

apresentaram os melhores percentuais de inibição nas três concentrações 

avaliadas, variando de 29,2 a 42,5% para 1a e 17,0 a 34,4% para 1f (Figura 

21). Por outro lado, os derivados 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (2a, 2b e 2c) 

apresentaram resultados inferiores que variaram de 1,82 a 18,9% na 

concentração 0,5 x CMI de 2b e 2 x CMI de 2c, respectivamente (Figura 21). 

 Com 5 horas de exposição, os percentuais de inibição do biofilme 

aumentaram em comparação a exposição de 1 hora, com os derivados 

tiazolidina-2,4-diona mantendo os maiores valores de inibição, com resultados 

superiores a 50% de inibição para os derivados 1a (2 x CMI) e 1f (CMI e 2 x 

CMI). Os derivados 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (2a, 2b e 2c) novamente 

apresentaram valores inferiores que variaram de 27,0 a 37,5% na concentração 

0,5 x CMI de 2c e 2 x CMI de 2b, respectivamente (Figura 21). 

Após 20 horas de exposição, os percentuais de inibição do biofilme 

aumentaram novamente em comparação aos tempos anteriores, repetindo a 

superioridade dos derivados 1a e 1f em relação aos demais. O derivado 1a 

apresentou valores de inibição de 48,4, 58,6 e 61,5% para as concentrações 

0,5 x CMI, CMI e 2 x CMI, respectivamente. O derivado 1f apresentou valores 

de inibição de 38,0, 48,8 e 54,3% para as concentrações 0,5 x CMI, CMI e 2 x 

CMI, respectivamente (Figura 21). Todos derivados 4-tioxo-tiazolidina-2-ona 

(2a, 2b e 2c) apresentaram valores inferiores a 50% de inibição em todas as 

concentrações testadas. 

Os três fármacos padrão, ciprofloxacino, eritromicina e oxacilina, inibiram 

o biofilme formado nos tempos avaliados e nas concentrações testadas. No 

entanto, ocorreu uma diminuição acentuada do percentual de inibição do 

biofilme com 20 horas para o ciprofloxacino e eritromicina. A oxacilina não 
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apresentou diferença entre as concentrações avaliados dentro de cada período 

de exposição. Contudo, somente após 5 e 20 horas de exposição nas 

concentrações 0,5 x CMI, CMI e 2 x CMI é que houve inibição superior a 50% 

do biofilme formado (Figura 21). 

 

Figura 21 - Inibição do biofilme formado dos derivados tiazolidínicos e fármacos padrão frente 

ao isolado UFPEDA 1058 após 1, 5 e 20 horas de exposição: a) 2a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-

4-tioxotiazolidina-2-ona]; b) 1a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; c) 2b [5-(3,4-

diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona]; d) 1f [5-(2-bromo-5-metóxibenzilideno)-tiazolidina-

2,4-diona]; e e) 2c [5-(3-clorobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona]; f) ciprofloxacino; g) 

eritromicina; e h) oxacilina. 
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Comparando a ação das inibições do biofilme formado dos derivados 

tiazolidina-2,4-diona com os fármacos padrão oxacilina, ciprofloxacino e 

eritromicina foi possível observar que os derivados 1a e 1f foram mais efetivos 

do que os fármacos padrão nos três tempos e nas três concentrações 

avaliadas. Nos tempos de 5 e 20 horas de exposição, todos os derivados 

tiazolidínicos inibiram o biofilme formado na concentração 0,5 x CMI com 

percentuais superiores aos do ciprofloxacino e eritromicina, e equivalentes ao 

percentual da oxacilina. 

Dentre os poucos trabalhos encontrados na literatura descrevendo a 

atividade antibiofilme de derivados tiazolidínicos, só foram encontrados 

trabalhos determinando a concentração mínima inibitória da formação inicial do 

biofilme (CMIB), com somente um relato de avaliação de derivados em biofilme 

pré-formado. 

Opperman et al. (2009) descreveram a atividade antibiofilme de quatro 

derivados N-aril-5-benzilideno-rodanina (2-tioxo-tiazolidina-4-ona) que não 

apresentaram atividade antibacteriana frente a 19 S. aureus, incluindo 

microrganismos de coleção e isolados resistentes e sensíveis a meticilina. Os 

derivados apresentaram concentrações mínimas inibitórias da formação inicial 

do biofilme (CMIB) entre 1 e 38,7 µg/mL. 

