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RESUMO

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) permanecem como um
problema de saude publica em consequéncia da identificacdo de isolados clinicos
bacterianos multidroga-resistentes (MDR), caracteristica capaz de diminuir as
opcOes terapéuticas das IRAS. Este estudo teve o objetivo de investigar a atividade
antimicrobiana, antibiofilme e citotoxica de riparinas (I, 1l e Ill), bem como as
alteracdes ultraestruturais induzidas in vitro em espécies bacterianas de importancia
meédica. A citotoxicidade das riparinas foi analisada pela técnica do sal de tetrazolio
(MTT) em células Vero e sua acdo hemolitica verificada em eritrocitos humanos.
Através da microdiluicdo em caldo foi determinada a concentragao inibitéria minima
das riparinas frente cepas padrdo ATCC de Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Cinco isolados
bacterianos MDR de S. aureus e A. baumannii foram analisados quanto a atividade
antimicrobiana dos compostos e altera¢g@es ultraestruturais induzidas in vitro através
da microscopia eletrénica de varredura (MEV), além de submetidos a formacéo de
biofilme na presenca e auséncia do composto avaliado. Observou-se que a riparina
[Il exibiu uma concentracéo citotdxica similar (142,0 ug/mL) as demais riparinas e
antimicrobianos avaliados (oxacilina e meropenem), e acdo hemolitica de 25,99%.
Além disso, apresentou atividade antimicrobiana frente cepas padrdo ATCC e
isolados MDR de S. aureus e A. baumannii, sendo inativa em cepas padrdo ATCC
de K. pneumoniae e P. aeruginosa. A riparina Ill ainda reduziu significativamente a
formacdo do biofiime dos isolados clinicos MDR de S. aureus. Por MEV foi
constatada a acdo da riparina Ill em S. aureus e A. baumannii, onde as células
apresentaram alteracbes na morfologia e danos na superficie celular, incluindo
rugosidade acentuada além de protuberancias e extravasamento citoplasmaético.
Com a realizacdo deste estudo conclui-se que a riparina Ill apresenta atividade
antimicrobiana frente isolados MDR de S. aureus e A. baumannii causando
diferentes alteracdes ultraestruturais in vitro, além de exibir potencial de inibicdo da
formacdo de biofilme, promovendo subsidios para estudos subsequentes para
desenvolver novas opcoes terapéuticas envolvendo a riparina Ill.

Palavras-chave: Planta. Staphylococcus aureus. Acinetobacter baumannii. biofilme.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the antimicrobial, antibiofilm and cytotoxic activity of
riparins (I, Il and Ill), as well as the ultrastructural changes induced in bacterial
species of medical importance. Cytotoxicity of riparins was analyzed by MTT assay in
Vero cells and their hemolytic action verified in human erythrocytes. By microdilution
in broth could be determined the minimum inhibitory concentration of riparins against
ATCC strains of Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii and Pseudomonas aeruginosa. Multidrug-resistant bacterial isolates of
susceptible species were analyzed for susceptibility of compounds and ultrastructural
changes induced in vitro by scanning electron microscopy (SEM), in addition to
biofilm formation in the presence and absence of the evaluated compound. It was
observed that riparin 1l showed antimicrobial activity against ATCC strains and
multidrug-resistant isolates of S. aureus and A. baumannii, exhibiting low cytotoxicity
and hemolytic action. In SEM, the action of riparin lll on S. aureus and A. baumannii
was observed, where the cells showed changes in morphology and cell surface
damage, including roughness, besides to protuberances and cytoplasmic
extravasation. Riparin Ill significantly reduced the biofilm formation of S. aureus
multidrug-resistant isolates. Thus, concludes of this study that the riparin Ill presents
antimicrobial activity against multidrug-resistant isolates of S. aureus and A.
baumannii causing different ultrastructural changes besides potential of inhibition of
the formation of biofilms, promoting subsidies for subsequent analyzes in the
development of new options therapeutic effects involving riparin Ill.

Keywords: Plant. Staphylococcus aureus. Acinetobacter baumannii. biofilm.
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1 INTRODUCAO

Anualmente sdo descritas no mundo cerca de 10 milhfes de Infeccdo
Relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS), permanecendo uma preocupacao
mundial (SOUSA et al., 2016; KAYE; GALES; DUBOURG, 2017). No Brasil, entre 16
a 37 pacientes adquirem IRAS a cada 1.000 atendimentos, com notificagdo de 100
mil Obitos em decorréncia das IRAS, em consequéncia do uso indiscriminado de
antimicrobianos de amplo espectro e da pressao seletiva bacteriana (SHARLAND;
SAROEY; BEREZIN, 2015; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

O grupo ESKAPE ¢é composto por espécies bacterianas, incluindo
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, as quais estdao envolvidas em IRAS recorrentes, devido
aos diversos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016; RENNER et al.,, 2017), bem como a capacidade de
formacao de biofilme (ERIKSSON et al., 2017; HGIBY et al., 2017). Este mecanismo
de viruléncia também auxilia a sobrevivéncia dos microrganismos diante de algumas
situacOes adversas, como a presenca de antimicrobianos (OTTO, 2013).

As IRAS séo responsaveis pela incapacitacdo ou morte de pacientes, gerando
grandes implicacBes financeiras e econdmicas (PAZ; FORTES; SILVA, 2015;
SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). Devido a alta incidéncia de isolados
multidroga-resisténcia (MDR) e formadores de biofiime envolvidos em IRAS,
caracteriza-se uma reducdo abrupta na eficacia dos antimicrobianos usuais no
tratamento dessas infeccbes (CRESS et al., 2014), sendo necessaria a andlise de
novas substancias mais potentes e menos tdxicas com carater antimicrobiano.

Os compostos naturais sdo mundialmente utilizados para o tratamento e cura
de infeccdes, sendo as plantas, a principal fonte de farmacos na medicina alternativa
(FLOR; BARBOSA, 2015). Estima-se a existéncia de mais de 500.000 espécies de
plantas identificadas, onde grande parte dessa biodiversidade encontra-se no Brasil,
0 qual apresenta um numero superior a 20% do namero total de espécies vegetais
(FORZZA, et al 2010; CARVALHO, 2015). Este fator pode auxiliar no
desenvolvimento de pesquisas sobre as atividades biolégicas de compostos

naturais.
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Diversas atividades biologicas de compostos naturais tém sido descritas,
como: antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, inseticida, antimoluscida,
antiproliferativo, entre outras (BEZERRA et al., 2013). Dentre estes compostos, as
riparinas naturais I, Il e lll sdo obtidas do fruto verde da Aniba riparia, as quais
exibem atividade antimicrobiana contra cepas bacterianas e fungicas (BARBOSA et
al., 1988; CATAO et al., 2005; CATAO et al., 2010). No entanto, € importante
analisar quanto sua atividade antimicrobiana e antibiofilme das riparinas naturais I, Il
e lll, além das possiveis alteracdes ultraestruturais em isolados clinicos MDR e
formadores de biofilmes envolvidos em IRAS. O desenvolvimento de novas
substancias com atividade antimicrobiana e antibiofilme se torna extremamente
necessario em consequéncia da identificacdo de isolados bacterianos MDR e
formadores de biofilme, caracteristica capaz de diminuir amplamente as opcdes de
tratamento das IRAS. Por tais aspectos, a analise de novas op¢des terapéuticas visa
aumentar a atividade biolégica dos compostos e minimizar os efeitos tdxicos
(CRESS et al., 2014; BUSH et al, 2014).

Assim, devido a diminuicdo da eficacia dos antimicrobianos disponiveis para
fins terapéuticos face a grande resisténcia bacteriana, este estudo objetiva analisar a
atividade antimicrobiana e antibiofilme das riparinas |, Il e Ill em isolados clinicos
bacterianos MDR e formadores de biofilme envolvidos em IRAS, fornecendo
subsidios para os estudos que visem o0 desenvolvimento de novas opc¢les

terapéuticas de IRAS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude

As infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) séo definidas como
toda e qualquer infeccdo adquirida em instituicbes hospitalares ou unidade
prestadora de servico assistencial a saude, com manifestacdes relacionadas aos
procedimentos assistenciais e hospitalares, terapéutico ou diagnéstico (PEREIRA et
al.,, 2016a; RODRIGUES et al.,, 2016). Em virtude do impacto negativo nos
pacientes, profissionais e instituicbes de saude, as IRAS ainda representam uma
preocupacdo mundial (PAZ; FORTES; SILVA, 2015; SOUSA et al., 2016; KAYE;
GALES; DUBOURG, 2017), produzindo altos custos aos pacientes e ao Governo
(SHARLAND; SAROEY; BEREZIN, 2015; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

Durante décadas, a prevaléncia de espécies bacterianas envolvidas em IRAS
sofreu transformacgdes, embora virus e fungos sejam grandes potenciais. Entre os
anos de 1940-1950, bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus,
predominavam nos indices de infecgbes. Em meados da década de 1970, os
bastonetes Gram-negativos, com destaque para Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, se apresentavam como grandes responsaveis (ANVISA, 2013a; PAZ,
FORTES; SILVA, 2015; RAMIREZ-BLANCO et al., 2017).

A partir do ano de 1990, isolados clinicos de S. aureus apresentaram o
fendtipo de resisténcia a meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus -
MRSA), se tornando um problema pandémico que perdura até hoje, devido a
limitacdo das opc¢des terapéuticas disponiveis (ANVISA, 2013a; FERREIRA et al.,
2015; BLEIZIFFER et al., 2017). Inclusive, infec¢cdes por MRSA nos Estados Unidos
da América (EUA) superam o indice de mortalidade dos casos de doenca de
Parkinson, enfisema, homicidios e hepatite B, além dos agravos em decorréncia da
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (GROSS, 2013; GOLKAR,;
BAGASRA; PACE, 2014).

Nos anos 2000, as bactérias Gram-negativas atingem visibilidade no setor
hospitalar (ANVISA, 2013a), com notoriedade para P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Acinetobacter baumannii, as quais apresentam iniUmeros mecanismos

de resisténcia aos antimicrobianos, sendo descritos como 0s principais agentes de
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IRAS em pacientes hospitalizados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
(SHARLAND; SAROEY; BEREZIN, 2015; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016; REIS et
al., 2016).

Apés o ano de 2008, alguns estudos a respeito da vigilancia hospitalar e
dados da Sociedade de Doencas Infecciosas da América (Infectious Diseases
Society of America) foram compilados, mencionando um grupo de agentes
bacterianos, conhecido como "ESKAPE", que engloba as seguintes espécies:
Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e
Enterobacter spp. Este grupo é caracterizado por espécies recorrentes associadas
as IRAS, principalmente em pacientes imunocomprometidos, sendo amplamente
relatadas, devido aos inumeros mecanismos potenciais de resisténcia aos
antimicrobianos (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; RENNER et al., 2017).

A maior problematica envolvendo pacientes com IRAS continua sendo na UTI,
uma vez que o paciente estd bastante exposto aos riscos de adquirir infeccédo
(FIGURA 1), haja vista sua condicdo clinica e procedimentos invasivos. Tais
aspectos asseguram que esses pacientes possuem entre 5 a 10 vezes maior
probabilidade em adquirir IRAS, representando cerca de 20% do total das infecgdes
em um hospital (SHARLAND; SAROEY; BEREZIN, 2015; RODRIGUES; PEREIRA,
2016; SOUSA et al., 2016).

Apesar dos avancos nas medidas de biosseguranca, a taxa de IRAS
aumentou em 36% nos ultimos 20 anos. O Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) assegura que entre 5
a 15% dos pacientes hospitalizados contraem IRAS. Anualmente, estima-se que séo
descritas no mundo cerca de 10 milhdes de IRAS, resultando em 300 mil dbitos, com
custo aproximado de 17 a 29 bilhdes de ddlares (ALMEIDA et al., 2015).
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Tabela 1. InfeccBes e dispositivos correlacionados as espécies bacterianas de
importancia médica envolvidas em infeccfes relacionadas a assisténcia a saude.

Infecgdes e dispositivos Espécies bacterianas envolvidas
Infec¢gBes em ferida P. aeruginosa, K. pneumoniae
InfeccBes em pele e partes moles S. aureus, P. aeruginosa

. . S. aureus, K. pneumoniae,
InfecgBes em sitio cirdrgico - ]
A. baumannii, P. aeruginosa

Infec¢gBes da corrente sanguinea Bacilos Gram-negativos
Fibrose cistica P. aeruginosa

A. baumannii, K. pneumoniae,
PAV* _

P. aeruginosa
Bacteremia A. baumannii, S. aureus

S.

Cateter endovascular aureus

ITU** K. pneumoniae, P. aeruginosa

*PAV, Pneumonia associada a ventilagdo mecéanica; **ITU, infec¢do do trato urinario.

Fonte: Vieira; Picoli, 2015; Canzi; Colacite, 2016; Nebes et al., 2016; Oliveira et al., 2016;
Oliveira Junior et al., 2016; Rodrigues et al., 2016; Santos et al., 2016a; Silva, 2016; Souza et
al., 2016a; Souza et al., 2016b; Djordjevic; Folic; Jankovic, 2017.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) descreve que entre 16 a 37
pacientes adquirem IRAS a cada 1000 atendimentos no Brasil, equivalente a 3%,
com taxa de letalidade atingindo 14.35% (ANVISA, 2013a; SHARLAND; SAROEY;
BEREZIN, 2015). Estes dados podem ser produzidos principalmente pelas
prescricdes de antimicrobianos, nas quais 50% sao consideradas inapropriadas,
aumentando a identificagdo de microrganismos multidroga-resistentes (MDR)
envolvidos em IRAS (ROCHA-PEREIRA; LAFFERTY; NATHWANI, 2015; WHO,
2015). No entanto, como nao ha um banco de dados epidemiolégicos sobre IRAS no
Pais, estes dados podem néo ser correlatos (SOUSA et al., 2016).

Entre os anos de 2014 e 2016, Pernambuco apresentou alta prevaléncia de
Staphylococcus spp., Acinetobacter spp., K. pneumoniae, P. aeruginosa, Candida
spp. e E. coli envolvidos em IRAS (CECIH, 2016; PEREIRA et al., 2016b),
demonstrando necessidade da adeséo das instituicdes de assisténcia a saude aos
programas para prevencdo e controle de IRAS. Estes dados indicam que atraves
desse processo de adesdo, pode haver reducdo das IRAS em até 70%, como as

infec¢Bes da corrente sanguinea (CDC, 2016).
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Uma recente publicacio da OMS divulga os "patdgenos prioritarios"
multidroga-resistentes, caracterizados como uma grande ameaca a saude humana,
devido, principalmente, a transferéncia de material genético entre as bactérias.
Podem ser citadas: A. baumannii e P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, e
Enterobacteriaceae (incluindo Klebsiella spp., E. coli, Serratia spp. e Proteus spp.)
resistente aos carbapenémicos e produtores de ESBL (SUBRAMANI;
NARAYANASAMY; FEUSSNER, 2017; WHO, 2017).

A analise de novas alternativas terapéuticas das IRAS deve-se principalmente
a necessidade de buscar compostos naturais com menor potencial de toxicidade e
mais eficiéncia frente isolados clinicos MDR e formadores de biofilme. Tais
compostos constituem ampla atividade biologica no tratamento de infec¢des, o que
representa uma grande contribuicdo para a descoberta de novos agentes
antimicrobianos (ELLER et al., 2015). Os mecanismos de resisténcia e viruléncia dos
microrganismos contribuem significativamente para o crescente problema de salude
publica mundial, sendo um obstaculo a terapéutica, visto a constante reducédo dos
antimicrobianos disponiveis (SILVA et al., 2010; ANVISA, 2013a; BLEIZIFFER et al.,
2017)

2.1.1 Espécies bacterianas de importancia médica

2.1.1.1 Staphylococcus aureus

Pertencem a familia Micrococcaceae, sendo caracterizados como cocos
imoveis com aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro. Podem apresentar
diversos arranjos, sdo anaerébios facultativos, ndo esporulados e geralmente nao
encapsulados, produtores de catalase, em sua maioria fermentadores de manitol
(FIGURA 1), podendo suportar temperaturas de até 60°C, além de produzir
hemolisina (ANVISA, 2013a; LIMA et al., 2015).

S. aureus € uma bactéria Gram-positiva que pertence a microbiota humana,
colonizando as fossas nasais, garganta, intestinos e pele de individuos saudaveis.
Por tal motivo, sua transmisséo e disseminacdo podem ocorrer principalmente por

contato direto (maos contaminadas dos profissionais ou pacientes) e indireto
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(através de superficies contaminadas) (ANVISA, 2013a; LIMA et al., 2015;
EVANGELISTA; OLIVEIRA, et al., 2015).

Figura 1. Staphylococcus aureus cultivado em agar manitol salgado. A formagdo de halo
amarelo ao redor das colbnias pela fermentagdo do manitol € uma indicagdo presuntiva da
espécie.

ASM MicrobeLibrary @ Ho and Chew =

Fonte: American Society for Microbiology (2014).
http://www.microbelibrary.org/
(Imagem acessada em 15/07/2017).

S&o0 capazes de sobreviver em condicbes ambientais adversas ou com
mudancas bruscas por bastante tempo, sendo responséaveis por altas taxas de IRAS
em pacientes hospitalizados, com alta incidéncia em infeccdo na corrente
sanguinea, meningite, pericardite, bacteremia e sindrome do choque téxico (LIMA et
al., 2015; ROMAO et al., 2016).

