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RESUMO

Enterococcus vancomicina resistentes (EVR) tém emergido em todo o mundo,
como causa importante de infec¢cdes nosocomiais, 0 que tem preocupado 0s 6rgaos
governamentais ligados a saude publica devido ao aumento da relacdo
morbidade/mortalidade associadas as infec¢des por EVR. Desta forma, o presente
estudo teve por objetivo, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de naftoquinonas
(lapachol, o e B-lapachona) e de cinco agentes antimicrobianos (vancomicina,
gentamicina, ampicilina, ciprofloxacino e linezolida) sobre cepas de Enterococcus
faecalis multirresistentes (n=11) sendo uma ATCC 51299. Numa primeira etapa foi
determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e bactericida minima (CBM)
destas substancias e em seguida foi avaliada a interagdo dos antimicrobianos
associados a B-lapachona pelo método Checkerboard. Os critérios utilizados para
avaliar a atividade de interacdo foram definidos pelo indice de Concentracéo
Inibitéria Fracionada (indice CIF). Por fim, a cinética bactericida, alteracées
ultraestruturais e a atividade a antibiofilme B-lapachona utilizada na CIM foi avaliada
sobre Enterococcus faecalis ATCC 51299. As cepas de Enterococcus faecalis
mostraram-se resistentes a todos os antimicrobianos testados, com valores de CIMs
que variaram de 16 a 1024 pg/mL. Dentre as naftoquinonas, a B-lapachona foi mais
ativa (CIM 320 — 160 ug/mL). As associa¢bes foram sinérgicas, em sua maioria, com
valores de ICIF que variaram de 0,04 a 0,75. Apds 24 horas de exposi¢ao a [3-
lapachona — vancomicina foi observado um decréscimo no crescimento de
Enterococcus faecalis ATCC 51299 de aproximadamente 2 logio das Unidades
Formadoras de Colbnias/mL. Através da microscopia eletrénica verificou-se
alteracdes da parede, membranas celulares, do conteldo citoplasmatico e lise
celular. Também foi possivel constatar inibicdo de aproximadamente 60% da
formacao do biofilme. Foi observado que, em sua grande maioria, as associacoes
contendo [B-lapachona agem sinergicamente sobre a viabilidade e formacéo do
biofilme de cepas Enterococcus faecalis.

Palavras-chave: Enterococcus. Infecgdo hospitalar. Resisténcia a vancomicina.

Sinergismo farmacoloégico.



ABSTRACT

Enterococcus vancomycin-resistant (EVR) have emerged around the world, as
an important cause of nosocomial infections, which has worried government
agencies linked to public health due to the increased morbidity / mortality ratio
associated with EVR infections. Thus, the present study aimed to evaluate the
antimicrobial activity of naphthoquinones (lapachol, o and B-lapachone) and five
antimicrobial agents (vancomycin, gentamicin, ampicillin, ciprofloxacin and linezolid)
on multidrug-resistant Enterococcus faecalis strains (n = 11) being an ATCC 51299.
In a first step, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and minimum bactericide
(MBC) of these substances were determined and then the interaction of
antimicrobials associated with B-lapachone was evaluated by the Checkerboard
method. The criteria used to assess the interaction activity were defined by the
Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC Index). Finally, bactericidal kinetics,
ultrastructural changes and B-lapachone antibiofilm activity used in MIC were
evaluated on Enterococcus faecalis ATCC 51299. The strains of Enterococcus
faecalis proved to be resistant to all tested antimicrobials, with MIC values varying
from 16 to 1024 pg / mL. Among naphthoquinones, B-lapachone was more active
(CIM 320 - 160 pg / mL). Most associations were synergistic, with FIC Index values
ranging from 0.04 to 0.75. After 24 hours of exposure to B-lapachone - vancomycin, a
decrease in the growth of Enterococcus faecalis ATCC 51299 of approximately 2
logio of Colony Forming Units/mL was observed. Through electron microscopy,
changes in the wall, cell membranes, cytoplasmic content and cell lysis were
observed. It was also possible to observe an inhibition of approximately 60% of
biofilm formation. It was observed that, in the great majority, associations containing
B-lapachone act synergistically on the viability and formation of the biofilm of

Enterococcus faecalis strains.

Keywords: Enterococcus. Cross infection. Vancomycin resistance. Drug synergism.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo hospitalar € um problema de saude publica, que dificulta o
tratamento adequado dos pacientes e apresenta um enorme impacto no indice de
mortalidade. Estima-se que em paises desenvolvidos as taxas de morte por infec¢ao
hospitalar variem entre 5 a 10% de todas as infec¢des (SOUZA et al, 2015; WEINER
et al, 2016).