Marc et al. (2019b) sintetizaram 8 híbridos de tiazolidina-2,4-diona e 

norfloxacino e avaliaram sua atividade antibacteriana, incluindo a atividade 

antibiofilme. Os derivados apresentaram concentrações mínimas inibitórias da 

formação inicial do biofilme (CMIB) entre 4,9 e 39,0 µg/mL frente a S. aureus 

ATCC 25923. 

Abdelkhalek et al. (2016) avaliaram o potencial do derivado 5-

benzilideno-rodanina substituído com um grupo 3’,4’-diclorobifenilmetileno 

frente ao biofilme pré-formado de S. epidermidis resistente à meticilina em 

concentrações de CMI a 8 x CMI. O derivado só foi capaz de reduzir o biofilme 

pré-formado nas concentrações 4 x CMI e 8 x CMI, com valores de inibição de 

35 e 45%, respectivamente.  
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5.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vivo UTILIZANDO C. 

elegans COMO HOSPEDEIRO 

 

 A atividade antimicrobiana in vivo foi avaliada para os derivados mais 

ativos (2a e 2b) e seus respectivos análogos (1a e 1b) com base nos 

resultados dos ensaios anteriores. Para isso, foi utilizado o modelo de infecção 

em Caenorhabditis elegans. Modelos de triagem em larga escala utilizando 

organismos inteiros, como C. elegans ou Galleria mellonella, são ferramentas 

poderosas para descoberta de novos compostos antimicrobianos, pois são 

capazes de identificar compostos com atividade dependente do sistema imune 

do hospedeiro e eliminar compostos demasiadamente tóxicos, diferentemente 

dos testes tradicionais de avaliação da atividade antimicrobiana (KHADER et 

al., 2020). 

 Os nematódeos não infectados (controle E. coli OP50) apresentaram 

sobrevivência média de 90% ao final das 120 horas, enquanto os tratados com 

o fármaco padrão vancomicina (6 µg/mL) apresentaram sobrevivência de 80% 

no mesmo período. Os nematódeos infectados e tratados com o derivado 1a 

nas concentrações de 1 e 4 µg/mL apresentaram curvas de sobrevivência 

semelhantes aos nematódeos sem tratamento, com 100% de mortalidade até 

96 horas. Por outro lado, na maior concentração (16 µg/mL), 65% dos 

nematódeos sobreviveram a infecção após 120 horas (Figura 22A). 

 O derivado 1b foi inativo nos testes anteriores, mas incluído para 

comparação e validação do modelo de triagem in vivo. Em concentrações até 

32 µg/mL, o tratamento com o derivado 1b não aumentou a sobrevida dos 

nematódeos (Figura 1C). Não foi possível avaliar concentrações superiores 

devido ao limite de solubilidade da molécula (resultados não mostrados). Estes 

resultados confirmam aqueles obtidos anteriormente que mostraram que o 

derivado 1b não possui atividade antimicrobiana frente a S. aureus resistentes 

a múltiplos fármacos. 

 Os derivados 4-tioxo-tiazolidina-2-ona foram mais ativos in vivo, 

aumentando a sobrevivência dos nematódeos de maneira concentração-

dependente. Os nematódeos tratados com o derivado 2a na concentração de 1 

µg/mL morreram até 96 horas, enquanto 15,8 e 85,1% dos nematódeos 
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tratados nas concentrações de 4 e 16 µg/mL sobreviveram até 120 horas, 

respectivamente (Figura 22B). Os nematódeos tratados com 2b apresentaram 

taxas de sobrevivência de 6,5, 17,9 e 80,6% ao final das 120 horas nas 

concentrações de 1, 4 e 16 µg/mL, respectivamente (Figura 22D). Imagens 

representativas dos grupos de C. elegans após 72 horas de infecção com o 

isolado UFPEDA 1058 e seus respectivos tratamentos podem ser vistas na 

Figura 23. 