Inimeros estudos descrevem a alta incidéncia de S. aureus em pacientes
internados, sendo descritos como MDR e formadores de biofilme. Em 2015, Goulart
et al. publicaram um estudo descritivo e transversal de swab nasal de pacientes no
Hospital de Forca Aérea do Galedo/RJ. Das 348 amostras coletadas, 14.3% se
mostraram positivas para S. aureus, sendo 42% desses isolados resistentes a
oxacilina. Oliveira et al. (2016) descrevem um estudo retrospectivo ha Comissao de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da

Universidade de Sao Paulo (USP) em 11.030 pacientes. Foram identificados 529
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isolados bacterianos, com alta prevaléncia de S. aureus, onde 72% desses isolados
apresentaram o perfil de MRSA. Resultados similares foram descritos por Sala et al.
(2016) através de revisdo de literatura entre 2012 e 2016 sobre isolados bacterianos
envolvidos em infeccbes em pacientes queimados. Os autores indicaram a alta
frequéncia de S. aureus, seguido por S. aureus coagulase negativa.

Panday et al. (2016) analisaram 598 amostras de urina de pacientes da UTI
para estimar a presenca de isolados MDR. Entre os isolados Gram-positivos foi
reportada a prevaléncia de S. aureus (3,6%). No mesmo ano, Chou et al. (2016)
identificaram em 20 pacientes com embolia pulmonar séptica entre 2005 e 2013, a
presenca de isolados Gram-positivos, onde S. aureus esteve em 35%.

Por meio de investigagdo em 43 pacientes com pneumonia associada a
ventilacdo mecéanica em Maringd/PR entre setembro de 2013 e agosto de 2014,
Ferreira et al. (2017) identificaram S. aureus (23.1%) nas culturas de secrecao
traqueal. Ainda em 2017, Sharma et al. verificaram através de um estudo
retrospectivo sobre o perfil bacteriano em infeccbes péds-queimadura de 50
pacientes, a alta frequéncia de S. aureus (35%) entre os microrganismos Gram-
positivos.

Normalmente, os isolados de S. aureus apresentam altos indices de
mortalidade em consequéncia de sua alta viruléncia e prevaléncia, gerando um
grave problema de resisténcia aos antimicrobianos, além de complicacbes
decorrentes do uso inadequado de antimicrobianos (LIMA et al.,, 2015; CAMILO;
PEDER; SILVA, 2016; LOUREIRO et al., 2016; SOUSA et al., 2016).

Inimeros relatos de isolados MRSA tém sido descritos como fator endémico
em instituices da salde e comunidades pelo mundo, adquirindo maior repercussao,
devido sua gravidade (GOULART, et. al., 2015; LOUREIRO et al., 2016). No Brasil,
entretanto, ndo ha dados sistematizados que apontem sua ocorréncia e fatores
relacionados as IRAS, e em algumas situacdes, esses dados ndo sdo fornecidos
pelas instituicdes de salude (EVANGELISTA; OLIVEIRA, et al., 2015; LIMA et al.,
2015).

No estudo de Heggendornn et al. (2016), a maioria (83,34%) das espécies de
Staphylococcus spp. foram resistentes a oxacilina e ciprofloxacina,
amoxicilina/clavulanato (88,89%) e cefepime (72,23%). Sharma et al. (2017)

identificaram 35% de S. aureus em 50 pacientes admitidos na Unidade de
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Queimadura do Hospital Mahatma Gandhi, sendo resistentes a piperacilina-
tazobactam (40%), ceftriaxona (95%) e oxacilina (40%).

Os isolados clinicos de MRSA sédo formadores de biofilme em infec¢cdes de
feridas cronicas, osteomielite e endocardite. Em razdo dos altos padrbes de
resisténcia a multiplos farmacos, esta espécie estd constantemente envolvida em
IRAS (GOULART, et. al., 2015). Dhiman et al. (2017) identificaram e caracterizaram
0 gene sasX em isolados de MRSA do Nordeste da india e associaram seu papel na
formacao de biofilme. Dos 150 isolados, 8 abrigavam o0 gene sasX, além de que
todos estes isolados eram altamente resistentes a oxacilina e penicilina. Os autores
indicam que a formagé&o de biofilme foi observada com mais frequéncia em isolados
sasX + MRSA em comparacao aos isolados sasX - MRSA, pois este gene promove
a adesdo celular e ajuda nos mecanismos de evasao imunoldgica.

Eriksson et al. (2017) determinaram o efeito antibacteriano e antibiofilme do
hipoclorito de sédio em isolados de S. aureus obtidos da dermatite atépica. Os
resultados mostraram que o hipoclorito de sodio dose-dependente inibiu o

crescimento bacteriano e uma significativa formacao de biofilme.

2.1.1.2 Klebsiella pneumoniae

Participam do género Klebsiella, bactérias Gram-negativas, imoveis,
anaerébicas facultativas, oxidase negativa e lactose positiva (FIGURA 2), que
variam de 0,3 a 1,0 um de diametro e 0,6 a 6,0 yum de comprimento. Pertencem a
familia Enterobacteriaceae, sendo encontradas livremente em plantas, ambientes
aguaticos e solo, ou colonizando mucosas como componente da microbiota.
Normalmente sao responsaveis por infeccbes pulmonares, intra-abdominais,
bacteremia e ITU em pacientes imunocomprometidos (COELHO et al., 2015; PERNA
et al., 2015; LOPES et al., 2016).

Podem ser comumente associadas as IRAS, sendo K. oxytoca e K.
pneumoniae consideradas as espécies mais frequentes, tendo esta Ultima trés
subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae e
K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. O género Klebsiella foi descrito pela

primeira vez no ano de 1885 por Trevisan, o qual homenageou o microbiologista
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alemao Edwin Kleb. Ja no ano de 1887, foi descrita a espécie K. pneumoniae
(KRIEG; HOLT, 1984).

Figura 2. Klebsiella pneumoniae cultivado em &gar Mac Conkey. Esta espécie é
fermentadora de lactose, produzindo coloracdo caracteristica e colénias mucoides.

Fonte: American Society for Microbiology (2005).
https://www.sobomicroscopio.wordpress.com/2013/03/25/culturas-de-vigilancia-parte-ii/
(Imagem acessada em 15/07/2017).

Estudos recentes relatam K. pneumoniae como uma espécie emergente,
devido ao aumento em sua incidéncia nas IRAS. Consultando os dados da CCIH do
Hospital Universitario Alcides Carneiro, Paz et al. (2015) descrevem a identificacdo
de K. pneumoniae em 23.3% episédios. No mesmo ano, Perna et al. (2015)
executaram um estudo retrospectivo na UTI do Hospital e Maternidade Therezinha
de Jesus em Juiz de Fora/MG. Foram analisados 193 prontuarios, com observagao
da incidéncia de K. pneumoniae em 17% das ocorréncias de IRAS nos pacientes em
tratamento intensivo.

Ao descrever as caracteristicas de infec¢cdes causadas por bacilos Gram-
negativos resistentes a carbapenemases em pacientes pediatricos de
Medellin/Coldbmbia, Vanegas, Parra e Jiménez (2016) expdem o aumento da
presenca desses microrganismos nesta populacdo e a alta resisténcia de K.
pneumoniae a ertapenem (94,1%), imipenem (92%) e meropenem (89,3%). Vale
salientar a importancia do monitoramento e implementacdo de programas de
administracdo de antimicrobianos, evitando limitar as opcdes terapéuticas.
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Joshi e Shah (2017) detectaram o padrdo bacteriolégico e o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos de hemoculturas de neonatos com septicemia em
Gandhinagar/india. Dos 228 pacientes, 131 foram positivos para K. pneumoniae
(58,01%) com resisténcia a ampicilina (69,1%), acido amoxiclavulinico (63,1%),
cefotaxima (55,2%) e gentamicina (47,3%). Estes dados se assemelham aos
achados de Bency, Priyanka e Jose (2017) e Hearn et al. (2017), os quais
identificaram K. pneumoniae resistente as cefalosporinas de 32 geracdo em
hemoculturas de pacientes pediatricos com pneumonia adquirida no hospital na
Camboja.

Nos ultimos anos, isolados de K. pneumoniae produtores de KPC vém se
tornando um problema de salde publica, devido a facil transmissibilidade de
plasmideos entre espécies bacterianas. Sendo assim, o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos de K. pneumoniae tem diminuido, promovendo o surgimento de
isolados MDR (COELHO et al., 2015; NORCIA et al., 2015; ESTEBAN-CANTOS, et
al., 2017).

O uso de antimicrobianos B-lactamicos também promove o surgimento de K.
pneumoniae resistente aos carbapenémicos sob producdo de enzimas KPC e
metalo-enzimas, além da producao de ESBL e resisténcia a outros antimicrobianos,
como as cefalosporinas (12, 22, 32 e 42 geracdes), aztreonam, macrolideos e
aminoglicosideos, com resisténcia a 95% dos antimicrobianos atuais (NORCIA et al.,
2015; PERNA et al., 2015; SANTOS et al., 2016b). Além disso, transposons podem
ser amplamente transferidos entre outras espécies bacterianas (LIMA et al., 2014;
NORCIA et al., 2015).

Nas ultimas décadas, o indice de mortalidade por K. pneumoniae produtora
de KPC chegou a ser 30% a 40%, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), dado considerado bastante superior quando comparado a K.
pneumoniae ndo produtora de KPC (ANVISA, 2013b). A ANVISA menciona uma
nota técnica descrevendo que a disseminacgédo de K. pneumoniae produtora de KPC
constitui um grave problema de saude publica em diversas instituicbes de saude no
Brasil (ANVISA, 2013b; SEIBERT et al., 2014). Ha diversos relatos de IRAS por KPC
no mundo. Em um grande centro oncoldgico do Johns Hopkins Hospital em 2016, foi
relatado quatro casos de pacientes infectados por KPC obtidos de swab retal (ROCK
et al., 2017).
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Os isolados de K. pneumoniae tém a capacidade de formar biofilme em
superficie bibtica e abidtica, estando diretamente associados as IRAS (OSTRIA-
HERNANDEZ et al., 2017). Este mecanismo de viruléncia protege-os de
desinfetantes, antimicrobianos e respostas imunes do hospedeiro (EI FERTAS-
AISSANI et al., 2013). Além disso, esse a formacao de biofilme tem sido observada
em K. pneumoniae KPC positiva em ITU (KIRMUSAOGLU et al., 2017). Vuotto et al.
(2017a) verificaram fatores de viruléncia em K. pneumoniae e correlagbes entre o
perfil de resisténcia a antimicrobianos e a capacidade de formar biofilme. Entre os
120 isolados identificados, 56 foram extensivamente droga-resistente (XDR) e 40
MDR. Os isolados XDR mostraram maior habilidade para formar biofilme (91,07%),
sendo regulados por 7 de 8 genes, exceto OmpK36.

Em sua analise, Rajasekharan et al. (2017) investigaram os efeitos de Arctium
lappa Linn. na formacédo de biofilme e expressao de genes associados a formacao
de biofilmes por K. pneumoniae. Segundo os autores, o0 CGA (4cido clorogénico)
inibiu a formacédo de biofilme, mostrando que o CGA tém potencial antibiofilme

contra infec¢des persistentes de K. pneumoniae.

2.1.1.3 Acinetobacter baumannii

Os isolados de A. baumannii sdo cocobacilos Gram-negativos, iméveis,
aerdbios estritos, catalase positivos, oxidase negativos e nao fermentadores de
glicose, pertencentes a familia Moraxellaceae (FIGURA 3). Podem habitar o solo,
agua, alimentos, microbiota humana e animal (DETTORI et al.,, 2014; VIEIRA,
PICOLI, 2015; LEE et al., 2016), adaptando-se facilmente a diferentes ambientes,
devido a sua habilidade em obter fontes de carbono para o seu crescimento.

Atualmente sé@o responsaveis por grande parte das complicacdes clinicas em
pacientes imunocomprometidos por doencas de base ou por procedimentos
cirurgicos com internacdo prolongada em unidades de saude e por surtos em UTI,
bacteremia, ITU, meningite secundaria, infeccdo de ferida cirargica e pneumonia
associada a ventilagdo mecanica (VIEIRA; PICOLI, 2015; TAJEDDIN et al., 2016;
ROBERTS et al., 2017).
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Figura 3. Acinetobacter baumannii cultivado em Agar Mac Conkey. Esta espécie é oxidase
negativa e nao fermentadora de lactose.

yr/

Fonte: American Society for Microilogy (2005).
http://www.202.195.144.50/ASM/112-Introduce2.htm
(Imagem acessada em 15/07/2017).

Na ultima década, inUmeros relatos de surtos causados por A. baumannii tém
sido publicados em diversos paises, principalmente na Europa, América do Norte e
América Latina. Avaliando os equipamentos, materiais e mobiliarios de pacientes em
isolamento por A. baumannii MDR e pacientes nao-isolados da UTI do Hospital da
Restauragcdo no Recife/PE, Sales et al. (2014) evidenciam a presenca de A.
baumannii MDR em 12 amostras clinicas das 49 amostras coletadas. Estes dados
sdo semelhantes aos descritos por Rocha et al. (2015), em Caruaru/PE, em um
estudo transversal e descritivo na UTI, onde foram notados 94.4% dos
equipamentos hospitalares contaminados, sendo 28,7% por A. baumannii com
resisténcia a imipenem, levofloxacina e piperacilina/tazobactam em 75% dos casos.

Sousa et al. (2015) realizaram um estudo epidemiolégico, transversal e
retrospectivo buscando a prevaléncia de microrganismos na infeccdo da corrente
sanguinea em idosos em Teresina/Pl. Os autores citaram que Acinetobacter sp.
apresentou prevaléncia de 21.2% nos 68 pacientes assistidos. Ainda no mesmo
municipio, Carvalho et al. (2015) encontraram um indice superior (46.7%)

comparado ao anterior, através de um levantamento epidemioldgico e retrospectivo
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em 58 prontuarios de pacientes internados na UTI geral e neurolégica de um
hospital de urgéncia.

Zilberberg et al. (2016) observaram 229.028 pacientes com pneumonia ou
sepses, demonstrando a presenca de A. baumannii em hemocultura e secrecgéo
pulmonar em 1.423 pacientes (0.6%). Desses, 1.171 (82.3%) foram MDR e 239
(16.8%) foram XDR. Rodrigues et al. (2016) avaliaram os impactos e fatores
determinantes do bundle para reducdo da pneumonia associada a ventilacao
mecanica. Foi concluido que houve aumento na incidéncia de PAV apos
implementacédo do bundle com alta frequéncia de patégenos Gram-negativos, como
A. baumannii (50%).

Kanodia et al. (2017) conduziram um estudo retrospectivo na pediatria em
2014 na Dharan/Nepal. Foram coletadas 1.009 amostras de sangue de neonatos
com suspeita ou confirmagédo de sepse, sendo 327 (32.4%) positivas para patogenos
bacterianos. Entre os isolados Gram-negativos, Acinetobacter sp. (14.1%) foi 0 mais
frequente, seguido por Pseudomonas sp. (5.5%). Uma andlise semelhante da
caracterizacdo de infecgcdes da corrente sanguinea e a mortalidade de pacientes
queimados. De 177 pacientes, Tang et al. (2017) identificaram 323 patdgenos,
sendo A. baumannii 0 microrganismo mais comum (19.5%), seguido por K.
pneumoniae (13.9%).

Ao investigar a prevaléncia de patdgenos bacterianos em pacientes com
pneumonia nosocomial e pneumonia associada a ventilacdo na UTI, Djordjevic et al.
(2017) descrevem que 38.9% dos 620 pacientes assistidos apresentaram infeccao
por A. baumannii. Analisando a resisténcia aos carbapenémicos em bacilos Gram-
negativos e nédo fermentadores de lactose, Agarwal et al. (2017) isolaram A.
baumannii (63; 63.63%) das 156 amostras clinicas de pacientes com infec¢des do
trato respiratorio. Além disso, os autores verificaram alta resisténcia ao imipenem
(90.54%) e meropenem (95.2%) nesta espécie.

A incidéncia de A. baumannii € bastante alta, em torno de 88% das IRAS
(BARTH JUNIOR, 2014; ZILBERBERG et al., 2016), isso devido a habilidade em
sobreviver em superficies abidticas, limitando significativamente as opc¢des
terapéuticas. Entretanto, no Brasil, ha escassez de dados epidemioldgicos a respeito
do género Acinetobacter envolvido em IRAS (ROCHA et al., 2015; VIEIRA; PICOLI,
2015).
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Diversos fatores de resisténcia aos antimicrobianos sdo observados em A.
baumannii. No entanto, com o uso compulsério de antimicrobianos de amplo
espectro, este fator pode ser ampliado (LEE et al., 2016), sendo notado um aumento
significativo de linhagens com fenotipo MDR ou PDR (VIEIRA; PICOLI, 2015; LEE et
al., 2016; ZILBERBERG et al., 2016).

