
UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 

FACULDADE DE CIÊNCIAS EXATAS E TECNOLOGIA 

 

 

 

 

   

 

ANDRESSA CRISTINA DAMIM 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE 

CLORIDRATOS DE 4,5-DIIDRO-1H-PIRAZOL-1-

CARBOXIMIDAMIDAS FRENTE A ISOLADOS DE Salmonella spp. 

E ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DOURADOS-MS 

2017 



ANDRESSA CRISTINA DAMIM 

 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE 

CLORIDRATOS DE 4,5-DIIDRO-1H-PIRAZOL-1-

CARBOXIMIDAMIDAS FRENTE A ISOLADOS DE Salmonella spp. 

E ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE 

 

 

 

 

 

ORIENTADORA: PROFA. DRA. KELLY MARI PIRES DE OLIVEIRA 

 

 

 

Dissertação de mestrado submetida ao 

Programa de Pós-graduação em Ciência e 

Tecnologia Ambiental, como um dos 

requisitos necessários para a obtenção do 

título de mestre em Ciência e Tecnologia 

Ambiental na área de concentração 

Ciência Ambiental. 

 

 

 

 

 

DOURADOS-MS 

2017 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a Deus, aos meus pais Antonio  

e Creusa e a meu namorado Danilo, que tanto 

incentivam meu crescimento pessoal 

 e profissional. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O aprendizado nunca termina. Não existe parte da vida que não contenha lições. Se você 

está vivo, há lições para aprender.” 

 

(Autor Desconhecido) 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, por proporcionar esta oportunidade em minha 

vida, por me dar saúde, força e coragem para seguir firme na caminhada superando as 

dificuldades e alcançando meus objetivos. A ele toda honra e toda glória, agora e para 

sempre! 

Aos meus pais Antonio e Creusa, por serem meus maiores incentivadores, por 

todo o apoio, carinho, dedicação e amor incondicional e pelo exemplo de garra, 

determinação e fé. 

Agradeço especialmente a meu namorado Danilo, por seu amor e dedicação, por 

seu companheirismo e amizade e pela parceria fundamental no desenvolvimento desta 

pesquisa. 

A professora Dra. Kelly Mari Pires de Oliveira, por sua orientação e dedicação, 

por todo conhecimento repassado, pela confiança depositada em mim e pela oportunidade 

de fazer parte da família LMA. 

Ao professor Dr. Lucas Pizzuti pela parceria no desenvolvimento deste trabalho, 

proporcionando a síntese dos compostos utilizados nesta pesquisa. 

A professora Dra. Melyssa Negri por contribuir com a análise de citotoxicidade, 

realizada em seu laboratório na Universidade Estadual de Maringá. 

Aos meus colegas de laboratório, Fernanda, Melina, Helene, Pamella, Bianca, 

Pâmela, Jhon, Allan e Pedro que foram fundamentais para o desenvolvimento deste 

trabalho, também a Carol, Karina e Daiane estagiárias que se tornaram parte da família 

LMA e especialmente as Mestras Fabiana, Adriana e Renata que tanto ajudaram com 

seus conhecimentos e execução dos experimentos. Agradeço a todos pelo apoio, por toda 

ajuda e principalmente pela amizade conquistada que levarei para sempre. Obrigada 

família LMA! 

Ao Programa de Pós-graduação em Ciência e Tecnologia Ambiental, a Faculdade 

de Ciências Exatas e Tecnologia e a Universidade Federal da Grande Dourados pela 

oportunidade de adquirir conhecimento, pelo apoio e incentivo às pesquisas cientificas. 

Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico) e a 

FUNDECT (Fundação de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciência e Tecnologia 

do Estado de Mato Grosso do Sul) pelo apoio financeiro concedido. 

A todos que contribuíram direta ou indiretamente para o desenvolvimento deste 

trabalho, meu muito obrigado!  



viii 

 

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

 

AcOEt – Acetato de Etila 

ANVISA – Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

ATCC – American Type Culture Collection 

CAPES – Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior  

CBM – Concentração Bactericida Mínima 

CFM – Concentração Fungicida Mínima 

CIM – Concentração Inibitória Mínima 

CLO – Cloranfenicol 

CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute 

CNPq – Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

CO2 – Gás Carbônico  

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO – Dimetilsulfóxido  

DO – Densidade Óptica  

DTA – Doença Transmitida por Alimentos 

FACET – Faculdade de Ciências Exatas e Tecnologia 

FBS – Fetal Bovine Serum 

FDA – Food and Drug Administration 

FUNDECT – Fundação de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciência e Tecnologia do 

Estado de Mato Grosso do Sul 

 

g – Gramas 

h – Horas 

HCl – Ácido Clorídrico  

H2O – Água 

IM – Índice de Mutagenicidade 

KOH – Hidróxido de Potássio 

LMA – Laboratório de Microbiologia Aplicada 

LSCM – Laboratório de Síntese e Caracterização Molecular  

MeOH – Metanol 

min – Minutos 

mL – Mililitro 



ix 

 

mmol – Milimol 

MTS – 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio 

NaCl – Cloreto de Sódio  

NaOH – Hidróxido de Sódio 

nm – Nanômetros 

OECD - Organization for the Economic Cooperative and Development  

PBS – Phosphate Buffered Saline 

pH – Potencial Hidrogeniônico 

RPM – Rotações por minuto 

TSA – Trypticase Soy Agar 

TTC – Triphenyl Tetrazolium Chloride 

UFC – Unidade Formadora de Colônia 

UFGD – Universidade Federal da Grande Dourados 

WHO - World Health Organization 

2-ANTR - 2-aminoantraceno 

µg – Microgramas  

µL – Microlitros 

ºC – Grau Celsius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Atividade dos compostos 1 e 2 frente às cepas de Salmonella spp....................... 

 

Tabela 2: Percentual de viabilidade celular das linhagens HeLa e Vero tratadas com os 

compostos 1 e 2......................................................................................................................   

38 

 

 

43 

 

Tabela 3: Atividade mutagênica do composto 1 com a linhagem TA100 de S. 

Typhimurium expresso pela média de revertentes/placa e índice de mutagenicidade (IM) 

com (S+) e sem (S-) ativação metabólica............................................................................... 

 

44 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Estruturas moleculares dos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamidas 1 e 2....................................................................................................... 

  

16 

 

Figura 2: Estrutura molecular da pirazolina e do pirazol.................................................... 19  

Figura 3: Estrutura de fármacos contendo núcleo pirazolínico ou pirazólico.................... 20 
 

Figura 4: Quantificação de células viáveis em log10 UFC das cepas de Salmonella spp. 

tratadas com diferentes concentrações do composto 1 (A) e do composto 2 (B), por meio 

da ANOVA e pós-teste de Tukey.........................................................................................  40 

 

Figura 5: Atividade do composto 1 (A) e do composto 2 (B) na formação de biofilmes 

de Salmonella spp. por meio da ANOVA e pós-teste de Tukey.......................................... 42 

 

Figura 6: Leitura visual da concentração inibitória mínima (CIM) dos compostos 1 e 2 

frente Salmonella spp........................................................................................................... 51 

 

Figura 7: Teste de Ames método de microssuspensão Kado com o composto 

1............................................................................................................................................ 51 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 

 

RESUMO 

 

Damim, A. C. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE 

CLORIDRATOS DE 4,5-DIIDRO-1H-PIRAZOL-1-CARBOXIMIDAMIDAS FRENTE A 

ISOLADOS DE Salmonella spp. E ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E 

MUTAGENICIDADE. Mestrado em Ciência e Tecnologia Ambiental, Universidade Federal 

da Grande Dourados, Dourados, Mato Grosso do Sul - Brasil. 