Durante os ultimos anos, cepas de Enterococcus Resistentes a Vancomicina
(ERV) tem emergido como um fator importante de infecgcdo hospitalar em todo o
mundo. O primeiro caso descrito de ERV surgiu em 1986 na Europa e logo depois,
em 1987, nos Estados Unidos. Eles sdo o agente causal de infeccdes nosocomiais
comportando-se, muitas vezes, como oportunistas. Estas infeccbes sao de dificil
tratamento devido a sua resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos (FREIRE-
MORAN et al, 2011; ARIAS; MURRAY, 2012; MORFIN-OTERO et al, 2018).

As espécies clinicamente importantes de ERV s&o: Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis. A resisténcia aos antimicrobianos pode ser de dois tipos:
intrinseca, derivada de genes cromossdmicos, e extrinsecos, como resultado de
uma disseminacdo clonal, ou plasmidica, e se deve normalmente a producdo de
enzimas que inativam o agente antimicrobiano e seus sitios especificos. Esta
resisténcia ocorre basicamente pela producdo de precursores de peptideoglicano na
parede celular que se ligam a vancomicina, impedindo assim sua ac&do no bloqueio
da sintese de parede celular (ARAUJO; MARCUCCI, 2011).

As infec¢des causadas por ERV sao frequentemente encontradas na regiao
intra-abdominal, no trato urinério, na corrente sanguinea. Infeccdo ou colonizacéo
por ERV tem sido associada a hospitalizacdo prolongada em unidade de terapia
intensiva (UTI), condi¢des cirdrgicas, insuficiéncia renal cronica, e uso prévio de
vancomicina (CANTON; RUIZ-GARBAJOSA, 2013).

A pesquisa por novas moléculas aplicadas a terapia anti-enterococica é de
grande importancia e neste contexto surgem as naftoquinonas que sao
fitocompostos com ampla atividade farmacolégica. Estes compostos tém atividade
antitumoral, anti-inflamatoria, anti-tripanossoma, anti-malarica e atividade
antimicrobiana. Estes podem agir como inibidores da enzima transcriptase reversa
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) e sobre topoisomerases em células
eucariontes e procariontes (FERREIRA et al, 2010; KOBAYASHI et al, 2011). Vérias
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naftoquinonas foram isoladas a partir da casca da arvore Lapacho (Tabebuia
avellanedae) ou sintetizadas a partir de lapachol ou lomatiol e suas estruturas
quimicas elucidadas (AKHTAR et al, 2012).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos vem sendo estudado por varios
grupos de pesquisadores em todo o mundo. A prética indiscriminada da utilizacdo de
antimicrobianos associada com a alta frequéncia de mutantes resistentes é hoje uma
realidade. Desta forma a procura por antimicrobianos mais eficazes e seguros,
proporcionando aos usuarios maior sucesso no tratamento é o objetivo maior (GUEX
et al, 2012).

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo maior o estudo de
naftoquinonas sob diversos parametros antimicrobianos com énfase no estudo da
associacao entre a B-Lapachona com agentes antimicrobianos convencionais sobre

E. faecalis multirresistentes cujo tratamento é extremamente limitado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de naftoquinonas em associagdo com

antimicrobianos convencionais frente a Enterococcus faecalis multirresistentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as Concentra¢gfes Inibitéria Minima (CIM) e Bactericida Minima
(CBM) das naftoquinonas, lapachol, a- lapachona, B-lapachona, sobre

Enterococcus faecalis multirresistentes;

Determinar, in vitro, o tipo de interagdo entre B-lapachona e agentes
antimicrobianos (ampicilina, ciprofloxacino, gentamicina, linezolida e

vancomicina) sobre Enterococcus faecalis multirresistentes;

Avaliar o efeito bactericida da B-lapachona e dos antimicrobianos bem como

de suas associagfes pelo método da cinética de morte (time kill);

Identificar a ocorréncia de mudancas ou danos na morfologia das células
microbianas quando em contato com a associag¢ao B-lapachona-vancomicina,

através da observacao por Microscopia Eletrénica por Transmissao (MET);

Avaliar a atividade antibiofiilme da p-lapachona, vancomicina e sua

associacao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ENTEROCOCCUS

O género Enterococcus, pertencente a familia Enterococcaceae, e constituem
um importante grupo de micro-organismos que se destacam como patdgenos
oportunistas, cuja biologia e taxonomia tém passado por significativas alteracées nos
altimos anos (FACKLAM; TEIXEIRA; CARVALHO, 2002).