Em sua pesquisa, Lee et al. (2016) isolaram uma cepa MDR (KBN10P02143)
de A. baumannii da amostra purulenta de um procedimento cirdrgico. Através do
VITEK-2, foi observada resisténcia aos carbapenémicos, aminoglicosideos e
cefalosporinas, mas susceptivel a polimixina B e colistina. Estes resultados se
assemelham aos dados apresentados por Santos et al. (2016b), onde A. baumannii
apresentou sensibilidade apenas a polimixina B e colistina, no Piaui/Pl. Ja no Recife,
De Sa Cavalcanti et al. (2017) identificaram o isolado de A. baumannii produtor de
blaoxa-253 por sequenciamento, considerado XDR. E no estudo realizado por Tang et
al. (2017) na China, os isolados da espécie de A. baumannii apresentaram 100% de
resisténcia ao antimicrobiano imipenem.

Isolados de A. baumannii podem formar biofiilme sob condicdes
desfavoraveis, colonizando pacientes e equipamentos hospitalares, tornando-se
frequente em surtos (DETTORI et al. 2014; VIEIRA; PICOLI, 2015). Estudando
concentracdes subinibitorias do trimetopim e sulfametoxazol na formacéo de biofilme
de A. baumannii por inibicdo da expressao do pili Csu, foi observado que mesmo a
ATCC 17978 sendo resistente aos antimicrobianos, em concentracdes subinibitorias,
eliminam a expressao de pili, um mecanismo de viruléncia, e reduzem a formacéo de
biofiime (MOON; WEBERA FELDMANA, 2017). Vuotto et al., (2017b) investigaram a
capacidade de adesao e clonalidade de 128 isolados de A. baumannii obtidos de
urina e cateteres urinarios de pacientes entre 1991-2013. Sugere-se que as
linhagens dominantes s&o menos aderentes e formadoras de biofilmes, juntamente
com uma mudanca do gene OXA-24/40 e OXA-58 para OXA-23, indicando que uma

linhagem recente e generalizada, ndo depende da sua capacidade de aderir.

2.1.1.4 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae, composto

por bacilos Gram-negativos com tamanho aproximado de 1,5 a 50 um de
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comprimento por 0,5 a 1,0 um de espessura. Sdo oxidase e catalase positivos
(FIGURA 4), aerébios com motilidade através de um ou varios flagelos polares.
Atualmente séo descritas cerca de 140 espécies, entre as quais as mais recorrentes
e envolvidas em IRAS sao: P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. cepacia, P.
stutzeri, P. maltophilia e P. putrefaciens (FERREIRA et al., 2014; SILVA, 2016).

Podem ser consideradas espécies extremamente verséateis, pois habitam o
solo, a agua e os vegetais ou estdo associadas as infec¢des oportunistas, mais
frequentemente em infeccdo do trato urinario, feridas, pele, olhos, o0ssos e
articulagbes, pneumonia e sepse, representando cerca de 80% das infeccdes
cronicas (FERREIRA et al., 2014; HONG et al., 2015; CANZI; COLACITE, 2016;
NEBES et al., 2016; SADER et al., 2017).

Figura 4. Pseudomonas aeruginosa cultivado em agar CLED. A liberacdo de piocianina e
pioverdina produz uma pigmentacdo esverdeada fluorescente e odor caracteristico,
indicando a identificacdo presuntiva da espécie.

ASMMicrobeLibary.org © Delisle

Fonte: American Society for Microbiology (2006).
http://www.microbelibrary.org/
(Imagem acessada em 15/07/2017).

P. aeruginosa foi relatado como o primeiro patdgeno Gram-negativo
identificado na UTI (GLUPCZYNSKI et al., 2001). Por apresentar alta resisténcia aos
antimicrobianos, detém maior importancia clinica, ou por estar frequentemente

envolvido nas infec¢cdes em pacientes gravemente enfermos e imunocomprometidos
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com presencga de processos invasivos, queimaduras e feridas pés-operatérias ou
pela aderéncia a cateteres, ventiladores mecéanicos e proteses (FERREIRA et al.,
2014; CANZI; COLACITE, 2016; KHOSRAVI et al., 2016; DJORDJEVIC; FOLIC;
JANKOVIC, 2017).

Através de estudo epidemioldgico e retrospectivo nas notificagbes de IRAS
pela CCIH na UTI do Complexo Hospitalar Universitario Walter Cantidio da
Universidade Federal do Ceara, Pereira et al. (2016a) corroboram os dados obtidos
no ano de 2012, em que P. aeruginosa foi o isolado mais frequente (18.3%) nos 234
registros analisados.

No mesmo ano, ao relacionar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana, os
fatores de viruléncia e a variabilidade genética, Silva (2016) apresentou dados de
identificacdo de P. aeruginosa em Recife/PE, sendo 15 isolados considerados
multidroga-sensiveis (MDS) e 15 MDR, concluindo que esta espécie pode acumular
inUmeros fatores de viruléncia e multipla resisténcia, dificultando o tratamento das
IRAS. Na andlise realizada por Canzi & Colacite (2016), incluindo todos os pacientes
admitidos na UTI de um hospital do Parana com uso de ventilacdo mecanica (>48h)
resultou na identificacdo de P. aeruginosa (33.67%) em 2012 e 30.08% em 2013.

Isolados bacterianos de feridas de queimaduras obtidos entre 2010 e 2014
comparados aos dados de 1997 e 2002, indicou a presenca de P. aeruginosa como
0 isolado mais comum (37%), seguido por K. pneumoniae (15%), A. baumannii
(12%) e S. aureus (12%). Os autores concluiram que € bastante alarmante o
aumento da resisténcia aos antimicrobianos por bactérias Gram-negativas, devido a
reducdo das opcdes terapéuticas disponiveis. Esses dados podem ser confirmados
por Ramirez-Blanco et al. (2017), os quais verificaram a prevaléncia de 24,1% de P.
aeruginosa em todos os pacientes hospitalizados com feridas de gueimaduras
(n=402) no Hospital Universitario de Santander, na Colémbia.

Ainda em 2017, Ergul et al. relataram a prevaléncia de pneumonia associada
a ventilagdo em uma UTI pediatrica e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos
isolados envolvidos. Os autores observaram P. aeruginosa como 0 microrganismo
frequentemente identificado (32%), sendo estes susceptiveis a colistina (92,6%),
piperacilina-tazobactam (71,4%), amicacina (65,2%) e gentamicina (52,2%).

Sabe-se que o genoma de P. aeruginosa confere resisténcia aos

antimicrobianos ou adquire resisténcia durante a terapéutica, incluindo todos os -
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lactamicos (exceto imipenem), fluoroquinolones e aminoglicosideos, demonstrando
altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos conhecidos (FERREIRA et al., 2014;
HONG et al., 2015; CANZI; COLACITE, 2016; SADER et al., 2017). Essa espécie
ainda induz taxas de mortalidade ultrapassando 38% de ocorréncia nas enfermarias
e 50% na UTI, dificultando o seu controle e a introdugéo da terapéutica inicial
(FERREIRA et al., 2014).

Sader et al. (2017) esclarecem que a alta taxa de mortalidade por P.
aeruginosa estd agregada a terapia antimicrobiana inicial inapropriada e/ou ao
atraso da terapia antimicrobiana apropriada. Assim, avaliando 7.452 isolados de P.
aeruginosa obtidos de pacientes com pneumonia, infeccdo da pele, ITU, infeccdo da
corrente sanguinea e outras infec¢des, os autores observaram os fenotipos MDR e
XDR (extensivamente droga-resistente) em 1.151(15.4%) e 698(9.4%) isolados
clinicos, respectivamente.

Um estudo epidemioldgico conduzido pelo SCOPE (Surveillance and Control
of Pathogens of Epidemiological Importance - Vigilancia e Controle de Patdégenos de
Importancia Epidemiolégica) no Brasil revelou que isolados de P. aeruginosa séo
resistentes ao meropenem (35.8%), imipenem (36.8%) e ceftazidima (36.6%)
(SILVA, 2016). Outros autores ainda acrescentam que ha diminuicdo da
sensibilidade aos antimicrobianos de amplo espectro (carbapenémicos e
cefalosporinas antipseudomonas) no Brasil e em outros paises (HONG et al., 2015;
CANZI; COLACITE, 2016; KHOSRAVI et al., 2016).

Os estudos dos mecanismos de viruléncia, como a formacgao de biofilme, sao
frequentemente relatados em agentes bacterianos. Comumente, P. aeruginosa tem
sido modelo para estudos do biofilme, devido aos avancos significativos dos
mecanismos envolvidos na formacédo do biofime (RYBTKE et al., 2015). Esta
espécie bacteriana é capaz de se aderir a tecidos biolégicos ou materiais
inorganicos, tornando-se resistente a diversos fatores ambientais, envolvido em ITU

com uso de cateter, pneumonia associada a ventilagéo, etc. (CHAN et a., 2016).

2.2 Biofilme

O biofilme consiste de uma estrutura porosa e complexa, formada por uma ou

mais espécies bacterianas aderidas a superficie bidtica ou abiotica (BJARNSHOLT,
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2013). Normalmente é circundado por uma matriz polimérica extracelular, composta
principalmente por polissacarideos, DNA, proteinas e células mortas (BRANDA et al.
2005), além de canais de influxo e efluxo de nutrientes e de produtos de
metabolismo (BJARNSHOLT, 2013). Essa é uma das estratégias utilizadas por
diversas espécies bacterianas para promover sua sobrevivéncia frente a
antimicrobianos e fagocitose (OTTO, 2013; ERIKSSON et al., 2017).

Inicialmente, o biofilme foi observado por Antonie van Leeuwenhoek no ano
de 1675 através de andlises de placa dentaria (COSTERTON, 1999) (FIGURA 5).
Estudos posteriores demonstraram a existéncia de biofilme, principalmente em
infeccbes associadas a equipamentos e dispositivos ou envolvido em IRAS, como:
otite média, pneumonia fibrose cistica, infeccdo de ferida crbnica,
musculoesquelética, fasciite necrosante, infeccdo no trato biliar, osteomielite,
prostatite bacteriana, endocardite valvular, 1TU, etc. (RYBTKE et al, 2015;
ERIKSSON et al., 2017; HZIBY et al., 2017).

Figura 5. Ciclo do biofilme: (1) adeséo de células planctbnicas a superficie; (2) secrecdo de
adesinas, matriz polimérica extracelular e proliferagéo celular; (3) formacdo de microcolonias
e maturacédo do biofilme; (4) desprendimento celular, retornando a fase plancténica.

4.~¢~'J b \\!
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Fonte: Adaptado de Pereira, 2001.

Por meio da combinagéo entre colistina e CHIR-090 (inibidor LpxC) in vitro e
in vivo contra biofilme formados por P. aeruginosa, Tan et al., (2017) comprovaram
em quatro isolados susceptiveis a colistina, onde concentra¢des subinibitérias da
combinacdo demonstrou a atividade sinérgica, contribuindo para erradicar as

subpopulac¢des da espécie e prevenir a formacao de biofilme.
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As infeccdes por biofilme podem aumentar o periodo de internacdo e a taxa
de mortalidade de pacientes, além de promover elevados custos (KART et al., 2014).
Conforme a atual escassez de antimicrobianos para erradicar infeccdes por isolados
clinicos formadores de biofilme, € necessariamente urgente desenvolver uma
alternativa de combaté-lo (RYBTKE et al., 2015; CIOFU et al., 2015).

2.3 Atividades biolégicas de produtos naturais

A descoberta do primeiro antibidtico util na década de 1930 representa um
marco na investigacdo de novos farmacos, visto que uma crescente gama de
microrganismos resistentes em ambiente hospitalar é bastante expressiva, limitando
as opcoes terapéuticas (CARVALHO et al., 2011; MARMITT et al., 2015). Entretanto,
h& relatos antigos sobre o uso de plantas diante dos agravos existentes na época.
Muitas vezes, farmacos com origem vegetal sdo poucos ou praticamente
inexistentes como antimicrobianos, devido a confiabilidade da fonte derivada
(COWAN, 1999).

No mundo, as IRAS sdo responsaveis pela incapacitacdo ou morte de
pacientes, gerando grandes implicacdes financeiras e econdmicas (PAZ; FORTES;
SILVA, 2015; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). Devido a alta incidéncia de
isolados MDR envolvidos em IRAS, caracteriza-se uma reducéo abrupta na eficacia
dos antimicrobianos usuais no tratamento dessas infecgbes (CRESS et al., 2014),
sendo necessaria a analise de novas substancias mais potentes e menos téxicas
com carater antimicrobiano.

Nas ultimas décadas, diversos paises utilizam espécies vegetais como
método terapéutico de infec¢cdes (QUADRO 1) para produzir farmacos a partir de
vegetais ou sintese de moléculas precursoras (CATAO et al., 2014; CARVALHO,
2015; ELLER et al., 2015; MARMITT et al., 2015). No entanto, 0 uso de extratos ou
derivados de vegetais com atividade antimicrobiana ainda é literalmente inexistente
(SUBRAMANI; NARAYANASAMY; FEUSSNER, 2017).
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Quadro 1. Extratos e derivados de espécies vegetais descritos entre os anos de 2005 a
2015 em isolados clinicos patogénicos multidroga-resistentes.

Planta

Alvos

Reportado

Referéncias

Pinus elliottii (pinheiro)

S. aureus MDR

Brasil

Leandro et al. 2014

Alkanna tinctoria

MRSA

Arabia Saudita

Khan et al. (2016)

MRSA, A. baumannii

Rhazya stricta ) Paquistao Khan et al. (2015)
MDR e P. aeruginosa
Anthocephalus cadamba | Acinetobacter sp. MDR o
. ) India Dubey et al. (2012)

Pterocarpus santalinus e P. aeruginosa
Scutellaria baicalensis )

) MRSA China Chan et al. (2011)
Georgi.

] . . MRSA, S. aureus e K. Rahman et al.
Swietenia mahagoni ) Bangladesh
pneumoniae (2009)

Legenda: MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (S. aureus resistente a meticilina); MDR,

Multidroga-resistentes.

Fonte: Rahman et al., 2009; Chan et al., 2011; Dubey et al., 2012; Leandro et al., 2014; Khan et al.,

2015; Khan et al., 2016.

A OMS descreve que o vegetal, medicinal ou ndo, possui “em um ou mais

orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins de tratamento ou prevencao

de agravos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos” (WHO 1998;

BRASIL, 2006b). De fato, os vegetais produzem metabdlitos secundarios (FIGURA

6), responsaveis por diversos mecanismos de defesa contra patdégenos, insetos e
herbivoros (SUBRAMANI; NARAYANASAMY; FEUSSNER, 2017).
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Figura 6. Férmulas estruturais de substancias/metabdlitos secundarios com
atividade antimicrobiana obtidos de diversas espécies vegetais.
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A partir da determinacéo dos aspectos farmacobiolégicos de extratos vegetais
pela Quimica Medicinal, eles vém adquirindo notoriedade como fontes promissoras
de novos farmacos (CARVALHO, 2015; ELLER et al., 2015; MARMITT et al., 2015).
Podem exibir propriedades quimicas que favorecem ao desempenho de suas
atividades biologicas: antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, inseticida,
entre outras (BEZERRA et al.,, 2013). Grande parte das espécies vegetais possuli

principios ativos com acgdo antimicrobiana, alguns com maior poder antimicrobiano
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comparados aos demais, caracterizando-se como um fator protetivo a espécie
vegetal.

Através da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), foram estabelecidos critérios de acesso ao uso de plantas medicinais e
fitoterapicos no Sistema Unico de Saltde (SUS) do Brasil (BRASIL, 2006a;
MARMITT et al.,, 2015). No Pais, isso pode aprimorar estudos sobre extratos
naturais, com a producao de farmacos com a¢ao antimicrobiana, principalmente pelo
Pais possuir a maior biodiversidade de plantas do mundo (FORZZA, et al 2010;
CARVALHO, 2015).

Marmitt et al., (2015), através de uma revisdo sistemética, apresentam o0s
estudos clinicos sobre o potencial antimicrobiano de extratos naturais de plantas de
interesse ao SUS entre 2010 e 2013. Essa andlise resultou em 21.357 artigos
encontrados. A partir desses resultados, 0s autores citam que sdo necessarias
discussdes sobre alternativas terapéuticas ao tratamento convencional de agravos
bacterianos.

Em Pernambuco, h& relatos sobre a atividade antimicrobiana de espécies
vegetais (ALVES et al., 2016; BESSA et al., 2016). Em 2012, Silva et al. avaliaram a
atividade antimicrobiana de extratos dos frutos de Anadenanthera colubrina, Libidibia
ferrea e Pityrocarpa moniliformis frente cepas padrdo ATCC e isolados clinicos de S.
aureus. Esses extratos apresentaram inibicdo no crescimento bacteriano, onde L.
ferrea exibiu maior acéo inibitéria (p < 0,05) com CIM variando entre 0.39 a 0.781
mg.mL™ e concentracdo bactericida minima (CBM) de 3.12 a 6.25 mg.mL™.

Em sua analise, Vieira et al. (2016) investigaram a atividade biologica de
vegetais da Caatinga do Nordeste brasileiro contra Trichomonas vaginalis. Os
extratos exibiram reducdo da viabilidade parasitaria; no entanto, foi observada alta
citotoxicidade in vitro e baixa seletividade (IS) ao parasita. Os autores indicam que
um composto com alta citotoxicidade em células de mamiferos ndo deve ser
descartado, configurando que este ndo é parametro exclusivo para avaliar um
composto.