 Tharmalingam et al. (2019) identificaram uma séria de benzimidazois 

com atividade antimicrobiana e anti-virulência frente a MRSA em uma triagem 

em larga escala utilizando C. elegans como hospedeiro. Zheng et al. (2018) 

sintetizaram uma séria de 1,3,4-oxadiazois e avaliaram sua atividade 

antimicrobiana frente formas planctônicas e sésseis de S. aureus. Na triagem 

inicial utilizando C. elegans, os derivados 1,3,4-oxadiazois prolongaram a 

sobrevivência dos nematódeos na concentração de 7,14 µg/mL. Nenhum 

trabalho com avaliação de derivados tiazolidínicos utilizando C. elegans foi 

encontrado na literatura, até a presente data. 
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Figura 22 – Curvas de sobrevivências de Caenorhabditis elegans infectados com o isolado UFPEDA 1058 e tratados com os derivados tiazolidínicos: a) 1a 

[5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; b) 2a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona]; c) 1b [5-(3,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-

diona]; d) 2b 5-(3,4-diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona]. 
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Figura 23 – Imagens representativas dos grupos de C. elegans após 72 horas de infecção com 

o isolado UFPEDA 1058 e seus respectivos tratamentos. 
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5.7 AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA 

 

 Como pode ser observado na Figura 24, S. aureus expostos aos 

derivados 2a e 2b apresentaram protuberâncias e rachaduras na superfície 

celular. Além disso, as imagens indicam que a camada externa das células de 

S. aureus foi rompida, sem promover lise aparente da célula. Essas alterações 

podem estar associadas a inibição da síntese de peptidoglicano, e 

consequente desestruturação da parede celular bacteriana. Este foi um dos 

primeiros mecanismos de ação propostos para as tiazolidinas e que 

impulsionou as pesquisas desse núcleo como antimicrobiano (KAMINSKYY et 

al., 2017). Contudo, esse mecanismo até hoje não foi demonstrado para as 4-

tioxo-tiazolidina-2-onas (isorodaninas). Além dos danos evidentes na superfície 

celular, também foi possível observar outras alterações celulares, como 

alongamento e ruptura das pontes intercelulares (KLAINER; BETSCH, 1970), e 

diminuição do tamanho das células em relação ao grupo controle (diâmetro do 

controle 801,6 ± 55,6 nm; 2a 727,4 ± 63,0 nm*; 2b 682,6 ± 87,4 nm*). 

 A exposição aos derivados 1a e 1b, por sua vez, não promoveu 

alterações significativas na superfície de S. aureus, o que pode estar 

relacionado com sua baixa atividade antimicrobiana, no caso do derivado 1b, 

ou a um mecanismo distinto que não gere danos na parede celular, no caso do 

derivado 1a. Também não houve alteração no tamanho das células (diâmetro 

do controle 801,6 ± 55,6 nm; 1a 741,9 ± 19,5 nm; 1b 799,4 ± 82,9 nm). 
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Figura 24 – Aspectos morfológicos de S. aureus UFPEDA 1058 exposto aos derivados 

tiazolidínidos. A) e B) controles expostos a DMSO 1%; C) e D) 1a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-

tiazolidina-2,4-diona]; E) e F) 2a [5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-tioxotiazolidina-2-ona]; G) e H) 1b 

[5-(3,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona]; I) e J) 2b 5-(3,4-diclorobenzilideno)-4-

tioxotiazolidina-2-ona]. Aumento final 20kx, exceto para D) 10kx. Setas indicando alterações de 

supercífie. 
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5.8 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE EM CÉLULAS MONONUCLEARES 

DO SANGUE PERIFÉRICO E FIBROBLASTOS 

 

 Todos os derivados tiazolidínicos em estudo foram avaliados quanto 

ao seu efeito citotóxico em células nucleares do sangue periférico humano 

(PBMC) e fibroblastos murinos da linhagem L929. Nenhum derivado testado 

apresentou efeito citotóxico (CI₅₀ >100 μg/mL) para PBMC. Por outro lado, para 

as células L929, as CI50 variaram de 35,2 a 74,8 μg/mL para os derivados 2d e 

2f, respectivamente. A comparação entre as duas séries demonstrou que os 

derivados tiazolidina-2,4-diona são mais citotóxicas que seus respectivos 

análogos 4-tioxo-tiazolidina-2-ona.  

 Amostras com CI50 < 10 µg/mL são consideradas muito citotóxicas, 

com CI50 entre 10 e 100 µg/mL como potencialmente citotóxicas, e aquelas 

com CI50 > 100 µg/mL são consideradas não citotóxicas (GAD, 1993 apud 

ARAÚJO et al,. 2013). Baseado neste preceito, todos os derivados foram 

potencialmente citotóxicos para as células L929. 

