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Resumo: Sintetizado pela primeira vez em 1867 na Alemanha, por um quimico de nacionalidade
russa, Alexander Saytzeff, o dimetilsuféxido (DMSQO) é um composto quimico conhecido desde o
século X1X como um solvente organico potente. Por ser um subproduto da industria de extracdo de
celulose, passou a ser largamente utilizado a partir da década de quarenta do século XX, para fins
industriais e no inicio de 1960, foi introduzido como medicinal. Com a descoberta, na década de 1980,
de suas propriedades antiinflamatoria e citoprotetora, 0 DMSO passou a constituir-se, até os dias
atuais, em um dos agentes farmacéuticos mais estudados. Sendo descrita também a sua capacidade de
melhorar a atividade antimicrobiana de alguns farmacos. No sentido de se verificar a atividade
antibacteriana do DMSO, vaérios testes foram realizados, entre os meses de Agosto de 2017 e Agosto
de 2018,utilizando-se 0 método de microdiluicdo em caldo em placa de Elisa, fazendo-se uso do
DMSO em diferentes concentragdes (2,5% a 20%) frente a diversas cepas bacterianas: Shigella
flexneri , Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermides, Staphylococcus saprophyticus (isolado clinico — Infeccdo do Trato Urinario (ITU),
Enterococcus faecalis , Enterococcus durans/ hirae derivada , Staphylococcus spp Resistente a
Novobiocina e ndo saprophyticus (isolado de fossas nasais) todas cepas ATCC e IAL, a fim de se
conhecer a sua concentragdo inibitéria minima, e de se verificar se 0 DMSO realmente pode vir a
potencializar a acdo de um agente antimicrobiano.

Palavras-chave: DMSO, Atividade Antimicrobiana, Concentragdo Inibitéria Minima.
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INTRODUCAO

Propriedades do Dimetilsulfoxido (DMSQO)

O DMSO € um composto quimico organico de formula C2HsSO (Rosenbaum,
1965), peso molecular 78g/mol (Carpenter,1994) e temperatura de congelamento 18,5°C
(Brayton, 1986) e ponto de ebulicdo de 189°C. Possui uma molécula anfipatica, composta por
um dominio polar caracterizado por um sufonil e dois dominios metilicos ndo polares, o que o
torna capaz de solubilizar substancias polares e apolares. Esta propriedade possui grande
importancia, tendo em vista que o DMSO pode atuar como veiculo intracelularmente, ja que
permite que agentes terapéuticos e tdxicos ndo sollveis em agua possam vir a solubilizar.

A elevada capacidade higroscépica decorre da sua intensa afinidade pelo hidrogénio,
formando pontes mais fortes que as formadas entre moléculas de agua. Isso faz com que o
DMSO puro passe rapidamente para a concentracdo entre 66-67% se for deixado exposto ao
ar ambiente (Brayton, 1986), razdo porque deve ser mantido em frasco hermeticamente
fechado (Alsup & DeBowes, 1984).

Uma reacgdo exotérmica é verificada quando o DMSO administrado topicamente reage
com a agua do ar e dos tecidos (Brayton, 1986). Essa particularidade quimica tem relagdo com
varias propriedades da droga e com sua capacidade solvente, em particular sobre o acrilico e 0
poliuretano (Rosenbaum 1965), exigindo assim cuidados para ndo reagir com bandagens,
paramentos e equipamentos confeccionados com esses materiais. E um subproduto da fabrica
de papel (Rosenbaum,1965; Adamson,1966; Briton,1982; Brayton,1986). Na Europa é obtido
a partir do carvdo e do petrdleo (Briton,1982). A sua extrema capacidade de penetracdo e
difusdo ha muito é motivo, de sua inclusdo como veiculo componente de defensivos agricolas

(Rosenbaum, 1965). Abaixo sera apresentada a estrutura do DMSO:

Figura 01: Estrutura Quimica do DMSO
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Acéo terapéutica e outras agdes do DMSO

Ja foram verificadas acima de trinta propriedades farmacoldgicas e terapéuticas
do DMSO as quais resultam da sua capacidade de interagir ou combinar com &cidos
nucléicos, carboidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas sem alterar de forma irreversivel a
configuragdo molecular (Sojka et al. 1990). O DMSO vem sendo empregado h& varias
décadas em medicina humana e veterinaria (Jacob, 1982; Alves, 1998).

o Penetracdo e difusdo — A particular habilidade em transpor a pele
integra, difundindo-se em todos os tecidos e fluidos orgénicos faz do DMSO uma
arma poderosa, frequentemente util no tratamento de lesGes localizadas em tecidos
densos ou de dificil acesso.

o Carreadora — Devido a intensa capacidade de penetracdo, muitas
substancias quando associadas ao DMSO podem ser carreadas através das membranas
(Brayton, 1986; Blythe et al.1986; Rose & Hodgson, 1993; Rand-Luby et al. 1996).
Essa propriedade tem sido utilizada quando as lesGes se localizam em tecidos que
apresentam dificuldade a penetracdo e difusdo medicamentosa, como também em
casos de pneumonias abscedantes.

o Potencializadora — A propriedade anterior pode ter relagfes com essa.
Ambas devem ser consideradas criteriosamente pelo clinico, antes de administrar a
droga, j& que podem ser altamente benéficas (Blythe et al.1986; Rose & Hodgson,
1993) ou maléficas quando o paciente ja esta sob efeito de drogas ou dosagens limites,
devendo ser ressaltado 0s anestésicos gerais, 0s anticolinestesasicos (Stone, 1993), etc.

o Remocédo de radicais livres de oxigénio (RLO) — Como parte do
complexo bioquimico da inflamacdo os RLO ocupam posicdo de destaque na
fisiopatologia da injuria de reperfusdo. O DMSO tem propriedade neutralizar a acao
lesiva dos radicais hidroxil (Arden at al. 1989 Soyka 1990; Mackay, 1992; Rose &
Hodgson, 1993; Speirs, 1994), por isso € benéfico a todo tecido sob isquemia ainda
com possibilidade vital, em particular do trato gastroentérico onde os RLO produzem
aumento da permeabilidade, ulceragdes e necrose epitelial (Soyka 1990).

o Imunomoduladora - Além de inibir a quimiotaxia de
polimorfonucleares (PMN) no espaco pleural, amplia a disponibilidade de receptores

na membrana celular, facilitando a interacdo de antigenos (Soyka 1990).
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o Antiinflamatoria — A partir da década de sessenta essa propriedade
tem sido considerada miraculosa e vastamente conhecida (Blythe, 1986; Brayton,
1986), resultando de mecanismos mdaltiplos (Alsup & DeBowes, 1984; Soyka 1990),
entre 0s quais séo citados: o antagonismo das substancias originadas da cascata do
acido aracdonico (Stone, 1993) e do fator de agregacdo plaquetaria (Brayton, 1986),
inibicdo da infiltracdo de PMN (Alsup,1984; Soyka, 1990; Rose & Hodgson, 1993),
remogdo dos RLO produzidos pelos neutréfilos, (Blythe et al.1986; Soyka, 1990;
Henry, 1992; Parks, 1995; Mackay, 1996; Murray, 1996) os quais estdo envolvidos na
evolucdo do distarbio circulatério a caminho da necrose. Apesar dos varios
mecanismos citados, 0 DMSO ¢ mais eficaz na inflamacdo aguda (Rose & Hodgson,
1993).

o Vasodilatadora — E resultante da agio histaminogénica (Brayton,
1986; Stone,1993) e anticolinesterasica (Brayton, 1986) somada a vasodilatacdo no
leito capilar subdermal e a desagregacdo plaquetaria que resultam em importante
protecdo contra lesdo isquémica (Brayton, 1986; Rand-Luby et al. 1996), sendo
reconhecida como importante na garantia de enxertos.

o Diurética — Essa propriedade pode compor o mecanismo pelo qual a
droga reverte anomalias neuroldgicas decorrentes de traumatismos cranianos, sem
serem observadas alteragdes eletroliticas (Blythe et al.1986; Soyka 1990) em pacientes
normovolémicos.