Enterococcus consistem em bactérias gram-positivas, identificadas
bioquimicamente como catalase e oxidase negativas, anaerobicas facultativas ndo
formadoras de esporos. Que podem ocorrer tanto como cocos simples e em
cadeias. Macroscopicamente se apresentam em col6nias pequenas, amarelas, com
0,5 a 1 mm de didametro (MURRAY, 1990). Pertencem a um grupo de organismos
conhecidos como Bactérias do Acido Latico (LAB) produtoras de bacteriocinas
(HEALTH PROTECTION AGENCY, 2005).

O termo “entérocoque” foi proposto inicialmente por Thiercelin na Franga, em
1899, o termo teve como referéncia a origem intestinal de novo diplococos Gram
positivos (THIERCELIN, 1899). Anteriormente classificados como pertencentes ao
género Streptococcus, 0s enterococos s6 foram diferenciados de outras espécies
apos a classificacao soroldgica proposta por Rebecca Lancefield em 1933 para o
género Streptococcus. Esta classificacdo tem como base a composicdo dos
antigenos bacterianos, mais precisamente poliosideos C, presentes na parede
celular.

Desta forma, os Enterococcus foram classificados como positivos para o
antissoro do grupo D devido ao seu antigeno acido teicdico, que € associado a
membrana plasmatica, diferenciando-os de outras espécies da familia
(LANCEFIELD, 1933). Sherman (1937) classificou espécies de Streptococcus em
quatro subgrupos: lacticos, viridans, piogénicos e enterococos. Este ultimo subgrupo
era constituido por bactérias de origem fecal incluindo Streptococcus faecalis,
Streptococcus liquefaciens, Streptococcus zymogenes e Streptococcus durans
(KOBAYAKAWA et al, 2005). Em 1984, técnicas de hibridizacdo do DNA e a
sequenciacdo da porcao 16S do rRNA elucidou que estas espécies de

Streptococcus diferiam muito das caracteristicas do género Streptococcus, e assim
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foram designadas como pertencentes ao novo género, Enterococcus (MURRAY,
1990; FOULQUIE-MORENO et al, 2006).

Com a criacdo do género, mais de 30 espécies foram transferidas do grupo
Streptococcus para o Enterococcus. Ja o grupo lactico foi reagrupado em um novo
género denominado Lactococcus. Os dados moleculares que foram coletados
permitiram o entendimento da relacdo entre as espécies de Streptococcus,
Enterococcus e Lactococcus (figura 1) (FISHER; PHILLIPS, 2009).

Figura 1 — Posicéo filogenética dos géneros Enterococcus, Streptococcus e Lactococcus
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Fonte: KLEIN, 2003.

Quanto a fisiologia, 0 género Enterococcus tem como principais
caracteristicas a capacidade de crescimento em condicfes adversas, tais como, em
temperaturas de 10 a 45 °C, podendo sobreviver a temperaturas elevadas (60°C
durante 30 minutos), resistem em uma ampla faixa de pH (4,6 — 9,9, sendo 7,5
considerado o ponto 6timo) e a altas concentracdes de sais (6,5% de NaCl) e sais
biliares (40%), o que os torna distintos de outros géneros principalmente
Streptococcus (MURRAY, 1990; LINDENSTRAUSS et al, 2013; TIAN et al, 2013).
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Possuem capacidade de hidrolisar a L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) e
hidrolisar a esculina em esculetina, principais testes para identificacdo. Apesar de
nao reagirem positivamente para a prova da enzima citocromo-oxidase, podem se
mostrar positivo para prova da presenca da catalase pela producédo de uma pseudo
catalase que se caracteriza por uma ligeira liberacao de oxigénio quando a col6nia é
colocada em contato com o peréxido de hidrogénio (SHERMAN, 1937; MURRAY,
1990).

Quanto a hemolise em agar sangue, a origem do sangue pode definir o
comportamento do género que € variavel podendo ser a, B hemoliticos ou nao
hemoliticos, quando se utiliza sangue humano ou de cavalo na confec¢do do meio a
hemolise € baseada na atividade da citolisina e a reagao é 3-hemolitica. Na maioria
dos casos, estes testes sao Uteis para diferenciar os membros do género
Enterococcus dos outros géneros de cocos Gram-positivos, catalase-negativos
(DOMING et al, 2003; KONEMANN, 2009).