 

Salmonella spp. é um dos principais microrganismos causadores de doenças 

veiculadas por alimentos no mundo. Os biofilmes, relacionados a falhas nos procedimentos de 

higiene, apresentam um problema clínico e econômico nas doenças transmitidas por 

Salmonella spp., em saúde publica e na indústria de alimentos. Na busca por substâncias que 

atuem contra estes microrganismos, compostos com núcleo pirazolínico vêm apresentando 

resultados importantes. Assim, investigamos a atividade antimicrobiana e antibiofilme de dois 

novos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas, triflúormetil (1) e 

bromofenil-substituídos (2) frente isolados de Salmonella spp. e os potenciais citotóxico e 

mutagênico. Pelo teste de microdiluição em caldo foi determinada a concentração inibitória 

mínima de 62,5 µg/mL para o composto 1 e de 125 µg/mL para o composto 2. Na atividade 

antibiofilme determinada pelo percentual de viabilidade celular, o composto 1 reduziu até 

34% e o composto 2 até 21% a formação de biofilmes na concentração 62,5 µg/mL. O 

percentual de viabilidade celular mostrou potencial citotóxico apenas do composto 2 para as 

linhagens celulares HeLa (tumorais) e Vero (não tumorais). No teste de Ames, realizado com 

o composto 1, não foi detectada mutagenicidade para a linhagem TA100 de Salmonella 

Typhimurium até a concentração de 500 µg/placa. Ambos compostos mostraram atividade 

antimicrobiana e antibiofilme frente a cepas de Salmonella spp. O composto 1 foi o mais 

promissor devido às propriedades apresentadas. Estes compostos podem ser alternativas para 

tratamento e controle de Salmonella atuando como agentes sanificantes principalmente na 

indústria de alimentos. 

 

Palavras-chave: Salmonella spp, biofilmes, núcleos pirazolínicos, citotoxicidade, teste de 

Ames. 
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ABSTRACT 

 

Damim, A. C. ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF 4,5-

DIYIDRO-1H-PYRAZOL-1-CARBOXYMIDAMID CHLORIDRATES IN FRONT OF 

ISOLATED Salmonella spp. AND CYTOTOXICITY AND MUTAGENICITY TESTS. 

Master in Environmental Science and Technology, Federal University of Grande Dourados, 

Dourados, Mato Grosso do Sul - Brazil. 

 

Salmonella spp. is one of the major microorganisms that cause foodborne illness in the 

world. Biofilms, related to flaws in hygiene procedures, present a clinical and economic 

problem in diseases transmitted by Salmonella spp., in public health and in the food industry. 

In the search for substances that act against these microorganisms, compounds with 

pyrazoline nucleus have presented important results. Thus, we investigated the antimicrobial 

and antibiofilm activities of two novel hydrochlorides of 4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-

carboximidamides, trifluoromethyl (1) and bromophenyl-substituted (2) against isolated 

Salmonella spp., and its cytotoxic and mutagenic potentials. The broth micro dilution test 

determined the minimum inhibitory concentration of 62,5 μg/mL for the compound 1 and 125 

μg/mL for the compound 2. In the antibiofilm activity determined by percent cell viability, the 

compound 1 reduced up to 34% and the compound 2 reduced to 21% of the biofilm formation 

at the concentration 62,5 μg/mL. The percentage of cell viability showed cytotoxic potential 

only of the compound 2 for HeLa (tumoral) and Vero (non-tumoral) cell lines. In the Ames 

test, performed with the compound 1, no mutagenicity was detected for the TA100 strain of 

Salmonella Typhimurium up to the concentration of 500 μg/plates. Both compounds showed 

antimicrobial activity and antibiofilm against strains of Salmonella spp. The compound 1 was 

the most promising because of the properties presented. These compounds may be alternatives 

for treatment and control of Salmonella acting as sanitizing agents mainly in the food 

industry. 

 

Key words: Salmonella spp, biofilms, pyrazolinic nuclei, cytotoxicity, Ames test. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os microrganismos patogênicos são constante preocupação quando o assunto é saúde 

pública, pois as doenças que eles podem transmitir levam milhares de indivíduos à morte 

todos os anos em todo o mundo (WHO, 2013). Dentre estas doenças, as gastroenterites são 

muito comuns e, geralmente, são transmitidas pelo consumo de alimentos ou água 

contaminados por microrganismos patogênicos. 

Dentre os principais causadores de gastroenterites, estão os microrganismos 

pertencentes à família Enterobacteriacea, com destaque para o gênero Salmonella. Estas 

enterobactérias são bacilos Gram-negativos, anaeróbios facultativos, que podem se instalar 

no trato gastrointestinal do homem e de animais de sangue quente (TORTORA, FUNKE & 

CASE, 2012). O gênero Salmonella é dividido em duas espécies, enterica e bongori e possui 

mais de 2.500 sorotipos ou sorovares (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; WHO, 2013). 

 Salmonella enterica sorovar Enteritidis (S. Enteritidis) e Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium (S. Typhimurium) são os principais agentes etiológicos causadores de 

salmoneloses (WHO, 2013), doenças transmitidas por alimentos contaminados que atingem 

seres humanos e animais. Já a Salmonella enterica sorovar Typhi (S. Typhi) é a principal 

causa da febre tifoide, doença restrita a seres humanos (TORTORA, FUNKE & CASE, 

2012). Surtos de doenças causadas por Salmonella são recorrentes em regiões sem 

saneamento básico, onde a água é um dos principais fatores de contaminação e também pelo 

consumo de carne de aves, ovos e derivados contaminados pelo microrganismo (RIBEIRO 

et al., 2007).     

Um fator que torna difícil o controle deste patógeno e o tratamento de infecções é a 

seleção de microrganismos resistentes, que ocorre pelo uso indiscriminado e mal orientado 

de antibióticos. Outro fator importante é a capacidade que Salmonella possui de formar 

biofilmes e se aderir a diferentes superfícies, tornando-se um potencial veículo para 

contaminação, principalmente de alimentos (OLIVEIRA et al., 2007). Há uma grande 

preocupação quanto à formação de biofilmes em superfícies de manipulação de alimentos, 

seja em ambientes domésticos ou no processamento que ocorre nas indústrias e ainda, na 

criação de frangos de corte, já que as aves podem servir de reservatórios para estes 

microrganismos patogênicos (PANZENHAGEN et al., 2016). 

Neste sentido é importante buscar alternativas, encontrar novos antimicrobianos e 

agentes sanificantes para o controle de microrganismos patogênicos nestes ambientes 

(AKHTAR et al., 2013). Na literatura, compostos pirazolínicos halogenados vem sendo 
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objeto de investigações por apresentarem diversas propriedades biológicas, dentre elas 

antimicrobianas (JAMWAL et al., 2013; VIVEKA et al., 2015; SID et al., 2016). Desai et 

al., 2012 mostraram a atividade de compostos 2-(5-(3-(4-fluorfenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il)-

3-(aril)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-il)tiazol-4(5H)-onas contra bactérias Gram-negativas, assim 

como Miniyar, Barmade & Mahajan, 2015 que testaram o composto 1-(5-(2-cloroquinolin-

3-il)-3-(4-fluorfenil)-1H-pirazol-1-il)etanona contra E. coli e obtiveram importante atividade 

antimicrobiana. Além disso, Oliveira et al., 2014, avaliaram compostos 5-(2-bromofenil)-3-

fenil1-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas, que apresentaram ação fungicida contra 

leveduras do gênero Candida. Também Miniyar, Barmade & Mahajan, 2015 testaram 

compostos 1-(3-(4-bromofenil)-5-(2-coroquinolin-3-il)-1H-pirazol-1-il)etanonas e obtiveram 

atividade bacteriostática contra E. coli.  