. Analgésica — Deve-se indiretamente a propriedade anti-inflamatéria, e
diretamente ao bloqueio quimico da fibra C em nervos aferentes periféricos (Stone,
1993) além da acdo central anadloga a morfina (Rosenbaum 1965; Wood & Wood,
1975; Haigler & Spring, 1983; Brayton, 1986). Por outro lado, essa acdo central é
postulada ndo envolver receptores opidides (Brayton, 1986).

o Miorrelaxante — Associado a efeitos tranquilizante e sedativo, tem sido
observado em varias espécies (Rosenbaum, 1965; Brayton, 1986; Stone, 1993). Essa
propriedade sem duvida decorre principalmente do conforto resultante das outras
propriedades, ou seja, anti-inflamatorias e analgésicas.

o Citoprotetora — (Koterba et al. 1990) Sua capacidade foi considerada
superior ao do glicerol para preservar eritrocitos e espermatozoides (Brayton, 1986).

o Antimicrobiana — Tem sido documentada por varios pesquisadores

(Alsup & DeBowes, 1984; Stone, 1993; Rose
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& Hodgson, 1993). O mecanismo de a¢do dos aminoglicosideos e do cloranfenicol,
por exemplo, depende, fundamentalmente, da veiculacdo dos principios ativos para o
interior dos microrganismos, proporcionando a atuacdo destas drogas no ribossomo
bacteriano (TAVARES, 1996).

e O DMSO pode ser utilizado ainda como: excipiente para formulacdes em
terapéutica veterinaria, como um grupo controle para teste de produtos naturais, para o
tratamento de células cultivadas em determinados experimentos e varios estudos in

vitro.

Toxicidade do DMSO

Apesar das mudltiplas aplicagdes do DMSO, suas caracteristicas fisioldgicas e
farmacoldgicas bem como seus efeitos ndo sdo totalmente compreendidos, novas
investigacOes sobre suas atividades farmacoldgicas e qual concentracdo de uso é segura séo
necessarias.

E importante citar as contradi¢Bes existentes entre os pesquisadores, como entre 0s
que advertem sobre o potencial cancerigeno do DMSO e os que o indicam como adjuvante da
terapia anticancerigena.

Ao contrario do que foi inicialmente divulgado, a toxicidade do DMSO ¢é
reconhecidamente baixa (Brayton, 1986; Soyka, 1990; Rose & Hodgson, 1993; Stone, 1993).
Alguns fatores devem ser levados em consideracdo, como por exemplo, particularidades
fisioldgicas de cada espécie animal, variabilidades e individualidades, estado de saude do
paciente, estagio da afeccdo, tipo de lesdo, além da dose e concentracdo a serem empregadas e
frequéncia de administracdo do farmaco (Carpenter; Angel; Morgan, 1994; Rand-Luby et al.,
1996).

Alguns efeitos colaterais podem ser observados, como: o aparecimento de um odor
desagradavel, semelhante ao de alho, pela via respiratério de eliminacdo do DMSO, hemodlise,
hemoglobindria, coélica, diarreia e tremores musculares, teratogénese, reacdes cutaneas e
alteracéo de lentes oculares.