 Rodrigues (2017b) avaliando a citotoxicidade de derivados 

tiazolidínicos 5-(2-bromo-6-fluorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona e 5-(2-

bromo-5-metóxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (1f) em PBMC observaram 

CI₅₀> 25 μg/mL não considerando ação citotóxica desses compostos, o que 

corrobora nosso resultado.  

 A citotoxicidade dos derivados 5-(4-clorobenzilideno)-3-(3,4-

diclorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona e 5-(3-bromobenzilideno)-3-(4-bromobenzil)-

tiazolidina-2,4-diona foi avaliada para PBMC em concentrações de até 100 µM 

(equivalentes a 40 e 45 µg/mL, respectivamente), nas quais a viabilidade 

celular foi maior que 90% para ambos os derivados (RÊGO et al., 2018).  

 O índice de seletividade (IS) é a relação entre citotoxicidade do 

composto para célula e sua atividade frente aos isolados clínicos de 

Staphylococcus aureus. O IS foi calculado a partir da razão entre a 

citotoxicidade para células mononucleares de sangue periférico e fibroblastos 

(CI50) e a mediana da CMI dos derivados tiazolidínicos para os 20 isolados 

clínicos de S. aureus (Tabela 9).  
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 Valores de IS > 10,0 são considerados seguros (DESAI et al., 2016). O 

único derivado que apresentou valores de IS superiores a 10 para as duas 

células testadas foi o 2b. Os derivados 1a e 2a apresentaram valores 

superiores a 25 para PBMC e valores de 9,3 e 9,1 para L929, respectivamente. 

 
Tabela 9 – Citotoxicidade e índice de seletividade dos derivados tiazolidínicos para células do 

sangue periférico humano (PBMC) e fibroblastos L929. 

 

Derivados 

CI50 (µg/mL) Índice de seletividade (IS) 

PBMC L929 PBMC L929 

1a > 100 36,9 ± 2,1 > 25 9,3 

2a > 100 36,2 ± 7,7 > 25 9,1 

1b > 100 37,9 ± 3,5 < 0,8 < 0,3 

2b > 100 51,2 ± 4,1 > 25 12,8 

1c > 100 36,4 ± 4,2 < 0,8 < 0,3 

2c > 100 43,5 ± 2,3 > 12,5 5,5 

1d > 100 37,3 ± 8,8 < 0,8 < 0,3 

2d > 100 35,2 ± 3,2 > 12,5 4,4 

1e > 100 44,9 ± 1,8 > 3,12 1,4 

2e > 100 73,8 ± 0,9 > 1,56 1,2 

1f > 100 59,8 ± 6,1 > 12,5 7,5 

2f > 100 74,8 ± 5,3 > 6,25 4,7 

 

Fonte: A Autora (2022). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Todos os isolados clínicos de Staphylococcus aureus apresentaram 

perfil de resistência e virulência, com a presença de pelo menos um gene de 

resistência e capacidade de formar biofilme. 

A maioria dos derivados tiazolidínicos inibiram os isolados clínicos de S. 

aureus em algum grau, sendo mais ativos os derivados 4-tioxo-tiazolidina-2-

ona 2a e 2b, ambos dicloro substituídos.  

Na cinética de morte, os derivados 2a e 2b apresentaram efeito 

bactericida até 24 horas, enquanto os derivados 1a, 1f e 2c foram bactericidas 

até a décima segunda hora. 

Todos os derivados avaliados inibiram a formação inicial do biofilme. 

Esta inibição foi mais acentuada nos dois compostos com presença de enxofre 

na posição 4 do anel tiazolidínico. 

Todos os derivados avaliados inibiram o biofilme formado, porém em 

percentuais inferiores àqueles observados na inibição inicial do biofilme. 

Os derivados 2a e 2b aumentaram a sobrevivência dos nematódeos 

infectados com o isolado UFPEDA 1058 de maneira concentração-dependente, 

além de terem sido pouco citotóxicos para células mononucleares do sangue 

periférico humano e fibroblastos L929. 

A exposição do S. aureus aos derivados 2a e 2b ocasionou alterações 

morfológicas na superfície externa e diminuição no tamanho das células 

bacterianas. 

A atividade bactericida do derivado 2b frente aos isolados clínicos com 

perfil resistente a múltiplos fármacos e formadores de biofilme, bem como sua 

capacidade de inibição de biofilme e índices de seletividade > 10 para as duas 

células avaliadas, colocam este derivado como excelente candidato a fármaco 

para o combate a esses microrganismos.  
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