Outros estudos demonstram compostos com alta citotoxicidade in vitro. Isso
nao garante, necessariamente, resultados semelhantes in vivo (OLIVEIRA et al,,
2017), além disso, o IS in vitro pode se mostrar inativo ou muito toOxico aos animais
(MOHAMMED et al., 2014).
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2.3.1 Aniba riparia (Nees) Mez e riparinas

A espécie Aniba riparia (Nees) Mez é um vegetal pertencente a familia
Lauraceae, composta por 52 géneros e 3.000 espécies dispersas pelo mundo,
sendo predominantemente encontradas em regides tropicais e subtropicais. No
Brasil, essa familia é representada por 22 géneros (ROHWER et al., 1972).

O género Aniba compreende 41 espécies de arbustos ou arvores de planicie
(FIGURA 7), localizados na Amazonia Central e na Guiana (CASTELO-BRANCO et
al., 2000). Tipicamente, esta espécie € conhecida popularmente como “louro”, “louro-
faia” e “pau-rosa” (BARBOSA et al., 1988; CASTELO-BRANCO et al., 2000).

Figura 7. Frutos verdes da espécie vegetal Aniba riparia (Nees) Mez.

Fonte: Atrium

O fruto verde e o cdalice da A. riparia (Nees) Mez contém diversos
componentes organicos: flavonoides, neoligninas, estirilpironas e alcaloides
(BARBOSA-FILHO et al., 1987; CASTELO-BRANCO et al., 2000). Apds o processo
de extracdo e purificacdo podem ser isoladas as alcamidas, descritas como: riparina
[, riparina 1l e riparina Il (BARBOSA-FILHO et al., 1987), as quais possuem
atividades biol6gicas de amplo espectro (BARBOSA-FILHO et al., 1987).
Comumente, a riparina lll € o principal composto obtido da A. riparia, representando
34% dos compostos extraidos (BARBOSA-FILHO et al., 1987).

A riparina |, verificada no quadro 2, é quimicamente conhecida como éter
metilico de  N-benzoil-tiramina, (0-Metil)-N-benzoiltramina ou  N-[8-(4'-

metoxifeniletil)]-benzoilamida. Possui atividades biolégicas definidas: relaxante
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muscular (THOMAS et al., 1994), antimicrobiana (BARBOSA et al., 1988; CATAO et
al., 2005; 2010), ansiolitica (SOUSA et al., 2005) e antidepressiva (SOUSA et al.,
2014).

Quimicamente descrita como (0-Metil)-N-(2-hidroxibenzoil)-tiramina ou N-[8’-
(4’-Metoxifeniletil)]-2-hidroxi-benzoilamida), a riparina Il (QUADRO 2) detém diversas
atividades bioldgicas: antimicrobiana (BARBOSA et al., 1988; CATAO et al., 2005;
2010), ansiolitica (SOUSA et al., 2007) e antidepressiva (TEIXEIRA et al., 2011).
(QUADRO 2), também conhecida como (0-Metil)-N-(2,6-
dihidroxibenzoil)-tramina ou  N-[8-(4’-Metoxifeniletil)]-2,6-dihidroxi-benzoilamida
exibe as seguintes atividades: antiespasméddica (CASTELO-BRANCO et al., 1991,
THOMAS et al., 1994), relaxante muscular (THOMAS et al., 1994), antimicrobiana
(BARBOSA et al., 1988; CATAO et al., 2005; 2010), ansiolitica (MELO et al., 2006) e
antidepressiva (VASCONCELOS et al., 2015).

A riparina |l

Quadro 2. Descri¢do das caracteristicas quimicas e moleculares das riparinas |, 1l e Ill.

Nome Clgs§e For,m.ula Solubilidade Formula Estrutural
Quimica Quimica
Riparina | C16H17NO; /O/v
MeO ©
o B i Cremofor, Nw
Riparina Il T_enqu " | Ci6H17NOg DMSO,
ramina Tween 80 MeO © OH
HO
N
Riparina lll C16H17NO, /@/\/
MeO 0] OH

Fonte: BARBOSA-FILHO et al., 1987.

Inicialmente, Barbosa-Filho et al. (1987) isolaram 25 componentes do fruto
verde da A. riparia (Nees) Mez, provando sua atividade contra diversas espécies:
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, E. coli, Salmonella gallinarum, Bacillus

cereus, K. pneumoniae e S. aureus. No ano seguinte, Barbosa et al. (1988)
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verificaram que extratos do calice e fruto dessa espécie exibiram atividade
antimicrobiana contra S. aureus, B. cereus, C. albicans e K. pneumoniae, sendo
inativos contra Proteus sp., S. gallinarum e E. coli.

Outras atividades também podem ser verificadas, como: antimalérica,
esquistossomicida e moluscicida (CASTELO-BRANCO, 1992). Alguns estudos
avaliaram a atividade antimicrobiana de riparinas (I, Il e Ill) contra cepas de S.
aureus, K. pneumoniae, B. cereus e C. albicans, sendo ressaltada sua acao
antimicrobiana. Entretanto, os compostos nao foram ativos em E. coli, S. gallinarum
e Proteus sp. (BARBOSA et al., 1988).

Catéo et al. (2005) confirmaram a atividade antimicrobiana de riparinas (I, Il e
[II) em isolados de S. aureus e E. coli. Foram observados halos de inibicdo do
crescimento semelhantes (9 mm) em S. aureus. Além disso, a riparina Il eliminou o
plasmideo de resisténcia a penicilina (61.7%), sendo confirmado através do semeio
das variantes sensiveis em BAB-penicilina e determinacdo da CIM por E-test, e
houve modificacdo da expresséo de fatores de viruléncia (CATAO et al., 2010). Nas
cepas de S. aureus e E. coli foi constatado que as riparinas, apesar de suas
diferencas estruturais, apresentam semelhanca na atividade biologica; em
contrapartida, a riparina Il expds maior potencial antimicrobiano (CATAO et al.,
2005).

Através de sua sintese organica podem ser obtidos 14 tipos diferentes dessas
alcamidas (riparina | até riparina XIV) (CATAO et al, 2005). Por se tratar de uma
classe especial de alcaloide, suas atividades quimicas e bioldgicas vém sendo
definidas nos dltimos anos, principalmente, devido a sintese de novos derivados das
riparinas. Logo, a sintese e modificacdo de compostos derivados de espécies
vegetais/plantas medicinais para obter novas estruturas com atividades
farmacoldgicas continuam sendo um desafio frequente na Quimica Medicinal
(RADJASA et al., 2011).

Outros estudos sobre as riparinas sintéticas (A, B, C, D, E e F) também
demonstram diversas atividades biolégicas in vitro. Em 2015, Silva et al.
investigaram a propriedade anti-inflamatéria da riparina A in vivo, um derivado
semissintético. Este estudo confirmou sua acéo anti-inflamatoria, sugerindo ser um
alvo importante na terapia de doencas inflamatorias. Santiago et al. (2015) avaliaram

a riparina B em modelos de inflamacédo, dores em geral e sua agao antioxidante in
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vivo. Esse composto inibiu as vias inflamatorias, indicando ser um importante
componente farmacologico.

Sabe-se que alguns estudos descrevem a acao antimicrobiana das riparinas
naturais I, Il e lll em cepas bacterianas e fungicas; no entanto, é necessario
investigar sua atividade antimicrobiana e antibiofiime em isolados clinicos MDR e
formadores de biofilme de importancia médica, bem como sua citotoxicidade e

possiveis alteracdes morfoldgicas in vitro.

2.4 Alterag0es ultraestruturais induzidas em agentes bacterianos

A microscopia eletrénica de transmissdo e de varredura representam
ferramentas importantes para avaliar a morfologia e ultraestruturas de
microrganismos por imagens, podendo elucidar alvos celulares envolvidos nas
interacdes bactéria-antimicrobianos e bactéria-composto (SIQUEIRA et al., 2014).

O microscoépio eletrénico de varredura (MEV) iniciou-se com o trabalho de
Knoll, em 1935. Este microscopio é bastante importante em estudos na area
biolégica, devido ao detalhamento de estruturas finas de objetos pequenos, como:
esporos de fungos, superficies de folhas, morfologia e identificacdo de elementos
guimicos em amostra sélida, etc. (GRIMSTONE, 1980). Outra importancia é a
aparéncia tridimensional das imagens obtidas, podendo complementar as
informacdes dadas pela imagem éptica (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Diversos estudos também utilizam o MEV, principalmente quanto a analise in
vitro de espécies microbianas na presenca de compostos (MATOS-ROCHA et al.,
2016; MATOS-ROCHA et al.,2017; MOHMMED et al., 2017). Silva et al. (2012)
confirmaram a atividade antimicrobiana de extratos dos frutos de A. colubrina, L.
ferrea e P. moniliformis frente cepas padrdo ATCC e isolados clinicos de S. aureus.
Os resultados observados na MET e MEV sugerem que o principal alvo da acéo
desses extratos € a parede celular bacteriana, devido sua ondulacdo, espessura ou
desprendimento, além da inibicdo da formacé&o de biofilme.

Em 2015, Veras et al. caracterizaram as alteracbes ultraestruturais e
morfologicas em isolados patogénicos e nao-patogénicos de K. pneumoniae em

Recife/PE. Por fim, concluiram que estes isolados sofrem mudancas ultraestruturais
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b

quando submetidos a sub-CIMs de antimicrobianos [-lactamicos, apesar da
resisténcia fenotipica apresentada nos isolados analisados.

Vieira et al. (2016) investigaram a atividade contra T. vaginalis da C.
nummularius, M. rufula e S. lechriosperma, as quais exibiram reducgéo da viabilidade
parasitaria, € o acido ursolinico com padrao de 100% de reducdo. A MEV indicou
efeitos na membrana parasitaria, modificacdo da morfologia tipica e surgimento de

projecdes e furos na membrana, além de ondulacdo e enrugamento.
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3 OBJETIVOS
3.1 Obijetivo geral

Determinar a citotoxicidade, atividade antimicrobiana, antibiofilme e alteracoes
ultraestruturais induzidas in vitro pelas riparinas I, Il e lll frente isolados clinicos
bacterianos multidroga-resistentes.

3.2 Objetivos especificos

v Determinar a citotoxicidade das riparinas (I, Il e Ill) e de antimicrobianos

(oxacilina e meropenem) em células Vero;

v Analisar a acdo hemolitica in vitro das riparinas (I, Il e 1ll) e de antimicrobianos

(oxacilina e meropenem) em eritrocitos humanos;

v Investigar a atividade antimicrobiana in vitro das riparinas |, Il e Il frente

cepas padrao ATCC de S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa;

v Verificar a atividade antimicrobiana in vitro da riparina Ill frente isolados

clinicos MDR de S. aureus e A. baumannii;

v Determinar a capacidade de formacéo do biofilme de isolados clinicos MDR

gue se mostrarem sensiveis a riparina;

v Definir a atividade antibiofilme da riparina Ill frente isolados clinicos MDR de

S. aureus e A. baumannii;

v Verificar as alteragbes ultraestruturais induzidas in vitro pela riparina Il em

isolados clinicos MDR de S. aureus e A. baumannii;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das riparinas naturais I, 1l e 11l

As riparinas naturais I, 1l e Ill foram obtidas do fruto verde e calice da Aniba
riparia, pertencente a familia Lauraceae. Estes compostos compdem a classe das
alcamidas, os quais foram extraidos e purificados pelo Prof. Dr. Stanley Juan
Chavez Gutierrez do Departamento de Bioquimica e Farmacologia da Universidade
Federal do Piaui/UFPI.

4.2 Cepas padrdo ATCC e isolados clinicos bacterianos

Nas analises foram utilizadas cepas bacterianas padronizadas para testes de
resisténcia aos antimicrobianos pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI,
2017): Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). Os isolados clinicos MDR foram obtidos em dois hospitais publicos
do Recife/PE por demanda espontanea e vigilancia entre 2013 e 2014 e estéo
estocados em glicerol a 20% em freezer com temperatura de -80°C, pertencendo a
bacterioteca do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular no Departamento de
Parasitologia, Instituto Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ/PE.

A identificacdo das espécies bacterianas e o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos foram determinados pelo sistema automatizado VITEK 2
(Biomérieux) e fornecidos pelos hospitais-fonte (APENDICE B). Para o estudo, foram
selecionados cinco isolados clinicos MDR de S. aureus, K. pneumoniae, A.
baumannii e P. aeruginosa, 0s quais eram carreadores de genes de viruléncia e sem
relacdo clonal (FREITAS, 2014; LIMA, 2015; MANGUEIRA, 2016; CAVALCANTI,
2017).

Para reativacdo bacteriana, 30 pL do estoque de cada isolado clinico foram
inoculados em caldo BHI para enriguecimento microbiano. Em seguida, foram
incubados por 18-24h em estufa bacterioldgica a 37°C+1. Apds este periodo, foram
semeados em meio de cultura 4gar BHI e incubados em estufa a 37°C+1 por 18-24h

para cultivo e isolamento bacteriano.
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4.3 Citotoxicidade das riparinas I, Il e Il

A anadlise de citotoxicidade dos compostos naturais e dos antimicrobianos
(oxacilina e meropenem) foi avaliada em linhagem celular Vero (oriundas do rim do
macaco-verde africano) através da técnica do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), descrita por Mosmann (1983). Foi estimada a
porcentagem de células viaveis em relacéo as células-controles. As células (1 x 10°
células/mL) foram semeadas em microplacas de 96 pocos contendo meio RPMI com
vermelho de fenol suplementado com 10% de soro fetal bovino, em seguida, foram
incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C+1.

ApoOs 24 h, o meio foi removido e as células incubadas na presenca de
diferentes concentracbes dos compostos (400 pg/mL a 6,25 ug/mL) por 24 h. Apos
este periodo, foram adicionados 10 yL de MTT (5 mg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e incubados por 3 h em estufa de 37°C+1 e 5% de CO,. Em seguida, 0s
cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbancia foi definida
por espectrofotometria a 540 nm (Benchmark plus, Bio-Rad®, Califérnia, EUA).
Pocos contendo meio RPMI e MTT foram utilizados como controle da reagédo. A
concentracdo citotoxica (CCsp) foi determinada por andlise de regressao linear dos
dados obtidos pelo software SPSS 18.0 para Windows. E cada ensaio foi realizado

em quadruplicata em dois experimentos independentes.

4.4 Acédo hemolitica das riparinas I, Il e Il

A acdo hemolitica dos compostos naturais e dos antimicrobianos (oxacilina e
meropenem) foi realizada através da técnica sobre hemacias do tipo O+, descrita por
Becerra et al. (2012). A diluigdo das riparinas I, Il e Ill foi realizada com DMSO,
seguida pela microdiluicdo seriada com solugéo salina (NaCl 0,85% e CaCl, 10 nM)
em microplacas de 96 pocos, contendo poliestireno e fundo “U”.

Em paralelo, 2 mL de sangue total homogeneizado foram dissolvidos em 18
mL de solucéo salina (NaCl 0,85% e CaCl, 10 nM). Apds, foi centrifugado a 2.500
rpm por 2 min. O sobrenadante foi desprezado, com repeticdo dessa etapa por 3
vezes. Cada poc¢o continha solugéo eritrocitaria a 2% e o composto dissolvido. Foi

adicionado um controle positivo de lise celular com Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Co.,
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St. Louis, MO, USA) a 1% e um controle negativo, células em solucdo salina. Apos
incubacdo por 3 h a 37°C sob agitacdo constante, as microplacas foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 4 min a 4°C, para separacao entre o sobrenadante e o
pellet.

Por fim, o sobrenadante foi removido para outra placa de 96 pocos com
poliestireno e fundo “U” para leitura em espectrofotometro (Benchmark plus, Bio-
Rad®, Califérnia, EUA) a 540 nm para estimar o percentual de hemdélise. Foram
realizados dois experimentos independentes em quadruplicata e utilizacdo do
Certificado de Apresentacédo para Apreciacdo Etica (CAAE): 39858214.2.0000.5208.
Os resultados foram expressos como porcentagem de hemolise determinada através

da equacdo:

Acéo hemolitica (%) = (Abs. do tratado - Abs. do controle negativo) x 100

(Abs. do controle positivo - Abs. do controle negativo)

4.5 Atividade antimicrobiana das riparinas I, Il e 11l

A atividade antimicrobiana das riparinas foi analisada pela técnica de
microdiluicdo em caldo em microplaca de poliestireno (48 pocos). As riparinas I, Il e
Il foram testadas nas seguintes concentracdes: 400 pg/mL a 3,125 pg/mL (CATAO
et al., 2010). Todas as moléculas foram diluidas em solu¢cdo de DMSO para obter
uma solugdo final com concentracdo de DMSO néo toxica as células bacterianas
(1%). Para garantir a estabilidade dos compostos, a solucao inicial foi preparada
durante a montagem dos experimentos com adicédo de controle negativo.

Ap6s 18-24h de incubacdo da concentracdo bacteriana (1,5 x 108 UFC/mL)
em estufa bacterioldgica a 37°C+1, foi determinada a concentracao inibitoria minima
(CIM) das riparinas naturais I, Il e Ill contra as cepas padrao ATCC de S. aureus, K.
pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa. A concentracdo bactericida minima
(CBM) foi validada atraves do semeio das concentragdes em meio de cultura agar
BHI e incubadas por 18-24h a 37°Ct1, com posterior contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC). Em seguida, apenas todos os isolados clinicos MDR

de S. aureus e A. baumannii foram utilizados no estudo devido a susceptibilidade a



50

riparina lIl.