Mesmo diante dos efeitos colaterais, quando existe impropriedade na indica¢do, na
concentracdo, na dosagem ou na velocidade de administracdo, ndo se observou anemia nem

insuficiéncia renal (Appell et al. 1992).
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A dimetil sulfona e o sulfato de dimetila sdo os principais produtos da degradacao
(Hucker et al.1967; Thews et al.1975) A excregdo principal € por via urindria embora a via
respiratoria, participando com menos de 3% (Brayton, 1986) parece, pelo odor, ser a

principal. A seguir sdo apresentados os principais produtos de degradacdo do DMSO:

Figura 02: Principais Produtos de Degradac¢do do DMSO

Dimetil Sulfona Sulfato de Metila

O
g 0, P

rd ~ S
8 CHs - .0 S0 oH

Atividade antimicrobiana do DMSO

O DMSO é um solvente organico bastante utilizado na microbiologia. Devido a sua
caracteristica anfipatica, tem uma capacidade maior do que a da agua de dissolver certos
antibidticos ou futuros candidatos a antibioticos, alem de potencializar a acdo destes, uma vez
que por possuir a capacidade de facilitar o transporte através de membranas biolégicas, faz
com que a molécula com atividade bioldgica alcance mais facilmente seu sitio alvo.

Porém, quando se deseja conhecer a atividade antibacteriana de uma molécula em
estudo, ndo € desejavel que o DMSO apresente atividade tdxica contra estes micro-
organismos, uma vez que a atividade dele pode vir a ser facilmente atribuida como sendo
atividade da molécula analisada, o que pode levar o pesquisador a cometer um engano.

Sendo assim, a realizacdo de testes se faz de grande importancia, uma vez que
permitiram conhecer um pouco a respeito da concentragdo inibitdria minima deste solvente
frente a diversas cepas bacterianas. Conhecendo-se assim, sua acao terapéutica frente as
espécies testadas, bem como a sua atividade potencializadora do efeito atingido por as

moléculas testadas.

METODOLOGIA
Culturas Bacterianas: Entre os meses de agosto de 2016 e agosto de 2017 foram

realizados ensaios in vitro constatando-se a agéo
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antimicrobiana do DMSO frente a diferentes cepas de bactérias (Shigella flexneri — ATCC
12022, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700603, Proteus mirabilis — ATCC
25933, Pseudomonas aeruginosa — ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis — ATCC
12228, Staphylococcus saprophyticus (isolado clinico — Infeccdo do Trato Urinario (ITU),
Enterococcus faecalis — ATCC 29212, Enterococcus durans/ hirae derivada SS1225/IAL,
Staphylococcus spp Resistente a Novobiocina e Staphylococcus ndo saprophyticus (isolado de
fossas nasais), da Colecdo do Laboratério de Resisténcia Microbiana Clinica e
Contemporanea (LaRMIiCC) do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade
Estadual da Paraiba, determinando-se as concentragdes inibitorias minimas através do método
de microdilui¢do em caldo.

Preparo da suspensdo bacteriana: Foi utilizado o método de suspensdo direta de
colénias, proposto pelo CLSI M7-A6, 2014, apds 18-24 horas de incubacdo a 35 + 2°C,
preparou-se o indculo, fazendo suspensdo direta, em solugdo salina, a partir de coldnias
isoladas em agar Mueller Hinton. Ajustou-se a suspensdo segundo a solugdo padrdo de
McFarland 0,5, em compimento de onda de 625 nm, para que a solucdo apresentasse uma
absorbancia de 0,08 -0,10. (NCCLS, 2003).

Preparo da solucdo de DMSO a 20%: Foi preparado em frasco ambar
hermeticamente fechado, na razio DMSO/Agua destilada estéril de 20%.

Teste de sensibilidade in vitro para bactérias frente ao DMSO: Foram destinados
para o teste do DMSO, os pocos 2 e 3 das linhas G e H, 0o DMSO foi posto no poc¢o 3 da linha
G, depois homogeneizado e passado para 0 po¢co 2 da mesma linha, e homogeneizado
novamente e passado para o poco 3 da linha H e por fim para o 2, ficando este assim, com
concentracédo variando de 20 a 2,5%. O teste foi feito em duas placas de elisa com 96 pocos
para cada bactéria, a fim de se assegurar a confiabilidade do método.