Atualmente, foram descritas mais de 50 espécies diferentes de Enterococcus,
com E. faecalis e E. faecium como as espécies clinicamente relevantes (SIEVERT et
al, 2013; EUZEBY, 2015). O interesse em estudos com estes patdgenos ganhou
proeminéncia devido a associacdo as crescentes manifestacdes clinicas como
causadores de infeccoes e por apresentarem elevada resisténcia aos
antimicrobianos tradicionalmente utilizados para tratamento dessas infeccbes
(CANTON; RUIZ-GARBAJOSA, 2013).

Dentre as espécies do género, Enterococcus faecalis corresponde cerca de
80% a 85% das infec¢cdes nosocomiais seguida por E. faecium (BHLE et al, 2011,
JAHANSEPAS et al, 2018). E. faecalis é o agente causal de endocardite infecciosa
(El), uma condicado infecciosa grave cuja taxa de mortalidade varia de 20% a 40%,
que permanecem inalteradas nas ultimas trés décadas, apesar dos avangos na
terapia antimicrobiana (JOHANSSON; RASMUSSEN, 2013; MIRO; PERICAS; RIO,
2013; BEGANOQVIC et al, 2018).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DO GENERO ENTEROCOCCUS

Enterococcus sdo micro-organismos de baixa viruléncia e que sdao
encontrados habitando comensalmente o trato gastrointestinal de animais e

humanos, chegando a ser isolados em concentracdes de 10° a 10’ UFC por grama
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de fezes. Porém, podem ser encontrados, com menor frequéncia, na cavidade oral,
vesicula biliar, pele e trato genitourinario (TYNE et al, 2013).

Também podem ser encontrados no solo, em alimentos, na agua, em
animais, passaros e insetos por contaminacdo de fezes. Podem ser isolados em
alimentos, principalmente produtos lacteos, carnes e peixes (TEIXEIRA; FACKLAM,
2002; CAUWERTS, 2007). A alta resisténcia dos Enterococcus as elevadas
temperaturas, como é o caso dos processos de esterilizagao, explica o aparecimento
de espécies desse género em alimentos industrializados (SEGLEY et al, 2004).

Por se tratar de uma bactéria oportunista, apresenta uma grande incidéncia
em pacientes hospitalizados, néo sé devido o seu perfil de viruléncia, mas porque o
préprio hospital se torna uma incubadora (BROWN et al., 2006). De acordo com
NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance), Enterococcus faecalis é o
terceiro patdgeno mais comum a nivel mundial nas seguintes infec¢cdes hospitalares:
trato urindrio, intra-abdominal, cirirgica e associadas a cateteres. Sendo raros 0s
casos de infeccdes por esse género no sistema nervoso central (ASLAM, 2010,
WANG et al, 2014).

A World Health Organization (WHO) classificou as espécies do género
Enterococcus, resistentes a vancomicina, como prioridade para a descoberta de
novas estratégias terapéuticas que sejam eficazes. As espécies Vancomicina
resistentes estdo amplamente distribuidas em hospitais por todo o mundo, com a
prevalénciavariando de acordo com a localizacdo geogréfica. Nos hospitais dos
EUA, Enterococcus faecium resistente a vancomicina, € um importante patégeno
clinico, particularmente em pacientes imunossuprimidos e em estado clinico critico
(WEINER et al, 2016; O'DRISCOLL; CRANK, 2017; GAO; HOWDEN; STINEAR,
2018).

Estudos epidemiolégicos da Rede Nacional de Seguranca em Saude, nos
Estados Unidos, indicam que 82% das cepas de E. faecium recuperados de
infeccbes da corrente sanguinea sao resistentes a vancomicina, enquanto 9,8% das
cepas de E. faecalis apresentaram resisténcia ao glicopeptideo (WEINER et al,
2016; RIOS et al, 2019).

Segundo Weiner et al (2016), o CDCP entre 2011-2014 notificou 30.034
(7,4%) casos de infeccdes hospitalares causadas por E. faecalis, correspondendo ao

quinto lugar nas notificacdes. O relatorio do ano de 2016 do Centro de Doengas e
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Controle (ECDC) descreve que a prevaléncia geral de cepas Enterococcus
resistentes a vancomicina chega a 30%, com varia¢des entre paises.

Um estudo multicéntrico focado em quatro paises do norte da América do Sul
(Colémbia, Equador, Peru e Venezuela), encontrou uma prevaléncia deE. faecium
resistentes a vancomicina, com taxa media de 31%. No Brasil, a prevaléncia € maior,
chegando a 60% de resisténcia a vancomicina (PANESSO el al, 2010;
SACRAMENTO et al, 2017; RIOS et al, 2019).