Em paralelo, foram adicionados 20 pL do revelador resazurina (100 pg/mL)
em cada poco da microplaca para analisar a viabilidade celular bacteriana por meio
da colorimetria. No decorrer de 2 h, a presenca da cor azul representa a auséncia do
crescimento de células bacterianas e a cor rosa, resulta na presenca do crescimento
bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

4.6 Formacao de biofilme dos isolados multidroga-resistentes

A quantificacao de biofilme foi observada pela técnica descrita por Stepanovié¢
et al. (2000), com adaptacdes. Todos os isolados clinicos MDR de S. aureus e A.
baumannii susceptiveis a riparina lll foram testados quanto a formacao de biofilme.
Em microplacas (96 pocos) foram adicionados 200 uL das suspensdes bacterianas
(1,5 x 10® UFC/mL) e incubadas por 24h a 37°C+1. Como controle positivo, foi
utilizada a cepa K483 (FREITAS, 2014), padronizada no laboratério para ensaios de
biofilme.

Suspensbes bacterianas foram removidas, seguida por lavagens com 200 uL
de solucédo salina estéril e depdésito das microplacas em temperatura (55-60°C) para
secagem por 40-60 min. Apés este periodo, foi adicionado o cristal violeta por 15
min, seguida por lavagens por imersdo em agua. Nas microplacas secas foram
adicionados 200 uL de etanol (P.A.) por 30 min para fixacdo. Por fim, foi realizada a
leitura da absorbancia em 570 nm (Benchmark plus, Bio-Rad®, Califérnia, EUA).

As amostras foram descritas, baseadas nos critérios de Stepanovi¢ et al.
(2000). O valor das densidades éticas (DO;) de cada isolado foi obtido por média dos
pocos, sendo este valor comparado a densidade 6tica do controle negativo (DOg).
Os isolados foram classificados em quatro categorias, de acordo com a média das
DO; relacionadas aos resultados obtidos para a DO.: ndo aderente (DO; < DO,
fracamente aderente (DO, < DO; < 2x DO.), moderadamente aderente (2 x DO, <
DO; <4 x DO.), ou fortemente aderente (4 x DO < DO)).
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4.7 Atividade antibiofilme da riparina com ag¢ao antimicrobiana

A atividade antibiofilme foi analisada com a riparina Il nos isolados clinicos
MDR de S. aureus e A. baumannii, sendo testado em isolados formadores de
biofilme, com adaptacdo da metodologia descrita por Stepanovic¢ et al. (2000). Foram
selecionados dois isolados clinicos de S. aureus (170 e 184) devido a resisténcia a
oxacilina e ciprofloxacina, além da presenca de genes de viruléncia: icaAD, hlg, tst e
luk (MANGUEIRA, 2016). Os dois isolados clinicos de A. baumannii (54 e 808) foram
selecionados por apresentarem resisténcia a colistina, imipenem e meropenem,
sendo carreadores dos genes de Vviruléncia: csuE, ompA, basC e pilA
(CAVALCANTI, 2017).

O meio de cultura BHI sem a presenca da riparina foi utilizado como controle
negativo. E como controle positivo, a cepa K483. Em microplaca (48 pocgos), foi
adicionado um total de 200 pyL em cada poco (meio de cultura, composto testado e
in6culo ajustado) e 1 cm de cateter estéril. Apdés o periodo de incubacéo
(37°Cx1/24h), este cateter foi retirado, lavado com agua destilada estéril e fixado em
tampéo fosfato 0.1 M para processamento e visualizagcdo em microscopio eletrénico
de varredura JEOL JSM-5600 LV.

Em paralelo, as suspensdes bacterianas foram removidas, lavados com
solucéo salina estéril e secados em 55-60°C por 40-60 min. Apés, foi adicionado o
cristal violeta por 15 min e lavagem por imersdo em &agua. Em seguida, na
microplaca foi adicionado o etanol (P.A.) por 30 min e espectrofotometria a 570 nm
(Benchmark plus, Bio-Rad®, Califérnia, EUA). A média dos valores das densidades
dticas (DO;) de cada isolado foi classificada (STEPANOVIC et al., 2000), a qual foi

comparada a densidade 6tica do controle negativo (DOc).

4.8 Analise das alteracbes ultraestruturais induzidas in vitro por microscopia

eletrbnica de varredura

Foram selecionados dois isolados clinicos MDR e a cepa padrdo ATCC de S.
aureus e A. baumannii susceptivel a riparina lll. Estes foram submetidos a sub-CIMs

por 18h, sendo 25 pg/mL para a cepa padrdao ATCC e os isolados de S. aureus e
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200 pg/mL para a cepa padrao ATCC e isolados clinicos de A. baumannii, com
adicao de controle negativo nas mesmas condi¢cdes sem a presenca dos compostos.

Todos os isolados foram lavados em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4) para
posterior fixacdo em tampéao fosfato 0,1 M e glutaraldeido a 2,5%. A pos-fixacdo foi
realizada em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo fosfato 0,1 M por 90 min. Em
seguida, foram realizadas trés lavagens em tampao fosfato 0,1 M para posterior
desidratacdo, utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e
100% por 10 min cada etapa. Apos a desidratacdo foi realizado o ponto critico para
a substituicdo do etanol por CO,, obtendo-se a secagem do material para montagem
do material seco em stubs metalicos utilizando uma fita dupla face de carbono. Em
seguida, foi realizada a metalizacdo, cobrindo o material por uma fina camada de

ouro, para visualizacdo em microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-5600 LV.

4.9 Analise estatistica

A concentracdo citotoxica foi determinada por analise de regressao linear
utilizando o programa SPSS 18.0 (IBM Co., New York, USA) para Windows. A
andlise de significancia da atividade antibiofime da riparina 1ll, considerando
significativo valores p < 0.05, foi descrita por ANOVA e pés-teste T de Student

usando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, California, USA) para Windows.
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4.10 Fluxograma
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5 RESULTADOS

Artigo submetido a Revista Planta Médica: Atividade antimicrobiana e antibiofilme
das riparinas (I, Il e Ill) e alteracBes ultraestruturais em isolados bacterianos

multidroga-resistentes de espécies de importancia meédica.

Introducéao

Compostos naturais de origem vegetal sdo bastante utilizados pela medicina
alternativa no tratamento de infec¢cbes [ELLER et al., 2015]. Estima-se a existéncia
de 500.000 espécies vegetais no mundo, sendo 20% desta biodiversidade
encontrada no Brasil [FORZZA et al 2010]. Em consequéncia de seu emprego na
terapéutica popular, os compostos vém adquirindo notoriedade, produzindo
farmacos a partir de extratos e sintese de moléculas precursoras [ELLER et al.,
2015; MARMITT et al.,, 2015]. As propriedades quimicas de compostos vegetais
contribuem ao desempenho de suas atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana e
antifangica [MARMITT et al., 2015; ALVES et al., 2016], tornando indispenséavel
analisar a acdo antimicrobiana de compostos vegetais, visto a diminuicdo das
opcOes de tratamento das infeccdes.

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) permanecem como
uma preocupacao mundial envolvendo, principalmente, a identificacdo de espécies
bacterianas multidroga-resistentes (MDR) aos antimicrobianos disponiveis,
compreendendo Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016;
RENNER et al.,, 2017), além de sua capacidade em formar biofilme, levando a
infecgdes persistentes e recorrentes (DI DOMENICO et al., 2017). Isso se torna um
agravante a terapéutica, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo
espectro e a pressao seletiva bacteriana [SHARLAND; SAROEY; BEREZIN, 2015;
SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016], reduzindo a eficacia de antimicrobianos
disponiveis. Adicionalmente, as infeccdes envolvendo biofilmes bacterianos podem
aumentar o periodo de internacdo e a taxa de mortalidade de pacientes, além de
promover elevados custos aos pacientes e ao Governo [KART et al., 2014;
SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; KAYE; GALES; DUBOURG, 2017].
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As riparinas naturais sdo compostos obtidos do fruto verde e calice da Aniba
riparia [BARBOSA-FILHO et al., 1987], predominantemente distribuida em regites
tropicais e subtropicais, como na regido amazbnica do Brasil e popularmente
conhecida como “louro” [BARBOSA et al., 1998]. Possuem amplo espectro de
atividades biologicas descritas, como: antimicrobiana, antiespasmaodico, ansiolitica e
antidepressiva [BARBOSA-FILHO et al., 1987; THOMAS et al., 1994; CATAO et al.,
2005; MELO et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2011].

A atividade antimicrobiana das riparinas naturais I, 1l e lll foi determinada
anteriormente por métodos quantitativos frente cepas padrdo ATCC de S. aureus,
Bacillus cereus, Candida albicans e K. pneumoniae e por método qualitativo em
isolados MDR de S. aureus e Escherichia coli [BARBOSA et al., 1988; CATAO et al.,
2005]. As riparinas |, Il e lll também ja foram avaliadas quanto a acdo na eliminacao
de plasmideos de resisténcia em S. aureus sensivel a meticilina, onde a riparina Il
apresentou potencial de eliminacdo dos plasmideos de resisténcia a penicilina em
61.7% dos isolados. Porém, as riparinas naturais I, Il e Ill ndo foram avaliadas
guanto sua atividade antimicrobiana e antibiofilme, além de possiveis alteracdes
ultraestruturais induzidas in vitro em isolados clinicos MDR e elucidacdo dos
mecanismos de agao das riparinas naturais I, 1l e lll.

Visto a diminuicdo da eficacia dos antimicrobianos disponiveis face a alta
disseminacdo de resisténcia bacteriana, este estudo visa investigar a atividade
antimicrobiana, antibiofilme e citotoxica de riparinas (I, 1l e lll), e analise de
alteracdes ultraestruturais in vitro frente isolados clinicos MDR de S. aureus, K.
pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa, fornecendo contribuicbes para estudos

gue visem o desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas de IRAS.

Resultados

As riparinas |, Il e lll foram testadas quanto a citotoxicidade frente células de
mamifero de linhagem Vero. A riparina Il apresentou a concentragdo citotoxica em
50% das células (CCsp) de 174.3 pug/mL, sendo considerado o composto com menor
toxicidade, seguido pela riparina | (144.1 pg/mL) e riparina Il (142.0 pg/mL). Os
antimicrobianos oxacilina e meropenem exibiram concentragfes citotoxicas

ligeiramente menores comparados as riparinas, 162.9 pg/mL e 182.7 pg/mL,
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respectivamente. A ag¢do hemolitica das riparinas foi verificada em eritrocitos
humanos, as quais se mostraram com baixo percentual hemolitico, variando de
8,61% a 25,99%. Ja os antimicrobianos avaliados apresentaram a hemolise de
17,57% para oxacilina e 10,88% para meropenem (Fig. 1).

A concentracgdo inibitoria e bactericida minima (CIM e CBM) das riparinas |, Il
e lll foi determinada por microdiluicdo em caldo. Na andlise, somente a riparina Il
apresentou atividade antimicrobiana a partir de 50 pg/mL frente cepa padrao ATCC
de S. aureus e em A. baumannii somente na maior concentracao testada (400
pug/mL). Em seguida, a riparina lll foi avaliada apenas em isolados clinicos MDR das
respectivas espécies bacterianas e concentracdes susceptiveis. Este composto
exibiu atividade antimicrobiana em todos os cinco isolados MDR de S. aureus nas
concentracOes testadas, apresentando CIM e CBM de 50 pg/mL. Dos cinco isolados
MDR de A. baumannii, trés foram susceptiveis a riparina Ill apenas na maior
concentracdo testada, apresentando MIC e MBC de 400 ug/mL (Fig. 2).

A atividade antibiofilme da riparina Ill foi determinada apenas em isolados
clinicos MDR e formadores de biofilme susceptiveis a riparina Ill. Inicialmente, todos
os isolados clinicos MDR de S. aureus foram classificados como moderados
formadores de biofilme, enquanto todos os isolados clinicos MDR de A. baumannii
foram descritos como fortes formadores de biofilme. Através da analise das
densidades oOticas dos isolados (DO;) comparadas as densidades oticas dos
controles (DO¢), observou-se que a presenca da riparina Il inibiu significativamente
a formacao do biofilme de todos os isolados de S. aureus avaliados, classificados
posteriormente como fracos formadores de biofiime (DO, < DO; < 2x DO¢). Ja nos
isolados de A. baumannii, a riparina lll induziu a formagéo do biofilme, onde estes
isolados permaneceram como fortes formadores de biofilme (4x DO, < DO)) (Fig. 3).

Através da microscopia eletronica de varredura (MEV) pode-se observar
células-controle de S. aureus e A. baumannii com superficie intacta sem alteracbes
morfologicas. As cepas de S. aureus nao submetidos a riparina Il exibiram
estruturas em cocos agrupados, semelhantes a cachos de uvas, e as cepas de A.
baumannii foram observadas com morfologia de cocobacilos. As células-controle
expostas ao DMSO comprovaram que a concentracdo utilizada do solvente (1%)
nao interferiu na proliferacdo ou estrutura e morfologia bacteriana (Fig. 4A-4B). Em

b

isolados de A. baumannii expostos a riparina Il foi observada uma reducdo do
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namero de células e alteragcbes morfologicas aparentes, como a existéncia de
células alongadas sem visualizacdo do septo bacteriano, além de inimeras células
com aspecto rugoso acentuado na superficie celular (Fig. 4C-4E). Verificou-se uma
alteracdo da morfologia em S. aureus tratada com riparina lll, sendo observadas
células bacterianas com formato de “lagrima”, além de extravasamento de material
citoplasmatico e rompimento celular (lise celular), bem como protuberéncias e

rugosidade acentuada na superficie da parede celular (Fig. 4D-4F).

Discussao

Uma revisao sistematica sobre o potencial antimicrobiano de extratos vegetais
de interesse do Sistema Unico de Satde (SUS) entre 2010 e 2013 encontrou 21.357
artigos citando que séo necessarias discussdes sobre alternativas terapéuticas ao
tratamento convencional de agravos bacterianos [MARMITT et al., 2015].

Ha poucos relatos da acdo antimicrobiana das riparinas I, Il e Ill em espécies
bacterianas. Nossos dados demonstram a atividade antimicrobiana da riparina Ill
frente isolados MDR de S. aureus e A. baumannii. Estudos anteriores descrevem a
atividade antimicrobiana de extratos do calice e frutos verdes da A. riparia em cepas
bacterianas e flungicas [BARBOSA-FILHO et al., 1987; BARBOSA et al., 1988]. O
presente estudo confirma estes dados, no entanto, traz ainda, o primeiro relato sobre
a atividade antimicrobiana da riparina Il frente isolados clinicos MDR de S. aureus
resistentes a oxacilina, ciprofloxacina e portadores de genes de viruléncia (dados
nao publicados), além de isolados clinicos de A. baumannii resistentes a colistina,
meropenem e imipenem.

Dentre as espécies analisadas, S. aureus e A. baumannii foram susceptiveis as
concentracbes testadas da riparina Ill. De acordo com a literatura, as espécies
Gram-positivas sdo mais sensiveis quando submetidas a extratos vegetais,
comparadas as espécies Gram-negativas [FERREIRA et al., 2010], devido a dupla
membrana apresentada pelas bactérias Gram-negativas, a qual é responsavel pela
resisténcia microbiana aos extratos vegetais [FRANCESCATO, 2007; FERREIRA et
al., 2010]. Apesar da maior resisténcia de bactérias Gram-negativas a extratos
vegetais, em nosso estudo foi observado sensibilidade em isolados de A. baumannii

submetidos a riparina 1ll na maior concentracdo testada, incluindo isolados
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portadores de multidroga-resisténcia. Esse resultado assemelha-se aos obtidos por
outros autores que também observaram pouca acdo antimicrobiana da A. riparia
contra agentes bacterianos Gram-negativos [BARBOSA et al., 1988; CATAO et al.,
2005].

A citotoxicidade das riparinas foi determinada pela técnica do MTT em células
da linhagem Vero, a qual é amplamente utilizada para medir a proliferacdo celular e
a citotoxicidade em diferentes linhagens celulares [JO et al., 2015; SASHIDHARA et
al.,, 2015; SILVA et al., 2016]. As riparinas naturais I, Il e Ill apresentaram
concentracfes citotoxicas similares (144.1 pg/mL, 174.3 pg/mL e 142.0 pg/mL)
respectivamente, comparadas aos antimicrobianos de primeira escolha oxacilina
(162.9 pg/mL) e meropenem (182.7 pg/mL). Segundo Bunel et al. [2014], esta
técnica pode ou ndo completar a analise de determinado composto, sendo a
primeira etapa de ensaios in vitro. Em estudos que visam investigar a atividade
biolégica de compostos vegetais, a toxicidade deve ser relacionada as linhagens
celulares in vitro, principalmente observando as concentracdes adequadas e tempos
de incubacédo [BUNEL et al., 2014]. Contudo, caso o composto natural apresente alta
concentracdo citotdxica in vitro, isso ndo garante, necessariamente, resultados
semelhantes in vivo [OLIVEIRA et al., 2017].