Assim, a partir da síntese de dois novos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamidas, triflúormetil (1) e bromofenil-substituídos (2) (Figura 1), foram 

investigadas sua atividade antimicrobiana e antibiofilme frente cepas de Salmonella spp. 

isoladas de carcaças de frango, além de avaliados seus potenciais citotóxico e mutagênico.  

 

 

Figura 1: Estruturas moleculares dos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamidas 1 e 2. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Salmonelose 

As salmoneloses são infecções entéricas causadas por bactérias do gênero 

Salmonella e estão entre as principais doenças que podem ser transmitidas pelo consumo de 

alimentos e água contaminados, sendo um dos principais problemas em saúde pública no 

mundo (DÍEZ-GARCÍA, CAPITA & ALONSO-CALLEJA, 2012; CORRÊA et al., 2014). 

Salmonella enterica sorotipo Enteritidis tem sido a mais relacionada com casos de 

salmonelose nas últimas décadas, sendo o sorotipo mais preocupante (VALERIANO et al., 

2012). 

A capacidade de invasão intestinal é um importante fator de virulência do gênero 

Salmonella, característica que se deve ao fato dos sorotipos da espécie enterica possuir o 

operon de genes Inv (invasibility) (GALDINO et al., 2013). Os sintomas das salmoneloses 

aparecem de 12 a 72 horas após a ingestão de alimentos contaminados, sendo febre, dores 

abdominais, diarreia, náuseas e vômito e podem durar alguns dias (WHO, 2013). Na maioria 

dos casos não é necessário o tratamento com antibióticos, ocorrendo rápida recuperação, 

porém, para pessoas imunocomprometidas pode haver rápida evolução e nos casos mais 

graves a septicemia pode levar a morte (GUO et al., 2011).   

Muitos alimentos são considerados importantes veículos de transmissão de 

Salmonella spp., como carnes de aves, carnes bovinas e suínas, ovos e derivados 

(OKAMURA et al., 2001; SHINOHARA et al., 2008). Além disso, a carne de frango tem 

sido identificada como a principal fonte de transmissão de Salmonella spp. (GUO et al., 

2011; GRANT, HASHEM & PARVEEN, 2016; PANZENHAGEN et al., 2016).  

Na criação de aves comerciais, preocupa-se muito com a contaminação de carcaças e 

ovos por Salmonella spp. A bactéria pode se instalar no trato gastrointestinal das aves e ser 

disseminada através de suas excreções, contaminando assim o ambiente, os ovos no 

momento da postura e utensílios utilizados para o abate e processamento (OKAMURA et 

al., 2001; CASTELIJN et al., 2012).  

Em busca de diminuir a contaminação e principalmente para estimular um rápido 

crescimento dos frangos de corte, utilizam-se agentes antimicrobianos na suplementação de 

seus alimentos, o que acaba culminando no desenvolvimento de cepas multirresistentes 

(HAO et al., 2014; GRANT et al., 2016).  

Dados do Ministério da Saúde apontam que no Brasil, de 2000 a 2015, mais de 10 

mil surtos por doenças transmitidas por alimentos foram notificados, tendo Salmonella spp. 
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como agente etiológico responsável por 14,4% destes surtos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2016). De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), o governo americano estima 

que ocorram cerca de 130 mil hospitalizações a cada ano nos Estados Unidos, devido ao 

consumo de alimentos contaminados por bactérias e o número de mortes pode chegar até 3 

mil (FDA, 2015).  

Os custos gerados para o tratamento de salmoneloses são de grande impacto 

econômico para a indústria médica e também agropecuária (CORRÊA et al., 2014). O World 

Health Organization (WHO) estima que bilhões de dólares sejam gastos por ano, devido a 

estas doenças, por isso é tão importante o seu controle e prevenção (WHO, 2013).  

 

2.2 Biofilmes 

Para a patogenicidade de Salmonella, é essencial a fixação às células do hospedeiro, 

a persistência ambiental e a formação de biofilmes (GIBSON et al., 2007; GALDINO et al., 

2013). 

Um biofilme é uma comunidade estruturada de células bacterianas, dentro de uma 

matriz polimérica microbiana, aderida a uma superfície, inerte ou biológica. Os 

microrganismos podem aderir-se a diferentes superfícies, interagindo com as mesmas e 

iniciando um processo de multiplicação celular (OLIVEIRA et al., 2007). A matriz 

extracelular secretada durante o processo de construção do biofilme apresenta perfil 

complexo, constituído por proteínas, DNA, RNA, lipídeos e íons. Além disso, os 

exopolissacarídeos são fundamentais no estabelecimento e fixação, já os apêndices 

extracelulares filamentosos, como flagelos e fímbrias, desempenham papel complementar no 

processo de adesão (BRANDA et al., 2005). 

Quando estabelecidos, os microrganismos se destacam do biofilme atuando como 

uma importante fonte de contaminação, trazendo danos para a qualidade dos alimentos, 

fazendo com que produtos se tornem portadores potenciais de organismos patogênicos 

(FLACH et al., 2005; MARQUES et al., 2007; SHI & ZHU, 2009). O biofilme ocorre 

naturalmente em vários tipos de ambientes. Na indústria de alimentos, falhas no processo de 

higienização permitem que resíduos aderidos a superfícies transformem-se em potencial 

fonte de contaminação.  

No caso da Salmonella, a cadeia de produção de alimentos que inclui a indústria 

primária, serviços e instituições alimentícios e ambientes domésticos são, muitas vezes, os 

locais propícios para seu desenvolvimento. Diversos autores afirmam que este 
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microrganismo é capaz de formar biofilme e, consequentemente, contaminar alimentos em 

diferentes superfícies abióticas como o plástico, borracha, cimento, vidro e aço inoxidável 

(MORETRO et al., 2009; STEENACKERS, 2011; DÍEZ-GARCÍA, CAPITA & ALONSO-

CALLEJA, 2012). A organização e características físico-químicas da matriz extracelular e 

células bacterianas, conferem ao biofilme um perfil fenotípico de resistência a agentes 

antimicrobianos e sanificantes, por esse motivo, sua eliminação das instalações de 

processamento de alimentos tornou-se um grande desafio (PAPAVASILEIOU et al., 2010). 

Na criação de frangos de corte, a contaminação de carcaças por Salmonella spp. pode 

aumentar significativamente durante a etapa de processamento, devido a presença de 

biofilmes nas superfícies de manipulação de alimentos (SÁNCHEZ et al., 2002). Além 

disso, utilizar as mesmas ferramentas e equipamentos para o abate de um grande número de 

animais pode contribuir para a contaminação cruzada, sendo necessária a separação física de 

materiais sujos e limpos e adotar medidas de desinfecção (BUNCIC, 2006; BUNCIC & 

SOFOS, 2012). Biofilmes também podem permanecer em caixas utilizadas para o transporte 

de animais aos abatedouros, pois a lavagem e desinfecção desses utensílios podem não ser 

suficientes para sua eliminação (BUNCIC & SOFOS, 2012).  

Em ambientes domésticos também existem riscos potenciais de ocorrerem 

contaminações cruzadas. A preparação de alimentos como frango cru, pode favorecer a 

disseminação de Salmonella para superfícies de contato com alimentos e para as mãos dos 

manipuladores (CARRASCO, MORALES-RUEDA & GARCÍA-GIMENO, 2012). Assim, é 

fundamental o controle e eliminação destes patógenos nestes ambientes e novos compostos 

devem apresentar atividade antibiofilme além da atividade antimicrobiana.   