Testes de sensibilidade in vitro para bactérias: Foram utilizados derivados
moléculas sintéticas, onde a solucdo mae, estoque e teste foram preparadas respectivamente
com 20%, 10% e 5% de DMSO. As concentragdes utilizadas variaram de 1024 a 1 pg/mL. O
meio de cultura utilizado nos testes foi o Caldo Mueller Hinton (MH), a droga controle
utilizada foi a amicacina. Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 100
pL de Caldo MH, em seguida foi adicionada a droga a ser testada da coluna 12 a coluna 2 da
microplaca, em forma de triplicata, exceto na coluna 1, que foi destinada ao controle de
crescimento bacteriano. Foram adicionados 100 pL do antibidtico controle do pogo 12 da

coluna G até o poco 4 da mesma linha e do pogo 12 da
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linha H até o poco 4 da linha H. A concentragdo do antibidtico variou de 1024 a 0,0078125
pg/mL. Foram adicionados ainda 10 pL das suspensfes dos micro-organismos em cada
orificio das microplacas, com excecdo dos pocos 1 da linha G e H, que foram destinados ao
teste de esterilidade do meio. Foram reservados os po¢os 2 e 3 das linhas G e H para o
controle negativo referente aos solvente, que fez uso do DMSO.

Leitura do experimento: Apoés a realizacdo dos experimentos e incubacéo da placa na
estufa por 20+ 2°horas a 35+ 2°C, adicionou-se 20uL do corante resazurina na concentracdo
de 0,01% para facilitar a realizacdo da leitura. Apds o periodo de aproximadamente 4 horas,
realizou-se a leitura da placa, na qual a cor azul representava a auséncia do crescimento
bacteriano e a cor rosa o crescimento bacteriano (Palomino et al. 2002). A resazurina (7-
hidroxi-3H-phenoxazin-3-onda-10-6xido) é considerada o indicador mais utilizado em
condicdes de reducdo em meio de cultura (FUKUSHIMA et al., 2003). A forma oxidade é
azul (ndo fluorescente/ célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula

viavel).

Figura 03: Teste do DMSO para Pseudomonas aeruginosa
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RESULTADOS E DISCURSSAO

Tabela 01: Concentracao Inibitéria Minima do DMSO

BACTERIA
TESTADA

100 pL DMSO
A 20%

100 pL DMSO
A 10%

100 pL DMSO
A 5%

100 pL DMSO
A 2,5%

Shigella flexneri
— ATCC 12022

L

®

O

Klebsiella
pneumoniae —
subsp.
penumoniae -
ATCC 700603

L

O

O

O
O

Proteus
mirabilis —
ATCC 25933

Pseudomonas
aeruginosa —
ATCC 27853

Staphylococcus
epidermidis —
ATCC 12228

Staphylococcus
saprophyticus
(ITU)

Enterococcus
faecalis —
ATCC 29212

Enterococcus
durans/ hirae
derivada

SS1225/1AL

@ ® ® ® ® @

@ ® O ® @ O

o O O O e O

O O O O O O

Staphylococcus
sppRaN

-

O

O

O
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Legenda:

@ Concentracdo do DMSO Capaz de Inibir o Crescimento Visivel Bacteriano

C)

Concentracdo do DMSO Capaz de Inibir Parcialmente o Crescimento Bacteriano

©
"/

Crescimento Bacteriano Visivel

Ao se analisar os resultados obtidos, € possivel observar que para a maioria das
bactérias (Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae susbp. pneumoniae, Proteus mirabilis,
Staphylococcus saprophyticus (ITU), Enterococcus faecalis, Staphylococcus spp R a N) o
DMSO s6 conseguiu inibir totalmente o crescimento visivel em concentragdes maiores (20%),
havendo portanto crescimento satisfatorio da bactéria nos demais pocos, ou sendo inibido
apenas parcialmente, como é o caso da Shigella flexneri,da Enterococcus faecalis e da
Enterococcus durans/ hirae . O que significa que a concentracao utilizada para o preparo das
solugdes testadas (5%), néo foi capaz de interferir nos resultados obtidos para a Concentragao
Inibitéria Minima destas moléculas, uma vez que esta concentracdo estar bem abaixo da
considerada capaz de inibir o crescimento visivel destes micro-organismos.