Na pesquisa realizada por Yamaguchi & Veiga-Junior [2013] observou-se baixo
percentual de viabilidade celular de Oleos essenciais de folhas e galhos de
Endlicheria citriodorapela (Lauraceae) pela técnica do MTT comparado ao controle,
variando entre 72,6% e 109,8%, além de baixa atividade hemolitica (1,22 - 625
ug/mL). Em nossa analise, o percentual de viabilidade celular na presenca das
riparinas variou entre 36,44% a 76,08%, onde nao atingiram 50% de citotoxicidade.
O baixo percentual hemolitico das riparinas sugere que estas ndo causam danos as
membranas dos eritrécitos humanos. A estabilidade da membrana eritrocitaria é
referéncia para observar a auséncia de danos provocados por compostos em
triagens de citotoxicidade [SHARMA; SHARMA, 2001]. Isso indica que analises
devem ser realizadas com riparina lll, jA que exibe baixo percentual hemolitico em
eritrocitos humanos nas concentracdes testadas.

Os isolados clinicos MDR de S. aureus e A. baumannii avaliados neste estudo
sdo moderados e fortes formadores de biofilme, respectivamente. A formacéo de

biofilme torna-se extremamente relevante as diversas espécies bacterianas por
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assegurar sua sobrevivéncia em condicdes ambientais hostis, na presenca de
antimicrobianos e na acao de fagoécitos [ERIKSSON et al., 2017]. Devido a pouca
disponibilidade de antimicrobianos eficazes para erradicar ou minimizar infeccdes
por isolados com alto potencial de viruléncia, € necessario desenvolver uma
alternativa para combater este mecanismo [CIOFU et al.,, 2015; RYBTKE et al.,
2015]. Nao ha estudos anteriores sobre a andlise da atividade antibiofilme das
riparinas 1, 1l ou lll, sendo este o primeiro relato da interferéncia da riparina Il na
formacéo de biofilme de S. aureus.

A MEV tem sido utilizada na observacao da atuacéo extracelular de agentes
fagocitarios, antimicrobianos e compostos vegetais em isolados bacterianos [LAI et
al., 2011; SILVA et al., 2013; VERAS et al., 2015]. Entretanto, nenhuma pesquisa
anterior descreveu as possiveis alteracbes morfolégicas em S. aureus e A.
baumannii submetidas a riparina Ill. Neste estudo, foram observadas alteracdes
morfolégicas nas espécies bacterianas expostas por 18h a riparina Ill similares a
estudos que descrevem a acdo de antimicrobianos em espécies bacterianas, como
descritas por Monson et al. [2010], Siqueira et al. [2014] e Veras et al. [2015]. Isso
pode indicar que a riparina Ill possui o sitio de acdo semelhante aos descritos em
estudos com antimicrobianos disponiveis frente espécies bacterianas.

Zajmi et al. [2015] compararam as alteragfes ultraestruturais de S. aureus
tratados com estreptomicina (composto sintético) e artonina E (composto natural). As
micrografias de MEV apresentaram diversos danos na parede celular bacteriana,
incluindo ruptura celular parcial e total, além da deteccdo de materiais filamentosos
extracelulares. Outro estudo analisou as alteracfes ultraestruturais causadas por
polimixina B e meropenem e a associacdo entre polimixina B e meropenem em dois
isolados MDR de K. pneumoniae carreadores de gene blakpc., [SCAVUZZI et al.,
2016]. Os autores relatam uma significativa reducdo no numero de células
bacterianas, além de diversas modificacdes morfologicas, incluindo formas ovais e
esféricas, bem como formas aberrantes ou indefinidas e alongamento celular, e de
perda de material citoplasmatico confirmado por microscopia eletrénica transmisséao.
Estes dados se assemelham aos descritos em nosso estudo, no qual foram
verificadas alteracdes morfolégicas, como alongamento celular, aspecto rugoso,
formato de “lagrima”, rompimento celular (lise celular), protuberancias na superficie

celular, bem como reducéo significativa nas células bacterianas.
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A partir do desenvolvimento deste estudo entende-se que compostos vegetais
devem ser analisados criteriosamente quanto sua atuacdo em espécies bacterianas
MDR, face a alta disseminacao de resisténcia bacteriana. Assim, percebeu-se que a
riparina Ill apresenta atividade antimicrobiana frente isolados clinicos carreadores de
genes de resisténcia e viruléncia, além de promover diversas alteracbes
morfoldgicas e possuir potencial de inibicdo da formacgéo de biofiime em isolados de
S. aureus, indicando possiveis andlises de novas opcoes terapéuticas das IRAS

envolvidos S. aureus.

Materiais e métodos

Obtencao das riparinas naturais I, Il e 11l

As riparinas naturais I, Il e Ill foram obtidas do fruto verde e célice da Aniba riparia,
pertencente a familia Lauraceae, segundo a metodologia estabelecida no
Departamento de Bioquimica e Farmacologia da Universidade Federal do
Piaui/UFPI.

Cepas padréo ATCC e isolados clinicos

As riparinas |, 1l e lll foram testadas frente cepas padrdo ATCC de Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Acinetobacter
baumannii (ATCC 19606) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Cinco
isolados clinicos MDR de S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa
foram obtidos de dois hospitais publicos do Recife/PE por demanda espontanea e
vigilancia entre 2013 e 2014, sem contato com pacientes ou prontuarios médicos,
descritos na figura 5. A identificacdo bacteriana e a determinacdo do perfil de
resisténcia aos antimicrobianos obtidos pelo sistema automatizado VITEK 2
(Biomérieux) foram fornecidos pelos hospitais-fonte. Os isolados bacterianos estéo
estocados em glicerol a 20% em temperatura de -80°C na bacterioteca do
Laboratério de Biologia Celular e Molecular, Departamento de Parasitologia no
Instituto Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ/PE. No estudo foram incluidos cinco isolados
clinicos MDR sem relagéo clonal de S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii e P.

aeruginosa.
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Ensaio do MTT

O teste de citotoxicidade das riparinas naturais (I, 1l e Ill) e dos antimicrobianos
(oxacilina e meropenem) foi realizado em células de mamiferos da linhagem Vero
através da técnica do sal do tetrazdlio - MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), descrita por Mosmann (1983). As células (1 x 10°
células/mL) foram adicionadas em microplacas de 96 pocos contendo RPMI com
vermelho de fenol suplementado com 10% de soro fetal bovino. Em seguida, as
células foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C, sendo posteriormente
tratadas com riparinas I, Il e Ill em diferentes concentracdes (400 pg/mL a 3,125
ng/mL) por 24h [CATAO et al., 2010]. Em seguida, foram adicionados 10 pL de MTT
(5 mg/mL) por 3h a 37°C. Cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e sua
absorbancia foi medida a 540 nm em espectrofotometro (Benchmark plus - Bio-
Rad®, Califérnia, EUA). Cada ensaio foi realizado em quadruplicata em dois

experimentos independentes.

Teste de hemolise

A acdo hemolitica (CAAE: 39858214.2.0000.5208) foi descrita por Becerra et al.
[2012] nas concentracbes das riparinas: 400 pg/mL a 3,125 pg/mL [CATAO et al.,
2010], e realizada em dois experimentos independentes em quadruplicata. As
riparinas naturais (I, Il e Ill) e os antimicrobianos (oxacilina e meropenem) foram
solubilizadas em DMSO e diluidas em solucao salina (NaCl 0,85% e CaCl, 10 nM)
em microplacas de 96 pocos. Paralelamente, 2 mL de sangue total homogeneizado
foram dissolvidos em solucdo salina e centrifugado a 2.500 rpm por 2 min. Apos
incubacdo por 3 h a 37°C sob agitacdo constante, as microplacas foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 4 min a 4°C. O sobrenadante foi removido para outra
microplaca para leitura de absorbancia em espectrofotometro a 540 nm para estimar
o percentual de hemdlise através da equacgdo: % = (Absorbancia do tratado -
Absorbancia do controle negativo) x 100/ (Absorbancia do controle positivo -

Absorbéncia do controle negativo).

Concentracgdo inibitéria minima e concentracao bactericida minima
Inicialmente as riparinas naturais |, Il e Ill foram testadas frente cepas padrédo ATCC

de S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa. Em seguida, a
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concentracdo bacteriana (1,5 x 10® UFC/mL) dos isolados clinicos MDR das
espécies susceptiveis foram submetidos a presenca do composto avaliado. As
riparinas foram diluidas em DMSO para realizacdo da técnica de microdiluicdo em
caldo nas concentracées: 400 pg/mL a 3.125 pg/mL [CATAO et al., 2010], adaptado
dos padrbes estabelecidos pelo CLSI [2017]. ApOs incubacdo por 18-14h a 37°C+1
as concentracbes que apresentaram atividade antimicrobiana foram semeadas em
agar BHI e incubadas por 18-24h a 37°Ctl para realizada da contagem das
unidades formadoras de colbénias (UFC), seguida pela anélise de teste colorimétrico
com adicéo de 20 L de resazurina [PALOMINO et al., 2002].

Formacéo de biofilme

A analise da formacéao do biofilme foi adaptada da técnica descrita por Stepanovic et
al. [2000]. Todos os isolados susceptiveis as riparinas foram testados quanto a
formacdo de biofilme. Em microplacas (96 pocos) foram adicionados 200 yL das
suspensdes bacterianas e incubadas por 24h a 37°Ctl. Suspensfes foram
removidas, seguida por lavagens com salina estéril (200 pL) e secagem. Em
seguida, foi adicionado o cristal violeta por 15 min e lavagens com &agua. Nas
microplacas secas foram adicionados 200 uL de etanol (P.A.) por 30 min e leitura da
absorbancia em 570 nm (Benchmark plus, Bio-Rad®, Califérnia, EUA). Os isolados
foram classificados em: n&o aderente (DO, < DO, fracamente aderente (DO, < DO; <
2x DO¢), moderadamente aderente (2 x DO, < DO; < 4 x DO.), ou fortemente
aderente (4 x DO < DO)).

Atividade antibiofilme

A técnica de atividade antibiofilme foi descrita por Stepanovi¢ et al. [2000], com
adaptacdes. Apenas 0 composto com atividade antimicrobiana em isolados clinicos
MDR foi testado em isolados formadores de biofilme. Os dois isolados de S. aureus
(170 e 184) foram selecionados devido a resisténcia a oxacilina, ciprofloxacina e a
presenca de genes de viruléncia: icaAD, hlg, tst e luk (dados ndo publicados). Os
dois isolados clinicos de A. baumannii (54 e 808) incluidos apresentam resisténcia a
colistina, imipenem e meropenem, sendo carreadores dos genes de viruléncia: csuE,
ompA, basC e pilA (dados ndo publicados). Em microplaca (96 pocos), foi

adicionado 1 cm de cateter estéril embebido por 200 yL da solucdo: meio de cultura,
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riparina Il e in6culo ajustado. Apds o periodo de incubacgéo (37°C+1/24h), o cateter
foi retirado, lavado com tampao fosfato 0,1M e fixado. Em paralelo, as suspensdes
bacterianas foram removidas das microplacas, lavadas com solucdo salina estéril e
secadas em 55-60°C por 40-60 min. Em seguida, foi adicionado o cristal violeta por
15 min e lavagem por imersdo em agua. Logo, na microplaca foi adicionado o etanol
(P.A.) por 30 min e leitura em espectrofotometria a 570 nm (Benchmark plus, Bio-
Rad®, Califérnia, EUA). A média dos valores das densidades 6ticas (DO;) de cada
isolado foi classificada [STEPANOVIC et al., 2000], & qual foi comparada a

densidade 6tica do controle negativo (DOCc).

Microscopia eletrdnica de varredura

Foram selecionados dois isolados clinicos MDR de cada espécie susceptivel ao
composto com atividade antimicrobiana frente os isolados clinicos. Estes foram
submetidos a sub-CIMs por 18h, sendo 25 ug/mL para os isolados de S. aureus e
200 pg/mL para A. baumannii. Todos os isolados foram lavados em tampéao fosfato
0,1 M (pH, 7,4) para posterior fixacdo em tampéo fosfato 0,1 M e glutaraldeido a
2,5%. A pos-fixagdo foi realizada em tetroxido de 6smio a 1% em tampéao fosfato 0,1
M por 90 min. Em seguida, foram lavados em tampéo fosfato 0,1 M para posterior
desidratacdo com etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) por 10 min cada etapa. Apos foi
realizado o ponto critico e posterior montagem em stubs metalicos utilizando uma
fita dupla face de carbono [VERAS et al., 2015]. Em seguida, foi realizada a
metalizacdo com uma fina camada de ouro para visualizagdo em microscopio
eletronico de varredura JEOL JSM-5600 LV.

Analise estatistica

A concentragdo citotoxica foi determinada por analise de regresséo linear utilizando
o programa SPSS 18.0 (IBM Co., New York, USA) para Windows. A analise de
significancia da atividade antibiofilme da riparina Ill, considerando significativo
valores p < 0.05, foi descrita por ANOVA e pos-teste T de Student usando o

programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, California, USA) para Windows.
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Legendas para figuras

Fig. 1 Investigacdo da concentracdo citotoxica em células de linhagem Vero e
percentual hemolitico em eritrocitos humanos de riparinas (I, Il e 1) e

antimicrobianos disponiveis.

Fig. 2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima e concentracao bactericida
minima da riparina lll frente cepas padrdo ATCC e isolados clinicos multidroga-
resistentes de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa obtidos de dois hospitais publicos do
Recife/PE.

Fig. 3 Valores das densidades oticas (DO) de biofimes de isolados MDR de
Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii expostos a riparina Ill. Para a
andlise de significancia, foi utilizado ANOVA e pos-teste T de Student. Os valores **

diferem significativamente entre as condi¢cdes experimentais (p < 0,05).

Fig. 4 Eletromicrografia das alteracbes ultraestruturais induzidas pela acédo da
riparina 11l em isolados clinicos multidroga-resistentes de Staphylococcus aureus e

Acinetobacter baumannii por microscopia eletronica de varredura.

Fig. 5 Caracterizacao e perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados clinicos

multidroga-resistentes obtidos de dois hospitais publicos do Recife/PE.



Fig. 1

Citotoxicidade

Composto

CCs (Hg/mL) % hemolitico
Riparina | 144,1+4,24 9,01+1,92
Riparina Il 174,3+9,08 8,61+3,89
Riparina Ill 142,0+21,7 25,99+1,37
OXA 162,9+14,7 17,57+5,97
MPM 182,7+14,7 10,88+2,67

Legenda: CCsy, Concentracdo citotoxica em 50% das células; OXA, Oxacilina;
MPM, Meropenem.
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Fig. 2
Riparina lll
S. aureus A. baumannii
Isolados CIM CBM Isolados CIM CBM
170 50 pg/mL 54 400 pg/mL
186 50 pg/mL 379 400 pg/mL
382 50 pg/mL 570 ]
454 50 pg/mL 808 400 pg/mL
ATCC 50 pg/mL ATCC 400 pg/mL

Legenda: -, sem atividade antimicrobiana; CIM, Concentracéo Inibitéria Minima; CBM, Concentracdo

Bactericida Minima.