 

2.3 Pirazolinas 

As pirazolinas são compostos cíclicos de cinco membros que possuem dois átomos 

de nitrogênio adjacentes nas posições 1 e 2 do anel, classificados como 1,2-diazóis (Figura 

2).  

 

  

Figura 2: Estrutura molecular da pirazolina e do pirazol. 
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Na química medicinal, pirazolinas e seus derivados despertam interesse por suas 

várias atividades biológicas de amplas aplicações, sendo antimicrobianos, anti-inflamatórios, 

antidepressivos, anticonvulsivos e antitumorais (NETTO et al., 2008; JAMWAL et al., 

2013; ALTINTOP et al., 2014). Existem alguns fármacos já comercializados que possuem 

núcleo pirazolínico ou pirazólico na sua composição, tais como a Dipirona que atua como 

agente analgésico e anti-inflamatório, o Celecoxibe que também é utilizado como anti-

inflamatório e analgésico e ainda a Piraclostrobina, que atua como fungicida na agroquímica 

(PENNING et al., 1997; VICENTINI et al., 2013; JOSHI et al., 2014) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Estrutura de fármacos comerciais contendo núcleo pirazolínico ou pirazólico.  

 

Na busca pelo desenvolvimento de drogas farmacêuticas mais ativas e seletivas, 

utiliza-se a inclusão de diferentes substituintes a estes núcleos. Entre os compostos 

heterocíclicos, os que apresentam como substituintes grupos halogenados como o flúor e 

bromo têm mostrado papel importante do ponto de vista biológico, apresentando atividade 

farmacológica (NAVARINI, 2008). A inclusão de um átomo de flúor em uma droga pode 

influenciar na sua conformação e interação com o alvo farmacológico, melhorando a sua 

distribuição e liberação nos tecidos (PARK & KITTERINGHAM, 1994; MARTINS et al., 

2006; BONACORSO et al., 2011).  

Oliveira et al., 2014 citam a lipofilicidade apresentada por compostos bromo-

substituídos, esta lipofilicidade que também é apresentada pelos átomos de flúor proporciona 

uma maior permeabilidade nas membranas celulares, facilitando o transporte dentro dos 

sistemas biológicos (MARTINS et al., 2006; BONACORSO et al., 2011). 

  

2.4 Citotoxicidade 

Antes de utilizar qualquer substância em seres humanos, é fundamental realizar 

análises para detectar possíveis potenciais citotóxicos e garantir que não haja riscos para a 

saúde humana (ROGERO et al., 2003).  
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A citotoxicidade é a propriedade de uma substância em causar danos às células, 

podendo levá-las a apoptose. Testes in vitro para avaliar citotoxicidade têm sido muito 

utilizados em laboratórios pois levam menos tempo de desenvolvimento, custam menos, e 

são geralmente de reprodutibilidade mais fácil do que testes in vivo, além do uso de animais 

em laboratórios ter sido cada vez mais reduzido (ROGERO et al., 2003).  

Dentre os ensaios para citotoxicidade, temos o teste com culturas de células, o teste 

do Micronúcleo em eritrócitos da medula óssea de camundongos, o teste de Allium cepa 

para vegetais e o teste com Artemia salina para crustáceos (ROGERO et al., 2003; SILVA et 

al., 2010; GOMES et al., 2016). A análise da viabilidade celular utilizando cultura de células 

tem sido amplamente utilizada e consiste na exposição direta ou indireta de células de 

mamíferos frente aos compostos a serem analisados, verificando alterações por meio da 

inibição de colônias celulares ou pela incorporação de marcadores, que diferenciam células 

vivas de mortas ou danificadas, medindo a intensidade de cor das culturas celulares 

(CIAPETTI et al., 1996; ROGERO et al., 2003). Alguns corantes indicadores provaram ser 

úteis como marcadores de viabilidade celular, como o reagente MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio, amplamente utilizado em testes 

com culturas celulares (RISS & MORAVEC, 2004).  

Entre as principais culturas celulares de referência mundial estão as linhagens HeLa, 

cultivo de células extraídas de tecido canceroso do colo do útero de Henrietta Lacks (células 

tumorais), e a linhagem Vero, células epiteliais extraídas dos rins de macacos-verdes 

africanos (Cercopithecus aethiops) (células não tumorais), ambas utilizadas em variados 

estudos e testes, incluindo avaliações de citotoxicidade (BRETAS, 2010; CALDAS, 2010; 

BARBOSA et al., 2015). É importante utilizar linhagens tumorais e não tumorais nestes 

testes, para que haja um parâmetro de comparação da atividade dos compostos entre os 

diferentes tipos celulares. Além disso, novos compostos devem ser avaliados ainda, quanto 

ao seu potencial mutagênico.  

 

2.5 Mutagenicidade 

A mutagenicidade é definida como a capacidade de uma substância em interagir com 

o material genético (DNA) causando danos a ele (BENIGNI & BOSSA, 2011). As mutações 

podem ocorrer nos genes, onde uma ou algumas bases podem ser modificadas, inseridas ou 

excluídas, como grandes deleções ou rearranjos de DNA, quebras ou rearranjos 

cromossômicos ou como ganho ou perda de cromossomos inteiros (AMES et al., 1973a; 

TEJS, 2008). 
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Agentes químicos mutagênicos podem causar problemas de fertilidade e levar 

mutações a gerações futuras, além de muitos possuírem potencial carcinogênico e, por esta 

razão, regulamenta-se que testes de mutagenicidade sejam realizados com novos compostos 

a fim de detectar substâncias com esta capacidade e garantir que não haja riscos para a saúde 

(TEJS, 2008). 

Dentre os ensaios para avaliação da mutagenicidade, estão o teste de Ames em 

microrganismos, o Allium cepa realizado com plantas, o teste do micronúcleo em eritrócitos 

de roedores e o ensaio mutagênico em insetos com Drosophila melanogaster 

(ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2015; ROBERTO et al., 2016; STAMENKOVIĆ-

RADAK & ANDJELKOVIĆ, 2016). 

Em 1973, Bruce Ames desenvolveu um teste capaz de detectar a mutagenicidade de 

agentes químicos e o chamou de teste de Ames, também conhecido por ensaio 

Salmonella/microssoma. Este é um ensaio amplamente utilizado para detectar substâncias 

que possam causar danos e mutações genéticos (OECD, 1997) e consiste em utilizar 

linhagens de Salmonella Typhimurium que possuem diferentes mutações no operon do 

aminoácido histidina (his
-
), que as tornam incapazes de sintetizá-lo e já que este é um 

aminoácido essencial para o crescimento de colônias bacterianas, na presença de substâncias 

mutagênicas ocorre uma reversão dessa característica e as colônias passam a crescer em 

meio desprovido deste aminoácido (MORTELMANS & ZEIGER, 2000; TEJS, 2008).  

As linhagens de Salmonella Typhimurium geralmente utilizadas para avaliar a 

mutagenicidade são a TA97a ou TA1537, TA98 e TA100, TA1535 ou TA102 e cada 

linhagem apresenta mutações genéticas que aumentam a sensibilidade na detecção de 

agentes mutagênicos (MORTELMANS & ZEIGER, 2000), sendo a TA98 e TA100 as mais 

utilizadas no teste de Ames, e detectam mutações por deslocamentos no quadro de leitura e 

substituição dos pares de bases, respectivamente. Como estas bactérias não possuem 

enzimas de metabolização utiliza-se a adição de um fator de metabolização exógena, a 

“fração S9”, que contem enzimas extraídas do fígado de ratos e simula a metabolização feita 

por este órgão nos mamíferos, assim, o teste ganha mais sensibilidade para detectar os 

compostos com mutações indiretas (MARON & AMES, 1983).  