Clinicamente falando, se concentracdes acima de 20% de DMSO (Alsup & DeBowes,
1984; Stone, 1993) for administrada por via IV a um paciente, ou se a solucdo a 20% for
administrada rapidamente por esta via (Blythe et al.1986; Appell et al. 1992; Henry 1992; Rose &
Hodgson, 1993; Rand-Luby et al. 1996), uma das possiveis reacdes adversas a acontecer pode ser
a hemolise. Pode ocorrer ainda Hemoglobindria transitoria, ndo alterando o hematocrito.
Hemoglobinuria - Concentragdes de DMSO acima de 20% em doses acima de 1,0g/kg/lV, causam
hemolise com hemoglobindria a qual pode determinar nefrotoxicidade, que, ndo deve ser considerada
como efeito colateral da droga j& que essa, inclusive, estd indicado na insuficiéncia renal isquémica
(Blythe et al.1986; Koterba et al. 1990).

Ja para as bactérias Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria gram-negativa e
Staphylococcus epidermidis, uma bactéria gram-positiva, concentracdes menores de DMSO
(10%) ja& foram capazes de inibir o crescimento bacteriano. Portanto, mesmo em
concentracdes menores, 0 DMSO mostra-se efetivo perante estas bactérias, 0 que representa

que ele pode vir a potencializar a acdo antibacteriana.
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Este trabalho de pesquisa buscou conhecer o potencial do DMSO frente a diferentes
cepas bacterianas: Shigella flexneri , Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae , Proteus mirabilis
, Pseudomonas aeruginosa , Staphylococcus epidermidis , Staphylococcus saprophyticus (isolado
clinico — Infeccdo do Trato Urinario (ITU), Enterococcus faecalis , Enterococcus durans/ hirae,
Staphylococcus spp Resistente a Novobiocina e Staphylococcus ndo saprophyticus (isolado de fossas
nasais), determinando-se a sua Concentracéo Inibitéria Minima frente a estas bactérias.

Por fim, chegou-se a concentracdo de 20% para 100 uL de DMSO como sendo a minima
capaz de inibir o crescimento visivel perante as bactérias: Shigella flexneri, Enterococcus faecalis,
Enterococcus durans/ hirae, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae,, Proteus mirabilis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus spp R a N, e as menores concentracdes de
DMSO (10% e 5%) capazes de inibir apenas o crescimento das bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus epidermides respectivamente.

Desse modo, é possivel se inferir que 0 DMSO possui sim atividade antimicrobiana, porém
geralmente apenas em concentragdes maiores, nas quais evita-se a utilizagdo clinica em humanos ou
animais, ja que esta pode vir a provocar reagdes adversas como hemdlise e hemoglobinuria ou se
administra lentamente.

Foi possivel se aferir ainda que a concentracdo do DMSO de 5% , utilizada para o preparo das
moléculas testadas pouco veio a interferir e influenciar nos resultados de Concentracdo Inibitoria
Minima encontrada. 0 que significa que o DMSO utilizado pouco interfere na agdo de agentes
antibacterianos.

Dessa maneira, novos estudos fazem-se necessarios, a fim de se conhecer mais a
respeito da atividade do DMSO frente a diferentes cepas bacterianas, como por exemplo a fim
de elucidar o seu mecanismo de acao e se este possui a seguranca e eficicia necessaria para

gue possa ser administrado clinicamente sem trazer consigo reac@es indesejaveis ao paciente.
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