Fig. 3
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Legenda: DO(nm), densidade 6tica (nandémetros); CP, controle positivo com auséncia de
riparina lll; Ab, Acinetobacter baumannii; Sa, Staphylococcus aureus. ** (p < 0.05).
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Fig. 4

JSM-56068

1SkU X4, 088  Swum 18,808  lrm

15kV X144, 8 10m

A. Células-controle de A. baumannii tratadas com DMSO; B. Células-controle de S. aureus
tratadas com DMSO; C. A. baumannii apds exposicdo & riparina Ill (200pg.mL™) por 18h -
asterisco indica alongamento celular e auséncia de formag&o do septo, sendo verificada reducéo
do nimero de células bacterianas; D. S. aureus ap6s exposicao a riparina Il (25ug.mL™) por 18h
- seta indica extravasamento citoplasmatico devido a ruptura celular, além de células com
morfologias indefinidas; E. A. baumannii submetido a riparina l| (200ug.mL'l) por 18h - sdo
observadas diversas células bacterianas com aspecto rugoso acentuado na parede celular e
morfologia indefinida; F. S. aureus tratado com riparina llI (25pg.mL'1) por 18h - setas
demonstram desfragmentacao na superficie celular e protuberéncias, além de aspecto rugoso e

morfologia incomum & espécie.
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Fig. 5

ESPECIES AMOSTRAS

BACTERIANAS  SOLADOS L OEl A HOSPITAIS SETORES RESISTENCIA
A baumannii 54 A UTI AMI, AMP, CAZ, CIP, COL, CPM, CRO,
Ponta de cateter GEN, IPM, MPM
A. baumannii 113 Les&o Pé Direito B ENF CAZ, CIP, CPM, CTX, IPM, MPM, PPT
A. baumannii 379 Liquor/Abdome A UTI AMI, CPM, CAZ, CRO, CIP, GEN, IPM, MPM
A baumannil 570 A UTI AMP, CAZ, CFX, CFX/A, CIP, CPM, CRO,
Hemocultura GEN, IPM, MPM
A baumannil 808 Liauor B UTI AMP, CAZ, CIP, CPM, CRO, CRX, CRXI/A,
q GEN, IPM, MPM
S. aureus 170 Hemocultura A ENF CIP, CLI, ERI, MOX, NOR, OXA, PEN
S. aureus 184 Secrecao Fistula Perna B AMB CIP, CLI, ERI, GEN, MOX, NOR, OXA, PEN,
Esquerda RIF, TRI
S. aureus 186 Fragmento de 0sso A ENF CIP, CLI, ERI, OXA, PEN
S. aureus 382 Ponta de cateter B ENF CIP, CLI, ERI, MOX, NOR, OXA, PEN
S. aureus 454 Ferida operatéria B ENF CIP, CLI, ERI, MOR, NOR, OXA
K. pneumoniae 94 Sangue A ENE AMC, AMP, CAZ, CIP, CPM, CTN, CTX,
ERT, LEV, PPT, TMP-SMX,
K. pneumoniae 265 Urina A UTI AMI, AMP, ASB, CAZ, CIP, CPM, CRO,
CRX/A, CTX, ERT, GEN, IMP, MER
K. pneumoniae 483 B ENE AMP, ASB, AZT, CAZ, CIP, CPM, CTN, CTX,
p Swab nasal ERT, IMP, PPT
K. pneumoniae 652 Swab retal B ENE AMP, ASB, AZT, CAZ, CPM, CTN, CTX,

CRO, ERT, GEN, IMP, MPM, PPT



AMP, ASB, AZT, CFO, CTN, CPM, CRO,

K. pneumoniae 952 B UTI
P Swab nasal CTX, CIP, ERT, GEN, IMP, PPT
P. aeruginosa 14 SEecregao A UTI AMI, CAZ, CIP, CRO, GEN, IPM, MPM,
traqueobrdénquica
P. aeruginosa 23 Secrecao do brago A ENE AMI, AZT, CAZ, C|Png, GEN, IPM, MPM,
PPT

P. aeruginosa 611 Fragmento 6sseo A ENF CAZ, CIP, CPM, CRO, GEN, IPM, MPM
P. aeruginosa 682 Urina A ENF AMI, CAZ, CIP, CPM, CRO, GEN, IPM, MPM

Legenda: A, hospital 1; B, hospital 2; AMB, Ambulatério; ENF, Enfermaria; UTI, Unidade de Terapia Intensiva; AMI, Amicacina; AMP, Ampicilina;
AZT, Aztreonam; ASB, Ampicilina/Sulbactam; CAZ, Ceftazidima; CIP, Ciprofloxacina; COL, Colistina; CPM, Cefepime; CRO, Ceftriaxona; CRX,
Cefuroxima; CRX/A, Cefuroxima/Axetil; CTN, Cefalotina; CTX, Cefotaxima; GEN, Gentamicina; IPM, Imipenem; MPM, Meropenem; PEN,
Benzilpenicilina; PPT, Piperacilina/Tazobactam; TMP-SMX, Trimetropim/Sulfametoxazol.
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6 CONCLUSOES

A concentracdo citotoxica das riparinas naturais I, 1l e lll em células Vero
apresentou bastante similaridade aos antimicrobianos testados (oxacilina e
meropenem), bem como exibiram baixo percentual hemolitico em eritrocitos
humanos comparados aos antimicrobianos avaliados. Foi possivel determinar a
atividade antimicrobiana da riparina Il frente cepas padrédo ATCC e isolados clinicos
MDR de S. aureus e A. baumannii.

A riparina 1ll ainda apresentou uma significativa atividade antibiofilme em
isolados clinicos MDR de S. aureus, bem como modificacdes ultraestruturais
induzidas in vitro em isolados clinicos MDR de S. aureus e A. baumannii.

Dessa forma, percebe-se a necessidade de incentivar estudos de compostos
naturais, quanto a atividade antimicrobiana e antibiofiime, face a frequente
disseminagédo resisténcia bacteriana, o que determina a diminuicdo de opc¢des
terapéuticas para tratamento de IRAS. Logo, a riparina Il pode ser considerada um
composto natural promissor diante das caracteristicas antimicrobianas apresentadas
frente isolados clinicos MDR e formadores de biofilme de S. aureus e A. baumannii,
promovendo subsidios para andlises do desenvolvimento de novas opcoes

terapéuticas de IRAS.
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APENDICE A

Article submitted to Planta Médica.
Title: Antimicrobial and antibiofilm activity of riparins (I, Il and IIl) and ultrastructural

changes in multidrug-resistant bacterial isolates of species of medical importance.

Introduction

Natural compounds of plant origin are usually used by alternative medicine in
the treatment of infections [ELLER et al., 2015]. It is estimated 500,000 plant species
in worldwide, while 20% are found in Brazil [FORZZA et al 2010]. As a result of its
use in popular therapy, the compounds acquired notoriety producing drugs from
extracts and synthesis of precursor molecules [ELLER et al., 2015; MARMITT et al.,
2015]. Chemical properties of plant compounds contribute to the performance of their
biological activities, including antibacterial and antifungal [MARMITT et al., 2015;
ALVES et al., 2016], making it essential to analyze the antimicrobial action of plant
compounds, due to the decrease of treatment options of infections.

Healthcare-associated infections (HAI's) remain as a worldwide concern,
mainly in the identification of multidrug-resistant (MDR) bacterial species to available
antimicrobials, including Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter  baumannii and  Pseudomonas  aeruginosa  (SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016; RENNER et al.,, 2017), besides to their ability to form
biofilm, leading to persistent and recurrent infections (DI DOMENICO et al., 2017).
This becomes an aggravating factor in therapeutic, due to the indiscriminate use of
broad-spectrum antimicrobials and bacterial selective pressure [SHARLAND,;
SAROEY; BEREZIN, 2015; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016], reducing the
efficacy of available antimicrobials. In addition, infections involving bacterial biofilms
can increase hospitalization time and patient mortality rates, as well as high costs to
patient and government [KART et al., 2014; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016;
KAYE; GALES; DUBOURG, 2017].

Natural riparins are compounds obtained from green fruit and calyx of Aniba
riparia [BARBOSA-FILHO et al.,, 1987], predominantly distributed in tropical and
subtropical regions, as in the Amazon region of Brazil and popularly known as "louro"

[BARBOSA et al., 1998]. They have a broad-spectrum of biological activities such as:
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antimicrobial, antispasmodic, anxiolytic, and antidepressant [BARBOSA-FILHO et al.,
1987; THOMAS et al., 1994; CATAO et al., 2005; MELO et al., 2006; TEIXEIRA et
al., 2011].

Antimicrobial activity of natural riparins I, Il and Il was previously determined
by quantitative methods against ATCC strains S. aureus, Bacillus cereus, Candida
albicans and K. pneumoniae, and qualitative method in S. aureus and Escherichia
coli MDR strains [BARBOSA et al., 1988; CATAO et al., 2005]. Riparins I, Il and I
have also been evaluated in the elimination of resistance plasmids in methicillin-
sensitive S. aureus, where riparin Il showed a potential for elimination of penicillin
resistance plasmids in 61.7% of the isolates. However, natural riparins I, Il and Il
were not evaluated for their antimicrobial activity and antibiofilm, and possible
ultrastructural changes induced in vitro in MDR clinical isolates, as well as elucidation
of the mechanisms of action of natural riparins I, 1l and IlI.

The decreased of the efficiency of available antimicrobials occurs because of
the high spread of bacterial resistance. Then, the aim of this study was to investigate
the antimicrobial, antibiofilm and cytotoxic activity of riparins (I, Il and IIl), and
analysis of ultrastructural changes in vitro against S. aureus, K. pneumoniae, A.
baumannii and P. aeruginosa MDR clinical isolates, contributing to studies of the

development of new therapeutic options for HAI’s.
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Results

Riparins I, 1l and Il were tested for cytotoxicity against Vero cells line. Riparin
Il showed the cytotoxic concentration in 50% of cells (CCsy) of 174.3 ug/mL,
considered the compound with lower toxicity, followed by riparin | (144.1 ug/mL) and
riparin 111 (142.0 uyg/mL). Oxacillin and meropenem exhibited slightly less cytotoxic
concentrations compared to riparins, 162.9 yg/mL and 182.7 ug/mL, respectively.
Hemolytic action of riparins was verified in human erythrocytes, which were shown
low hemolytic percentage, ranging from 8.61% to 25.99%. Antimicrobial agents
evaluated showed hemolysis of 17.57% for oxacillin and 10.88% for meropenem
(Fig. 1).

Minimum inhibitory (MIC) and bactericidal concentration (MBC) of riparins I, II
and Il were determined by broth microdilution. In the analysis, only riparin Il showed
antimicrobial activity of 50 yg/mL in S. aureus ATCC and A. baumannii ATCC only at
the highest concentration tested (400 ug/mL). Then, riparin Ill was evaluated only in
MDR clinical isolates of the respective bacterial species and susceptible
concentrations. This compound exhibited antimicrobial activity in all five S. aureus
MDR isolates at concentrations tested, with MIC and MBC of 50 ug/mL. Of the five A.
baumannii MDR isolates, three were susceptible to riparin Ill only at the highest
concentration tested with MIC and MBC of 400 pg/mL (Fig. 2).

Antibiofilm activity of riparin Ill was determined only in MDR clinical isolates
and biofilm formers susceptible to riparin Ill. At first, all MDR clinical isolates of S.
aureus were classified as moderate biofilm formers, while all MDR clinical isolates of
A. baumannii were described as strong biofilm formers. Through analysis of optical
density of the isolates (ODi) compared to the optical density of the controls (ODc), it
was observed that the presence of riparin Il significantly inhibited the biofilm
formation of all S. aureus isolates evaluated, later classified as weak biofilm formers
(ODc <ODx = 2x ODc). In A. baumannii isolates, riparin Il induced biofilm formation,
where these isolates remained as strong biofilm formers (4x ODc <ODi) (Fig. 3).

Scanning electron microscopy (SEM) shows control cells of S. aureus and A.
baumannii with intact surface without morphological changes. S. aureus strains not-
submitted to riparin Il showed structures in grapelike clusters of cells, and A.
baumannii strains were observed with coccobacillus morphology. Control cells

exposed to DMSO showed that the concentration of the solvent used (1%) did not
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interfere in the proliferation or structure and bacterial morphology (Fig. 4A-4B). A.
baumannii isolates exposed to riparin Il was observed a reduction in the number of
cells and apparent morphological changes, such as existence of elongated cells
without visualization of the bacterial septum, besides numerous cells with a rugged
appearance on the cell surface (Fig. 4C-4E). There was a morphology change in S.
aureus treated with riparin Ill, with tear-shaped bacterial cells, as well as cytoplasmic
material extravasation and cellular disruption (cell lysis), and protuberances and

sharp roughness on the surface of the cell wall (Fig. 4D-4F).
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Discussion

A systematic review on the antimicrobial potential of plant extracts of interest of
the Sistema Unico de Saude (SUS) between 2010-2013 found 21,357 articles citing
that discussions on therapeutic alternatives to the conventional treatment of bacterial
diseases are necessary [MARMITT et al., 2015].

There are few reports of the antimicrobial action of riparins 1, 1l and Ill in
bacterial species. Our data demonstrate the antimicrobial activity of riparin Il against
S. aureus and A. baumannii MDR isolates. Previous studies have described the
antimicrobial activity of calyx and green fruits extracts of A. riparia in bacterial and
fungal strains [BARBOSA-FILHO et al., 1987; BARBOSA et al., 1988]. The present
study confirms these data, however, it also presents the first report on the
antimicrobial activity of riparin 11l against of S. aureus MDR clinical isolates, resistant
to methicillin and ciprofloxacin, and carriers of virulence genes (unpublished data),
besides A. baumannii clinical isolates resistant to colistin, meropenem and imipenem.

Among species analyzed, S. aureus and A. baumannii were susceptible to the
tested concentrations of riparin Ill. According to the literature, Gram-positive species
are more sensitivity when submitted to plant extracts, compared to Gram-negative
species [FERREIRA et al., 2010], due to double membrane presented in Gram-
negative bacteria, which is responsible for the microbial resistance to the plant
extracts [FRANCESCATO, 2007; FERREIRA et al., 2010]. Despite the resistance of
Gram-negative bacteria to plant extracts, in our study, sensitivity was observed in
isolates of A. baumannii submitted to riparin Ill in the higher concentration tested,
including multidrug-resistance isolates. This result is similar to those obtained by
other authors who also observed little antimicrobial action of A. riparia against Gram-
negative bacterial agents [BARBOSA et al., 1988; CATAO et al., 2005].

Cytotoxicity of riparins was determined by MTT assay in Vero cells, which that
is widely used to measure cell proliferation and cytotoxicity in different cell lines [JO
et al., 2015; SASHIDHARA et al., 2015; SILVA et al., 2016]. Compared to oxacillin
(162.9 pg/mL) and meropenem (182.7 pg/mL), the natural riparins I, Il and IlI
presented similar cytotoxic concentrations (144.1 ug/mL, 174.3 pg/mL and 142.0
ug/mL, respectively). According to Bunel et al. [2014], this technique may or may not
to complete the analysis of certain compound, being the first step of in vitro assays.

In studies investigating the biological activity of plant compounds, toxicity should be
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related to cell lines in vitro, especially observing the appropriate concentrations and
incubation times [BUNEL et al., 2014]. However, if the natural compound exhibits
high cytotoxic concentration in vitro, it does not necessarily ensures similar results in
vivo [OLIVEIRA et al., 2017].

In the research performed by Yamaguchi & Veiga-Junior [2013], it was
observed a low percentage of cell viability of essential oils of leaves and branches of
Endlicheria citriodorapela (Lauraceae) by MTT assay compared to control, ranging
from 72,6% to 109,8%, in addition to low hemolytic activity (1,22 - 625 pyg/mL). In our
analysis, the percentage of cell viability in the presence of riparins ranged from
36,44% to 76,08%, where they did not reach 50% of cytotoxicity. The low hemolytic
percentage of riparins suggests that these do not cause damage to the membranes
of human erythrocytes. The stability of the erythrocyte membrane is reference for
observe the absence of damage caused by compounds in cytotoxicity screens
[SHARMA; SHARMA, 2001]. This indicates that analyzes should be performed with
riparin 1ll, since it exhibits low hemolytic percentage in human erythrocytes at the
concentrations tested.

MDR clinical isolates of S. aureus and A. baumannii evaluated in this study
are moderate and strong biofilm formers, respectively. Biofilm formation becomes
extremely relevant to different bacterial species to ensure their survival in hostile
environmental conditions in the presence of antimicrobial and phagocytic action
[ERIKSSON et al., 2017]. Due to the low availability of effective antimicrobials to
eradicate or minimize infections by isolates with high virulence potential, it is
necessary to develop an alternative to combat this mechanism [CIOFU et al., 2015;
RYBTKE et al., 2015]. There are no previous studies on the analysis of antibiofilm
activity of riparins I, Il or Ill, being this the first report of the interference of riparin Il in
biofilm formation of S. aureus.

SEM has been used to observe the extracellular activity of phagocytic agents,
antimicrobials and plant compounds in bacterial isolates [LAI et al., 2011; SILVA et
al., 2013; VERAS et al., 2015]. However, no previous research has described
possible morphological changes in S. aureus and A. baumannii submitted to riparin
lll. In this study, morphological changes were observed in bacterial species exposed
for 18h to riparin 1ll similar to studies describing the action of antimicrobials in

bacterial species, as described by Monson et al. [2010], Siqueira et al. [2014] e
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Veras et al. [2015]. This may indicate that riparin Ill has the site of action similar to
those described in studies with antimicrobials available against bacterial species.

Zajmi et al. [2015] compared the ultrastructural changes of S. aureus treated
with streptomycin (synthetic compound) and artonin E (natural compound). SEM
micrographs showed several damages in bacterial cell wall, including partial and total
cellular rupture, besides the detection of extracellular filamentous materials. Another
study analyzed the ultrastructural changes caused for polymixin B and meropenem
and the association between polymyxin B and meropenem in two MDR isolates of K.
pneumoniae carriers of blakpc2 gene [SCAVUZZI et al.,, 2016]. Authors report a
significant reduction in number of bacterial cells, in addition to several morphological
changes, including oval and spherical forms, aberrant or indefinite forms, cell
elongating, and loss of cytoplasmic material confirmed by transmission electron
microscopy. These data are similar to those described in our study, where
morphological changes were observed, such as cell elongating, roughness, tear-
shape, cell disruption (cell lysis), cell surface protuberances, and significant reduction
in bacterial cells.

From the development of this study it is understood that plant compounds
should be carefully analyzed as to their performance in MDR bacterial species, due
to high dissemination of resistance bacterial. Thus, it was observed that riparin Ill
presents antimicrobial activity against clinical isolates carriers of resistance and
virulence genes, besides promoting several morphological changes and possessing
potential of inhibition of biofilm formation in S. aureus isolates, indicating possible

analyzes of new therapeutic options of HAI's involved S. aureus.
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Materials and methods

Natural riparins I, Il and 11l

Natural riparins I, Il and Ill were obtained from the green fruit and calyx of Aniba
riparia, belonging to the family Lauraceae, according to the methodology established
in the Department of Biochemistry and Pharmacology of Universidade Federal do
Piaui/UFPI.