Na produção de novos fármacos, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) e a Organisation for the Economic Cooperative and Development (OECD) 

preconizam que todo candidato a fármaco seja testado quanto à mutagenicidade (HARDING 

et al., 2015). Além disso, o teste de Ames foi incluído como parte dos ensaios 

internacionalmente propostos para registro de medicamentos e formulações químicas (FDA, 
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2012; ISO, 2014) por isso, este teste tem se tornado uma importante ferramenta de análise 

química para novos compostos (MORTELMANS & ZEIGER, 2000). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Investigar o potencial antimicrobiano e antibiofilme de dois novos cloridratos de 4,5-

diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas (1 e 2) frente a isolados de Salmonella spp. além de 

avaliar sua citotoxicidade e a mutagenicidade. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima e a Concentração Bactericida Mínima 

do cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamida (1) e de 5 -(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida (2) frente cepas de Salmonella spp.  

 Avaliar a atividade dos compostos na formação de biofilmes por Salmonella spp. 

 Analisar o potencial citotóxico dos compostos utilizando culturas celulares com 

linhagens tumorais e não tumorais.  

 Investigar a mutagenicidade do composto 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-

(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida (1) utilizando o teste 

de Ames. 
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Salmonella spp. é um dos principais causadores de surtos de doenças transmitidas por 

alimentos no mundo. A formação de biofilmes por Salmonella torna maior a sua 

patogenicidade, principalmente sobre superfícies de manipulação de alimentos. A busca por 

alternativas de controle deste patógeno nestes ambientes é fundamental. No presente estudo, 

foram avaliadas a atividade antimicrobiana e antibiofilme de dois novos cloridratos de 4,5-

diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas, triflúormetil (1) e bromofenil-substituídos (2) frente 

isolados de Salmonella spp. No teste de microdiluição em caldo, a CIM de 62,5 µg/mL foi o 

melhor resultado obtido para o composto 1 que inibiu até 90% das cepas testadas. Os 

compostos apresentaram uma boa atividade antibiofilme, reduzindo até 34% da formação de 

biofilmes na concentração de 62,5 µg/mL do composto 1 e até 21% para o composto 2 na 

mesma concentração. A avaliação da citotoxicidade dos compostos foi realizada pela 

viabilidade celular por meio da redução de MTS com culturas de células HeLa (tumorais) e 

Vero (não tumorais). O composto 2 foi citotóxico para ambas linhagens celulares em todas 

as concentrações do teste, enquanto o composto 1 não apresentou citotoxicidade. Além 

disso, o teste de Ames foi realizado com a linhagem TA100 de Salmonella Typhimurium 

para avaliar a mutagenicidade do composto 1. Não foi detectado potencial mutagênico em 

nenhuma das concentrações. Assim, o composto 1 foi o mais promissor, porém, ambos 

podem ser alternativas para o controle de Salmonella spp., atuando como agentes 

sanificantes. 
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1. INTRODUÇÃO 

As salmoneloses são infecções entéricas causadas por bactérias do gênero 

Salmonella e estão entre as principais doenças transmitidas principalmente pelo consumo de 

alimentos e água contaminados, sendo um grande problema para a saúde pública no mundo 

(Díez-García, Capita & Alonso-Calleja, 2012; Corrêa et al., 2014). Surtos destas doenças 

são comuns em regiões sem saneamento básico, onde a água é um dos principais fatores de 

contaminação e também pelo consumo de carne de aves, ovos e derivados contaminados 

(Ribeiro et al., 2007).  

A carne de frango tem sido identificada como a principal fonte de transmissão de 

Salmonella spp. (Guo et al., 2011; Grant, Hashem & Parveen, 2016; Panzenhagen et al., 

2016) devido a capacidade da bactéria em se instalar no trato gastrointestinal destas aves, 

sendo disseminada através de suas excreções (Okamura et al., 2001; Castelijn et al., 2012). 

Para Sánchez et al., 2002 a contaminação de carcaças de frango por Salmonella spp. pode 

aumentar significativamente durante a etapa de processamento na indústria, pela presença de 

biofilmes nas superfícies de manipulação de alimentos.  

Quando se estabelecem, os microrganismos se destacam do biofilme e atuam como 

importante fonte de contaminação, comprometendo a qualidade dos alimentos e tornando-os 

portadores potenciais de organismos patogênicos (Flach et al., 2005; Marques et al., 2007; 

Shi & Zhu, 2009). As características físico-químicas da matriz extracelular conferem ao 

biofilme um perfil fenotípico de resistência a agentes antimicrobianos e sanitizantes. Por 

esse motivo, sua eliminação das instalações de processamento de alimentos tornou-se um 

grande desafio (Papavasileiou et al., 2010). Assim, é importante buscar alternativas para o 

controle destes microrganismos patogênicos.  

Na busca pelo desenvolvimento de drogas farmacêuticas mais ativas e seletivas, 

utiliza-se a inclusão de diferentes substituintes a estes núcleos. Entre os compostos 

heterocíclicos, os que apresentam como substituintes grupos halogenados como o flúor e 

bromo têm mostrado papel importante do ponto de vista biológico, apresentando atividade 

farmacológica (Navarini, 2008). A inclusão de um átomo de flúor em uma droga pode 

influenciar na sua conformação e interação com o alvo farmacológico, melhorando a sua 

distribuição e liberação nos tecidos (Park & Kitteringham, 1994; Martins et al., 2006; 

Bonacorso et al., 2011).  

Paralelamente, agências reguladoras como a Organization for the Economic 

Cooperative and Development (OECD) determinam que todo candidato a fármaco seja 
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testado quanto a mutagenicidade (Harding et al., 2015), para garantir que não haja riscos 

para a saúde (Tejs, 2008). Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade 

antimicrobiana de cloridratos de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida (1) e 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-

1-carboximidamida (2), avaliar a ação contra a formação de biofilmes por Salmonella spp. 

isoladas de carcaças de frango, além de analisar o seu potencial citotóxico e a 

mutagenicidade do composto 1.      

 

2. MÉTODOS 

2.1 Métodos de obtenção dos Cloridratos Pirazolínicos 

Os dois novos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas (estruturas 1 

e 2) foram preparados no Laboratório de Síntese e Caracterização Molecular (LSCM) de 

acordo com metodologia proposta por Santos et al., 2017. 

 

 

2.2 Microrganismos 

Foram testadas cinquenta cepas do gênero Salmonella isoladas de carcaças de frango 

provenientes do Laboratório de Microbiologia Aplicada (LMA) da Universidade Federal da 

Grande Dourados (UFGD) sendo seus sorotipos: Enteritidis, Infantis, Braenderup e 

Worthington, além de duas cepas de referência: Salmonella Enteritidis (13076) e Salmonella 

Typhimurium (14028), provenientes do American Type Culture Collection. 

 

2.3 Concentração Inibitória Mínima  

A atividade antimicrobiana dos compostos 1 e 2 foi determinada pelo teste de micro 

diluição em caldo, seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2012) com algumas modificações.    