ATCC strains and clinical isolates

Riparins I, 1l and Il were tested against Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) strains. Five MDR clinical isolates from S.
aureus, K. pneumoniae, A. baumannii and P. aeruginosa were obtained from two
public hospitals in Recife/PE by spontaneous demand and surveillance between
2013 and 2014, without contact with patients or medical records, described in figure
5. Bacterial identification and determination of antimicrobial resistance profile
obtained by automated system VITEK-2 (Biomerieux) was provided by hospitals
source. Bacterial isolates were stored in 20% glycerol at temperature of -80°C in
bacterioteca of Laboratério de Biologia Celular e Molecular, Departamento de
Parasitologia no Instituto Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ/PE. Five non-clonal MDR
clinical isolates of S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii and P. aeruginosa were

included in the study.

MTT assay

Cytotoxicity of natural riparins (I, 1l and Ill) and antimicrobials (oxacillin and
meropenem) was evaluated on Vero cells line through tetrazolium salt assay (3- (4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), described by Mosmann
(1983). Cells (1 x 10° cells/mL) were added RPMI with phenol red supplemented with
10% fetal bovine serum in 96-well microplates. Cells were incubated in atmosphere
of 5% CO, at 37°C, and treated with riparins I, Il and Il at concentrations different
(400 pg/mL to 3,125 pg/mL) for 24h [CATAO et al., 2010]. Then, 10 pL of MTT (5
mg/mL) was added for 3h at 37°C. Formazan crystals were solubilized in DMSO and

their absorbance was measured at 540 nm in spectrophotometer (Benchmark plus -
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Bio-Rad®, California, USA). Each assay was performed in quadruplicate in two

independent experiments.

Hemolysis test

Hemolytic activity (CAAE: 39858214.2.0000.5208) was described by Becerra et al.
[2012] at riparin concentrations: 400 pg/mL to 3,125 pg/mL [CATAO et al., 2010] and
evaluated in two independent experiments in quadruplicate. Natural riparins (I, Il and
[l) and antimicrobials (oxacillin and meropenem) were solubilized in DMSO and
diluted in saline solution (0.85% NaCl and 10 nM CacCl,) in 96-well microplates.
Similarly, 2 mL of homogenized blood were dissolved in saline solution and
centrifuged at 2,500 rpm for 2 min. After incubation for 3h at 37°C under constant
agitation, microplates were centrifuged at 3,500 rpm for 4 min at 4°C. Supernatant
was removed to another microplate to read absorbance in spectrophotometer at 540
nm to estimate the percentage of hemolysis by the equation: % = (Absorbance of the
treated - Absorbance of the negative control) x 100 / (Absorbance of the positive

control - Absorbance of the control negative).

Minimum inhibitory and bactericidal concentration

Natural riparins I, Il and Il were tested against ATCC strains of S. aureus, K.
pneumoniae, A. baumannii and P. aeruginosa. The bacterial concentration (1,5 x 10°
CFU/mL) of MDR clinical isolates of the susceptible species were subjected to
presence of the evaluated compound. Riparins were diluted in DMSO to perform the
microdilution in broth at the concentrations: 400 ug/mL to 3,125 ug/mL [CATAO et al.,
2010], adapted from the standards established by CLSI [2017]. After incubation for
18-14h at 37°C+1, the concentrations that showed antimicrobial activity were seeded
on BHI agar and incubated for 18-24h at 37°C+1 for counting of colony forming units
(CFU), followed by colorimetric test analysis with the addition of 20 uL of resazurin
[PALOMINO et al., 2002].

Biofilm formation
Biofilm formation analysis was adapted from the technique described by Stepanovi¢
et al. [2000]. All susceptible isolates to riparins were tested for biofilm formation. In

microplates (96 wells) were added 200 uL of bacterial suspensions and incubated for
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24h at 37+1°C. Suspensions were removed, followed by washes with sterile saline
(200 pL) and drying. Then crystal violet was added for 15 min and water washes. In
microplate was added 200 pL of ethanol for 30 min and absorbance at 570 nm
(Benchmark Plus, Bio-Rad ®, California, USA). Isolates were classified as non-
adherent (ODi < ODc), weakly adherent (ODc <ODi <2x ODc), moderately adherent
(2 x ODc <ODx = 4 x ODc), or strongly adherent (4 x DOc <DOi).

Antibiofilm activity

Antibiofilm activity was described by Stepanovi¢ et al. [2000] with adaptations. Only
the compound with antimicrobial activity in MDR clinical isolates was tested on biofilm
forming isolates. Two isolates of S. aureus (170 and 184) were selected due to
resistance to oxacillin, ciprofloxacin, and the presence of virulence genes: icaAD, hlg,
tst and luk (unpublished data). Other two clinical isolates of A. baumannii (54 and
808) included showed resistance to colistin, imipenem and meropenem, being
carriers of virulence genes: csukE, ompA, basC and pilA (unpublished data). In
microplate (96 wells), 1 cm of sterile catheter embedded by 200 uL of solution:
culture medium, riparin Il and adjusted inoculum was added. After incubation period
(37£1°C/24h), the catheter was removed, washed with 0.1M phosphate buffer and
fixed. In parallel, bacterial suspensions were removed of the microplates, washed
with sterile saline and dried at 55-60°C for 40-60 min. Crystal violet was added for 15
min and washing by immersion in water. Thus, ethanol was added in the microplate
for 30 min and read in spectrophotometry at 570 nm (Benchmark plus, Bio-Rad®,
California, USA). The mean optical density (ODi) of each isolate was classified
[STEPANOVIC et al., 2000], which was compared to the optical density of the
negative control (ODc).

Scanning electron microscopy

MDR clinical isolates of each species susceptible to the compound with antimicrobial
activity against clinical isolates were selected. These were submitted to sub-MICs for
18h, being 25 pg/mL for S. aureus and 200 pg/mL for A. baumannii isolates. All
isolates were washed in 0.1 M phosphate buffer (pH, 7.4) for further fixation in 0.1 M
phosphate buffer and 2.5% glutaraldehyde. Post-fixation was performed in 1%

osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer for 90 min. They were then washed in
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0.1 M phosphate buffer for further dehydration with ethanol (30, 50, 70, 90 and
100%) for 10 min each step. After critical point and subsequent assembly in metal
stubs were realized using a double carbon tape [VERAS et al., 2015]. Then,
metallization was performed with a thin layer of gold for visualization in JEOL JSM-

5600 LV scanning electron microscope.

Statistical analysis
Cytotoxic concentration was determined by linear regression analysis using SPSS
18.0 program (IBM Co., New York, USA) for Windows. Analysis of significance of the
antibiofilm activity of riparin Ill, considering significant values p <0.05, was described
by ANOVA and Student's T-test using GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, California,
USA) for Windows.
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Legends for figures

Fig. 1 Investigation of cytotoxic concentration in Vero cells line and hemolytic
percentage in human erythrocytes of riparins (I, Il and 1llI) and available

antimicrobials.

Fig. 2 Minimum inhibitory and bactericidal concentration of riparin Il against ATCC
strains and multidrug-resistant clinical isolates of Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa obtained from

to public hospitals in Recife/PE.

Fig. 3 Optical density (OD) of biofilms of MDR isolates of Staphylococcus aureus and
Acinetobacter baumannii exposed to riparin Ill. For the analysis of significance, we
used ANOVA and post-test Student's t test. Values ** differ significantly between

experimental conditions (p <0.05).

Fig. 4 Electromyography of ultrastructural changes induced by action of riparin Il in
multidrug-resistant clinical isolates of Staphylococcus aureus and Acinetobacter

baumannii by scanning electron microscopy.

Fig. 5 Characterization and antimicrobial resistance profile of multidrug-resistant

clinical isolates obtained from two public hospitals in Recife/PE.



Fig. 1

Cytotoxicity

Compound

CCso (ug/mL) % hemolytic
Riparin | 144,1+4,24 9,01+1,92
Riparin I 174,3+9,08 8,61+3,89
Riparin Il 142,0+21,7 25,99+1,37
OXA 162,9+14,7 17,57+5,97
MPM 182,7+14,7 10,88+2,67

Subtitle: CCso, Cytotoxic

Meropenem.

concentration in 50% of cells; OXA, Oxacillin; MPM,
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Fig. 2
Riparin 1l
S. aureus A. baumannii
Isolate MIC MBC Isolate MIC MBC
170 50 pg/mL 54 400 pg/mL
186 50 pg/mL 379 400 pg/mL
382 50 pg/mL 570 ]
454 50 pg/mL 808 400 pg/mL
ATCC 50 pg/mL ATCC 400 pg/mL

Subtitle: -, without antimicrobial activity; MIC, Minimum Inhibitory Concentration; MBC, Minimum

Bactericidal Concentration.
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Fig. 3

2.0
I*_*I
1.5
’é\ T
£ 104 _
3 LLIEETS
0.5-
0.0+ . . - . -

* oM &
A S S

O O oM oh
SIS

N

K F K F
Isolados Clinicos

Subtitle: OD(nm), optical density (nanometers); CP, positive control without riparin 1l; Ab,

Acinetobacter baumannii; Sa, Staphylococcus aureus. ** (p < 0.05).
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Fig. 4

15kV X5, 808 Srm JSM-56068

15kV  X14, 868

A. DMSO-treated A. baumannii control cells; B. DMSO-treated S. aureus control cells; C. A.
baumannii after exposure to riparin Il (200 pg.mL-1) for 18 h - asterisk indicates cell elongation
and absence of septum formation, and reduction in the number of bacterial cells was verified; D.
S. aureus after exposure to riparin Il (25 pg.mL-1) for 18 h - arrow indicates cytoplasmic
extravasation due to cell rupture, in addition to cells with indefinite morphologies; E. A. baumannii
submitted to riparin 11l (200 ug.mL-1) for 18h - several bacterial cells with a pronounced rough
appearance on the cell wall and indefinite morphology are observed; F. Riparin lll-treated S.
aureus (25 pg.mL-1) for 18 h - arrows show defragmentation on the cell surface and
protuberances, besides rough appearance and morphology unusual to the species.



Fig. 5
g@gggg“ ISOLATE SAMPLES HOSPITALS SECTORS RESISTANCE
A baumannil 54 . A UCl AMI, AMP, CAZ, CIP, COL, CPM, CRO,
Catheter tip GEN, IPM, MPM
A. baumannii 113 Right Foot Injury B NUR CAZ, CIP, CPM, CTX, IPM, MPM, PPT
A. baumannii 379 Cerebrospinal fluid A ucl AMI, CPM, CAZ, CRO, CIP, GEN, IPM,
/Abdomen MPM
A baumanni 570 A uCl AMP, CAZ, CFX, CFX/A, CIP, CPM, CRO,
Blood culture GEN, IPM, MPM
A baumanni 808 . . B e AMP, CAZ, CIP, CPM, CRO, CRX, CRX/A,
Cerebrospinal fluid GEN, IPM, MPM
S. aureus 170 Blood culture A NUR CIP, CLI, ERI, MOX, NOR, OXA, PEN
S, aureus 184 Secrecao Fistula B AMB CIP, CLI, ERI, GEN, MOX, NOR, OXA,
Perna Esquerda PEN, RIF, TRI
S. aureus 186 Fragment of bone A NUR CIP, CLI, ERI, OXA, PEN
S. aureus 382 Catheter tip B NUR CIP, CLI, ERI, MOX, NOR, OXA, PEN
S. aureus 454 Operative wound B NUR CIP, CLI, ERI, MOR, NOR, OXA
K. pneumoniae 94 Blood A NUR AMC, AMP, CAZ, CIP, CPM, CTN, CTX,
ERT, LEV, PPT, TMP-SMX,
K. pneumoniae 265 Urine A UCl AMI, AMP, ASB, CAZ, CIP, CPM, CRO,

CRXI/A, CTX, ERT, GEN, IMP, MER
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P.
P.

. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. aeruginosa
. aeruginosa

. aeruginosa

aeruginosa

aeruginosa

483

652

952

14

23

575

611
682

Nasal swab
Rectal swab

Nasal swab

Tracheobronchial
secretion

Secretion of arm

Urine

Fragment of bone

Urine

A
A

NUR

NUR

ucCl

ucCl

NUR

NUR

NUR
NUR

AMP, ASB, AZT, CAZ, CIP, CPM, CTN, CTX,
ERT, IMP, PPT
AMP, ASB, AZT, CAZ, CPM, CTN, CTX,
CRO, ERT, GEN, IMP, MPM, PPT
AMP, ASB, AZT, CFO, CTN, CPM, CRO,
CTX, CIP, ERT, GEN, IMP, PPT

AMI, CAZ, CIP, CRO, GEN, IPM, MPM,

AMI, AZT, CAZ, CIP, CTX, GEN, IPM, MPM,
PPT

AMI, AZT, CAZ, CIP, CTX, GEN, IPM, MPM,
PPT

CAZ, CIP, CPM, CRO, GEN, IPM, MPM
AMI, CAZ, CIP, CPM, CRO, GEN, IPM, MPM

Subtitle: A, hospital 1; B, hospital 2; AMB, Ambulatory; NUR, Nursery; UCI, Intensive Care Unit; AMI, Amikacin; AMP, Ampicillin; AZT, Aztreonam,;
ASB, Ampicillin/Sulbactam; CAZ, Ceftazidime; CIP, Ciprofloxacin; COL, Colistin; CPM, Cefepime; CRO, Ceftriaxone; CRX, Cefuroxime; CRX/A,
Cefuroxime/Axetil; CTN, Cephalothin; CTX, Cefotaxime; GEN, Gentamycin; IPM, Imipenem; MPM, Meropenem; PEN, Benzilpenicilina; PPT,
Piperacillin/Tazobactam; TMP-SMX, Trimetopim/Sulfamethoxazole.

116



APENDICE B
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Caracterizacao e perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados clinicos multidroga-resistentes obtidos em dois hospitais

publicos do Recife/PE.

Eiﬁ%gi,\l As  SOLADOS Qg"fgg&ss HOSPITAIS SETORES RESISTENCIA

A. baumannii 54 Ponta de cateter A UTI AMI, AMP, (C:SAIS\ICI:ILIT\/ICI\?;MCPM CRO,

A. baumannii 113 Les&o Pé Direito B ENF CAZ, CIP, CPM, CTX, IPM, MPM, PPT

A. baumannii 379 Liquor/Abdome A uTl AMI, CPM, CAZ, CRO, CIP, GEN, IPM, MPM

A. baumannii 570 Hemocultura A uTl AMP, CAZ, CgéNﬁFpﬁmela, CPM, CRO,

A. baumannii 808 Liquor B UTI AMP, CAZ, CCI;PE, I\(l:,Plg/IM?:I\R/IS',\ACRX, CRX/A,

S. aureus 170 Hemocultura A ENF CIP, CLI, ERI, MOX, NOR, OXA, PEN

S. aureus 184 Secrecao Fistula Perna B AMB CIP, CLI, ERI, GEN, MOX, NOR, OXA, PEN,
Esquerda RIF, TRI

S. aureus 186 Fragmento de 0sso A ENF CIP, CLI, ERI, OXA, PEN

S. aureus 382 Ponta de cateter B ENF CIP, CLI, ERI, MOX, NOR, OXA, PEN

S. aureus 454 Ferida operatéria B ENF CIP, CLI, ERI, MOR, NOR, OXA

K. pneumoniae 94 Sangue A ENF AMC, AMP, CAZ, CIP, CPM, CTN, CTX,

ERT, LEV, PPT, TMP-SMX,



K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
P. aeruginosa
P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. aeruginosa

265

483

652

952

14

23

575

611
682

Urina
Swab nasal
Swab retal

Swab nasal

Secrecao
traqueobrénquica

Secrecao do braco
Urina

Fragmento 6sseo

Urina

> >

W

A
A

UTlI

ENF

ENF

UTlI

UTI

ENF

ENF

ENF
ENF

AMI, AMP, ASB, CAZ, CIP, CPM, CRO,
CRX/A, CTX, ERT, GEN, IMP, MER
AMP, ASB, AZT, CAZ, CIP, CPM, CTN, CTX,
ERT, IMP, PPT
AMP, ASB, AZT, CAZ, CPM, CTN, CTX,
CRO, ERT, GEN, IMP, MPM, PPT
AMP, ASB, AZT, CFO, CTN, CPM, CRO,
CTX, CIP, ERT, GEN, IMP, PPT

AMI, CAZ, CIP, CRO, GEN, IPM, MPM,

AMI, AZT, CAZ, CIP, CTX, GEN, IPM, MPM,
PPT

AMI, AZT, CAZ, CIP, CTX, GEN, IPM, MPM,
PPT

CAZ, CIP, CPM, CRO, GEN, IPM, MPM
AMI, CAZ, CIP, CPM, CRO, GEN, IPM, MPM

Legenda: A, hospital 1; B, hospital 2; AMB, Ambulatério; ENF, Enfermaria; UTI, Unidade de Terapia Intensiva; AMI, Amicacina; AMP, Ampicilina;
AZT, Aztreonam; ASB, Ampicilina/Sulbactam; CAZ, Ceftazidima; CIP, Ciprofloxacina; COL, Colistina; CPM, Cefepime; CRO, Ceftriaxona; CRX,
Cefuroxima; CRX/A, Cefuroxima/Axetil; CTN, Cefalotina; CTX, Cefotaxima; GEN, Gentamicina; IPM, Imipenem; MPM, Meropenem; PEN,

Benzilpenicilina; PPT, Piperacilina/Tazobactam; TMP-SMX, Trimetropim/Sulfametoxazol.
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