Após cultivo em Trypticase Soy Agar (TSA) à 37ºC por 24 h, os microrganismos 

foram padronizados em espectrofotômetro, num ajuste de 1,5 x 10
8 

UFC/mL a 625 nm. 
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Foram pesados 0,024 µg dos compostos, que precisaram ser diluídos em dimetilsulfóxido 

(DMSO) a 5%. Na microplaca de 96 poços foram adicionados o caldo Müller Hinton, o 

composto 1 ou 2 e feita a diluição seriada. As concentrações testadas foram 1.000 µg/mL a 

1,9 µg/mL. Em seguida foram colocados os inóculos em duplicata e a microplaca foi 

incubada a 37ºC por 24 h em câmara úmida. Como controle do ensaio foi utilizado o 

antibiótico Cloranfenicol. Para a leitura visual dos resultados, utilizou-se solução de 

Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) a 0,1%. A CIM foi considerada como a menor 

concentração do composto capaz de inibir o crescimento de colônias bacterianas. O teste foi 

realizado em duplicata em dois momentos distintos. 

  

2.4 Redução em Logaritmos e Concentração Bactericida Mínima  

Para avaliar a redução em logaritmos, foram escolhidos quatro dos isolados de 

Salmonella, representando os sorotipos Braenderup, Enteritidis, Worthington e Infantis, e as 

duas cepas padrão, S. Enteritidis (ATCC 13076) e S. Typhimurium (ATCC 14028). O teste 

de microdiluição em caldo foi realizado conforme metodologia do item 2.3, porém, após 

período de incubação das microplacas, alíquotas de cada poço das concentrações foram 

passadas para novas microplacas com solução salina (0,85%) e feitas diluições seriadas até 

10
-8

. Em seguida, alíquotas de 10 µL foram colocadas em placas com ágar Müller Hinton 

pela técnica drop plate. Após incubação de 24 h a 37ºC, foi contado o número de Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC) e os resultados convertidos para Log10 UFC. Os compostos 

foram testados nas concentrações de 250, 125 e 62,5 µg/mL. A concentração bactericida 

mínima foi considerada a concentração em que nenhuma UFC foi contada. O experimento 

foi realizado em triplicata.    

  

2.5 Avaliação da atividade antibiofilme   

 O teste foi realizado seguindo metodologia proposta por Costa et al., 2014 com 

adaptações. Foram testados os mesmos isolados e cepas padrão do item 2.4. Após cultivo em 

TSA, foram coletadas algumas colônias bacterianas, ressuspensas em caldo Müller Hinton e 

incubadas em “shaker” a 80 RPM por 24 h. Após este período, centrifugaram-se os inóculos 

a 3.500 RPM e o sobrenadante foi desprezado. Os microrganismos aderidos foram lavados 

com Phosphate Buffered Saline (PBS, pH 7,4) e centrifugados por três vezes, para 

padronização em espectrofotômetro num ajuste de 1,5 x 10
8
 UFC/mL a 625 nm. 

 Foram pesados 0,024 µg dos compostos 1 e 2 e diluídos em DMSO a 5% e testados 

nas concentrações de 250, 125 e 62,5 µg/mL (determinadas a partir da CIM). Após a 
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montagem das microplacas, elas foram incubadas em “shaker” a 80 RPM por 48 h para 

avaliar a presença dos compostos 1 e 2 na formação de biofilmes. Em seguida, o conteúdo 

dos poços foi aspirado e lavado três vezes com PBS para remoção das células não aderidas. 

Foram adicionados 100 µL de solução salina (0,85%) e com o auxilio de uma micropipeta 

foi feita a raspagem do fundo dos poços, para a remoção do biofilme formado. Em seguida, 

retiraram-se os 100 µL dos poços e realizaram-se diluições seriadas em solução salina. 

Alíquotas de 10 µL foram colocadas em placas com ágar Müller Hinton pela técnica drop 

plate. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 h e os resultados foram convertidos para 

Log10 UFC. O experimento foi realizado em triplicata.  

 

2.6 Ensaio de Citotoxicidade  

A citotoxicidade dos compostos 1 e 2 foi avaliada seguindo metodologia proposta 

por Capoci et al., 2014 utilizando linhagens de células HeLa (Henrietta Lacks, cultivo de 

células extraídas de tecido canceroso de colo do útero) e Vero (células epiteliais extraídas 

dos rins de macacos-verdes africanos, Cercopithecus aethiops). As células HeLa (tumorais) 

foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) com 10% de Fetal 

Bovine Serum (FBS) e as células Vero (não tumorais) em meio RPMI 1640. As células 

foram ajustadas a 2x10
5 

células/mL e adicionadas em microplacas de 96 poços e incubadas 

sob 5% de CO2 a 37ºC por 24 h. Após este período, as células aderidas foram lavadas e 

tratadas com os compostos nas concentrações de 500, 150 e 15 µg/mL e incubadas sob as 

mesmas condições. Para o controle do crescimento (branco) foi utilizado o meio de cultura e 

a suspensão celular. 

A viabilidade celular foi avaliada pela redução de MTS (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-

[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazólio) em DMEM, sem vermelho de fenol. 

Após 3 h de incubação a 37ºC, a absorbância de formazan foi medida no comprimento de 

onda de 490 nm, utilizando leitora de microplacas. Os valores de densidade óptica (DO) 

foram convertidos em porcentagem de viabilidade celular dividindo o valor da absorbância 

da amostra pela absorbância do branco e multiplicando o resultado por 100. O ensaio foi 

realizado em triplicata em três momentos distintos. 

 

2.7 Ensaio de Mutagenicidade  

 A mutagenicidade foi avaliada pelo teste de Ames, método de microssuspensão 

descrito por Kado et al., 1983. Foi utilizada a linhagem de Salmonella Typhimurium TA100 

padronizada na concentração de 1x10
8
 UFC/mL por centrifugação (10.000 RPM) e 
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ressuspensa em PBS (0,2 M, pH 7,4). Os ensaios foram realizados na presença e ausência da 

fração exógena, S9.  

Foram adicionados em tubos de ensaio 50 µL de PBS ou a fração S9, 5 µL das 

concentrações do composto 1 (500, 150 e 15 µg/placa) e 50 µL da suspensão bacteriana. Os 

tubos foram pré-incubados por 90 minutos a 37ºC. Logo após, foi adicionado 2 mL de top 

ágar (0,6 % de ágar, 0,6% de NaCl, 0,05 mM L-histidina, 0,05 mM biotina, pH 7,4, 45ºC) e 

a mistura foi vertida em placas com ágar mínimo (1,5% de ágar, solução de Voguel-Boner 

50x e solução de glicose 10%). As placas foram incubadas a 37ºC por 48-66 horas e as 

colônias revertentes (His +) foram contadas. Como controle negativo, foi utilizado DMSO e 

como controles positivos foram utilizados azida sódica na ausência de S9 e 2-

aminoantraceno na presença de S9. Os resultados foram avaliados pelo índice de 

mutagenicidade (IM), onde a amostra é considerada mutagênica quando há um aumento 

significativo no número de revertentes induzidos e o IM for ≥ 2. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

2.8 Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do software GraphPadPrism® 

5.01, os resultados foram avaliados pela análise de variância ANOVA e as médias 

comparadas pelo pós-teste de Tukey, onde o valor de p<0,05 foi considerado significativo.  

Para a mutagenicidade foi utilizado o programa estatístico Salanal® 1.0 avaliado pela 

ANOVA onde o p<0,05 foi considerado significativo.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dois novos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamidas (1 e 2) foram 

testados contra cepas de Salmonella spp. e ambos apresentaram importante atividade 

antimicrobiana. O cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-carboximidamida (1) apresentou a melhor atividade antimicrobiana, pois a 

concentração de 62,5 µg/mL foi suficiente para inibir 50% e 90% das cepas de Salmonella 

spp. (Tabela 1). 
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Tabela 1: Atividade dos compostos 1 e 2 frente às cepas de Salmonella spp. 

(n): Número de microrganismos testados. CIM 50: Concentração Inibitória Mínima em 50% 

das cepas. CIM 90: Concentração Inibitória Mínima em 90% das cepas. 

 

Em pesquisas anteriores, também foram encontrados resultados semelhantes de 

compostos pirazolínicos e pirazólicos halogenados. Desai et al., 2012 avaliaram a atividade 

antimicrobiana de 2-(5-(3-(4-fluorfenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il)-3-(aril)-4,5-diidro-1H-

pirazol-1-il)tiazol-4(5H)-onas contra bactérias Gram-negativas, e obtiveram CIM de 50 

µg/mL contra E. coli. Miniyar, Barmade & Mahajan, 2015 testaram o composto 1-(5-(2-

cloroquinolin-3-il)-3-(4-fluorfenil)-1H-pirazol-1-il)etanona contra E. coli e obtiveram CIM 

de 93 µg/mL. Derivados de pirazolinas 1,3,5-tri-substituídas foram testadas frente E. coli 

por Mehta et al., 2015, onde o melhor resultado foi do complexo com flúor substituído na 

posição para. Além disso, Patel et al., 2016 avaliaram a ação do composto 5-etil-2-{2-[4-(3-

(2,4-difluorfenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-5-il)fenoxi]etil}piridina também contra E. coli e 

obtiveram CIM de 125 µg/mL. 

A atividade antimicrobiana encontrada para o composto 1 e as demais citadas na 

literatura, são explicadas pela presença de átomos de flúor nas moléculas, o que promove um 

aumento significativo da atividade biológica devido às propriedades intrínsecas do flúor, 

como pequeno raio atômico, baixa polaridade da ligação C-F, alta eletronegatividade e 

estabilidade (Haga et al., 1984; Joshi et al., 1990; Desai et al., 2012; Mehta et al., 2015). A 

alta eletronegatividade do flúor pode acentuar a eletrofilicidade dos grupos vizinhos na 

molécula e a substituição de um grupo metil por um grupo trifluormetil, resulta em um 

acréscimo de lipofilicidade. Esta lipofilicidade proporciona uma maior permeabilidade nas 

 Composto 1 Composto 2 Cloranfenicol 

 

Microrganismos 

(n) 

CIM µg/mL 

 

Variação CIM50 CIM90 

CIM µg/mL 

 

Variação CIM50 CIM90 

CIM µg/Ml 

 

Variação CIM50 CIM90 

    

S. Enteritidis (34) 62,5        62,5       62,5       125        125       125 4           4            4 

S. Braenderup (8) 62,5        62,5       62,5       125        125       125 4           4            4 

S.Worthingthon(5) 62,5        62,5       62,5       125        125       125 4           4            4 

S. Infantis (3) 62,5        62,5       62,5   62,5-125    62,5      125 4           4            4 

ATCC 13076 (1) 62,5         62,5       62,5       125 125       125   4            4            4 

ATCC 14028 (1)   62,5         62,5       62,5       125 125       125   4            4            4 

Salmonella spp(52)   62,5         62,5       62,5  62,5-125     125       125  4           4            4 
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membranas celulares e facilita a absorção e transporte dessas moléculas dentro do sistema 

biológico, melhorando as propriedades farmacocinéticas das drogas (Martins et al., 2006; 

Bonacorso et al., 2011). 

O cloridrato de 5-(4-bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-

carboximidamida (2), inibiu 50% e 90% das cepas de Salmonella spp. na concentração 125 

µg/mL. Trabalhos anteriores também mostram a ação antimicrobiana de compostos bromo-

substituídos, como apresentado por Oliveira et al., 2014, onde os derivados de 5-(2-

bromofenil)-3-fenil1-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida apresentaram CIM e CFM 

de 31,2 a 250 µg/mL para cepas de leveduras do gênero Candida. Miniyar, Barmade & 

Mahajan, 2015 testando compostos 1-(3-(4-bromofenil)-5-(2-coroquinolin-3-il)-1H-pirazol-

1-il)etanona, contra E. coli obtiveram CIM de 77 µg/mL. Também Sharshira & Hamada, 

2012 avaliaram a ação de compostos 3-metil-4-fenil-5-(p-bromofenil)-1-(p-sulfamil-

fenil)pirazol frente S. aureus e obtiveram CIM de 63 g/mL e frente C. albicans CIM de 125 

g/mL. Portanto, compostos bromo-substituídos também apresentam importante atividade 

antimicrobiana frente diversos microrganismos, pois assim como o flúor estes átomos 

apresentam lipofilicidade (Oliveira et al., 2014).  

Sobre o potencial de redução em logaritmos, definido pela contagem de UFC, ambos 

compostos foram eficazes nas concentrações testadas, que foram definidas de acordo com a 

CIM. O composto 1 na menor concentração testada 62,5 µg/mL reduziu 6,6 log10 UFC 

frente S. Worthington e na maior concentração testada 250 µg/mL houve redução de até 7,7 

log10 UFC para S. Braenderup, 9,7 log10 UFC para S. Enteritidis, 9,8 log10 UFC para S. 

Worthington, 11 log10 UFC para S. Infantis, 9 log10 UFC para S. Enteritidis ATCC 13076 e 

8,2 log10 UFC para S. Typhimurium ATCC 14028, comparados com o log10 dos controles 

(Figura 4A).  

Já o composto 2 nas mesmas concentrações comparado aos controles reduziu 6,2 

log10 UFC, 5,3 log10 UFC, 5,4 log10 UFC, 5,4 log10 UFC, 6,3 log10 UFC e 8 log10 UFC 

para os mesmos microrganismos respectivamente (Figura 4B), mostrando mais uma vez, o 

maior potencial do composto 1. Com relação à atividade bactericida, ambos compostos 

foram bacteriostáticos nas concentrações testadas. 
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Fig. 4. Quantificação de células viáveis em log10 UFC das cepas de Salmonella spp. tratadas 

com diferentes concentrações do composto 1 (A) e do composto 2 (B), por meio da ANOVA 

e pós-teste de Tukey. *** (p<0,05) indica diferença significativa. Letras diferentes em cada 

concentração representam diferença significativa entre estas pelo teste de média (p<0,05). 

 

Na formação de biofilmes por Salmonella spp. as células foram quantificadas por 

meio da contagem de UFC. Todas as concentrações dos compostos 1 e 2 (definidas de 
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acordo com a CIM obtida) apresentaram percentual de redução comparado aos controles não 

tratados, sendo então eficazes na redução de biofilmes. O composto 1 na menor 

concentração testada 62,5 µg/mL foi capaz de reduzir 34% da formação de biofilmes, 

observada frente S. Worthington. Em 250 µg/mL reduziu 30% frente S. Braenderup, 58% 

para S. Enteritidis, 45% frente S. Worthington, 48% para S. Infantis, 30% para S. Enteritidis 

ATCC 13076 e 31% frente S. Typhimurium ATCC 14028 (Figura 5A). O composto 2 na 

mesma concentração para os mesmos microrganismos, reduziu a formação de biofilmes em 

57%, 47%, 56%, 57%, 43% e 49% respectivamente (Figura 5B). Apesar de ambos 

apresentarem porcentagens próximas, nota-se que o composto 2 mostrou melhor resultado 

na redução da formação de biofilmes de Salmonella do que o composto 1, o que pode ser 

devido a maior polaridade dos átomos de Bromo, que possivelmente atuaram na 

desconstrução da matriz extracelular secretada no processo de formação dos biofilmes, 

permitindo uma fácil permeabilidade deste composto a estas células fortemente aderidas.  
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Fig. 5. Atividade do composto 1 (A) e do composto 2 (B) na formação de biofilmes de 

Salmonella spp. por meio da ANOVA e pós-teste de Tukey. *** (p<0,05) indica diferença 

significativa. Letras diferentes em cada concentração representam diferença significativa 

entre estas pelo teste de media (p<0,05). 
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Alguns trabalhos já retrataram a atividade antibiofilme de compostos com núcleos 

pirazolínicos como no desenvolvido por Cascioferro et al., 2016 onde derivados de N-fenil-

1H-pirazol-4-carboxamidas com átomos de flúor, foram eficazes na redução de biofilmes de 

S. aureus. Singh et al., 2014 também encontraram atividade antibiofilme de conjugados de 

1,3,5-triazina-pirazol frente S. aureus, onde mais uma vez compostos fluorados foram 

eficazes. Na pesquisa de Suresh et al., 2017 foi descoberta uma atividade antibiofilme 

potente para derivados de pirazol-pirimido[4,5-d]pirimidina, contra bactérias Gram-

positivas. Apesar disso, existem poucos trabalhos com compostos pirazolínicos e seus 

derivados avaliando a formação de biofilmes, principalmente frente Salmonella spp. o que 

mostra a importância da contribuição de nossa pesquisa.  

O ensaio de citotoxicidade dos compostos foi realizado de acordo com o percentual 

de viabilidade celular com base na redução de MTS com as linhagens de células HeLa 

(tumorais) e Vero (não tumorais) e as concentrações testadas foram definidas de acordo com 

a CIM obtida (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Percentual de viabilidade celular das linhagens HeLa e Vero tratadas com 

diferentes concentrações dos compostos 1 e 2. 

 

Concentração 

µg/mL 

Composto 1 

 

Composto 2 

HeLa Vero HeLa Vero 

 

 Med/DP     VC% Med/DP     VC% Med/DP     VC% Med/DP      VC% 

 

500 1,36 ±0,17    100 1,32 ± 0,03   100 0,09± 0,00   8,26 0,10 ± 0,00  7,59 

 

150 1,4 ± 0,09     100 1,37 ± 0,10   100 0,09 ± 0,01   8,38 0,09 ± 0,00  7,26 

 

15 1,36 ± 0,12   100 1,40 ± 0,00   100 0,26 ± 0,02  23,42 0,24 ± 0,00  19,23 

Med/DP: Média e Desvio Padrão. VC (%): Viabilidade Celular em porcentagem. 

 

O composto 1 não apresentou citotoxicidade para as linhagens de células tumorais e 

não tumorais, apresentando alto percentual de viabilidade celular nas concentrações testadas. 

No entanto, o composto 2 apresentou citotoxicidade em todas as concentrações frente às 

duas linhagens de células, com baixa viabilidade celular.  

Resultado semelhante foi encontrado por Altintop et al., 2015 onde o composto com 

p-bromofenil, derivado de tiazolil-pirazolinas, apresentou alta citotoxicidade contra a 

linhagem A549 de células de adenocarcinoma de pulmão humano e, ainda outros derivados 

de 2-[5-(4-fluorfenil)-3-(5-cloro/metiltiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-il]-4-feniltiazol 
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apresentaram baixa citotoxicidade contra as linhagens A549 e 3T3/NIH (células 

embrionárias de fibroblastos de ratos). Estes dados mostram que os núcleos pirazolínicos 

não aparentam ter citotoxicidade, no entanto, é visível que há uma alteração desta atividade 

quando o bromo é incluído como substituinte. 

Por não apresentar nenhum potencial citotóxico, o composto 1 foi submetido ao teste 

de Ames para avaliar a mutagenicidade (Tabela 3).  

 

Tabela 3: Atividade mutagênica do composto 1 com a linhagem TA100 de S. Typhimurium 

expresso pela média de revertentes/placa e índice de mutagenicidade (IM) com (S9+) e sem 

(S9-) ativação metabólica. 

Tratamento 

(µg/placa) 

Salmonella Typhimurium 

TA 100 

S9 - S9 +  

0.0 
a
 109 ± 12  

 
96 ± 7 

 

15 116 ± 8 (1,0) 
 

167 ± 49 (1,7)  

150 141 ± 10 (1,2)* 
 

161 ± 45 (1,7)  

500 101 ± 1 (0,9) 
 

122 ± 24 (1,2)  

C+ 1.432
b
 ± 1 

 
98

c
 ± 1 

a
Controle negativo: DMSO. (C+) Contole positivo: 

b
azida sódica (2,5 μg/placa). 

c
2-

aminoantraceno (1,5 μg/placa). *p < 0.05 (ANOVA). 

 

 O composto 1 não apresentou mutagenicidade para a linhagem TA100 de Salmonella 

Typhimurium nas concentrações testadas (500, 150 e 15 µg/placa), visto que o índice de 

mutagenicidade (IM) foi ˂2. Para que a amostra seja mutagênica o IM precisa ser ≥2 ou seja, 

o número de colônias revertentes da amostra precisa ser o dobro ou mais que o número de 

revertentes do controle positivo. Em um trabalho anterior, realizado por Altintop et al., 2015 

onde investigaram a atividade mutagênica de compostos derivados de tiazolil-pirazolinas 

frente a linhagem TA100 de S. Typhimurium, nenhum potencial mutagênico foi detectado 

para os compostos 2-[5-(4-fluorfenil)-3-(5-metiltiofen-2-il)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-il]-4-(4-

cianofenil)tiazol flúor-substituídos.  

 Com este estudo, vimos que os dois novos cloridratos de 4,5-diido-1H-pirazol-1-

carboximidamidas testados (1 e 2) são compostos promissores pelas atividades biológicas 

mostradas, sendo que o composto 3-(2-hidroxifenil)-5-(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-
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pirazol-1-carboximidamida (1) apresentou melhor atividade antimicrobiana, potencial 

redução em logaritmos e na formação de biofilmes por isolados de Salmonella spp. e 

nenhum potencial citotóxico e mutagênico em diferentes concentrações testadas. 

Na busca constante por novas drogas que sejam capazes de controlar a ação de 

microrganismos patogênicos, estes compostos podem ser alternativas de tratamento e uso 

para desinfecção, atuando como agentes sanificantes na indústria de alimentos. Porém, é 

necessário o desenvolvimento de estudos in vivo que confirmem esse potencial e anulem 

qualquer possibilidade de danos para a saúde humana.  
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6. CONCLUSÃO GERAL 

 

A investigação das atividades antimicrobiana, antibiofilme, citotóxica e mutagênica 

de dois novos cloridratos de 4,5-diidro-1H-pirazol-carboximidamidas, revelou o potencial 

destes compostos frente Salmonella spp. e mostrou que o cloridrato de 3-(2-hidroxifenil)-5-

(4-(trifluormetil)fenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboximidamida (1) foi o mais promissor 

pois não apresentou citotoxicidade nem mutagenicidade e uma potencial atividade 

antimicrobiana e antibofilme. Porém, ambos compostos (1 e 2) podem ser alternativas para o 

controle destes microrganismos patogênicos, principalmente na indústria de alimentos do 

setor avícola, atuando como agentes sanificantes. Estudos in vivo ainda são necessários, para 

que possa ser comprovada a eficácia destes compostos sem que existam riscos de danos à 

saúde humana.     
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7. ANEXOS 

 

Figura 6 - Leitura visual da concentração inibitória mínima (CIM) dos compostos 1 e 2 

frente Salmonella spp. Fonte: Autor. 

  

    

    

   

Figura 7 - Teste de Ames método de microssuspensão Kado com o composto 1. 

Fonte: Autor. 

 