Compreender o mecanismo por tras da resisténcia é essencial para reduzir as
terapias clinicas que selecionem micro-organismos resistentes, como Enterecoccus
faecalis. Nestas condicfes, pode ocorrer a proliferacdo de cepas resistentes que
aumentam a probabilidade de infec¢cBes ou torna os pacientes mais suscetiveis a
colonizacdo por estes micro-organismos (STIEFEL et al.,, 2014). Quando estas
infeccbes se desenvolvem por Enterococcus faecalis vancomicina resistente, a taxa
de mortalidade se eleva. A prevaléncia de cepas de E. faecalis resistentes a
vancomicina tem aumentado (ANVISA, 2016; WHO, 2018).

Segundo as notificacdes do PNPCIRAS (Programa Nacional de Prevencéao e
Controle de Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude), em 2016 o género
Enterococcus foi classificado como o sétimo patégeno causador de IPCSL (Infeccéo
Priméria de Corrente Sanguinea Laboratorial) associada a CVC (Catéter Venoso
Central). Foram avaliados pacientes hospitalizados em UTI adulto, pediatrica e
neonatal, sendo notificados percentuais de 6, 5,7 e 3,6, respectivamente, nessas
unidades. Destas notificagbes, um percentual de 25,8% UTI adulto, 10,9% UTI
pediatrica e 5,5% em UTI neonatal de pacientes notificados com micro-organismos
do género Enterococcus foram classificados om fenétipo de resisténcia a
vancomicina (ANVISA, 2016).

3.3 PATOGENIA E INFECCOES

Enterococcus sdo membros da microbiota normal do trato gastrointestinal,
sendo também encontrados nas mucosas de outros tratos, embora em menor
concentragdo. Muitos fatores intrinsecos ao micro-organismo determinam a
viruléncia dos Enterococcus, se iniciando por sua capacidade de colonizar e interagir

com células e proteinas do trato gastrointestinal e por isso terem a capacidade de
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invadir sitios extra intestinais e causarem infeccfes (CETINKAYA et al, 2000;
LINDER, 2007).

Enterococcus estdo entre os agentes mais comumente identificados em
infeccbes hospitalares. As fontes destas infeccbes causadas por esses micro-
organismos séo resumidas em duas: a causada por micro-organismos presentes no
trato gastrointestinal do proprio paciente e a adquirida por contaminagdo do
ambiente hospitalar. Neste caso, a bactéria € transmitida no hospital através do fluxo
da equipe de saude, que se contaminam com as roupas e objetos dos pacientes e
com o manuseio dos equipamentos (FURTADO et al, 2006; SILVERT et al, 2013).

As infec¢des surgem quando a bactéria é translocada para 6rgaos ou locais
sensiveis. O emprego de antibidticos de largo espectro, a presenca de cateteres
urinarios ou intravasculares, assim como a hospitalizacdo prolongada representam
importantes fatores predisponentes a aquisicdo de infeccdo enterocdcica (FARON;
LEDEBOER; BUCHAN, 2016).

As infecgdes por E. faecalis podem ser oriundas da flora microbiana comensal
do paciente, onde estes micro-organismos poderdo ser transferidos de individuo
para individuo ou adquiridos através do consumo de agua ou alimentos
contaminados (WERNER et al, 2008). Sao, portanto, uma ameaga para a saude
humana, principalmente devido a grande resisténcia adquirida contra um largo
numero de antimicrobianos, o que impossibilita a sua erradicacédo. Alguns fatores
nao microbiolégicos, como € o caso do consumo de agentes antimicrobianos de
forma incorreta ou desnecessaria aliado a habitos precéarios de higiene, contribuem
para a evolucao e perda de controle destas infeccdes (VIGNAROLI et al, 2011).

As infeccdes enterocdécicas estdo associadas a varias manifestacdes clinicas,
incluindo bacteremias, septicemias, endocardite infecciosa, infeccfes intra-
abdominal e pélvica, do trato urinario e, em casos raros, no sistema nervo central
(HILL et al, 2007; SIEVERT et al, 2013; WANG et al, 2014).

Estes micro-organismos estdo também bastante relacionados com
endocardites, bacterimeas, septicemias e sdo constantemente isolados em falhas
endodénticas, nomeadamente nos canais radiculares. Cerca de 90% destas
infecbes devem-se exclusivamente a E. faecalis encontrado em canais obturados
(FOLQUIE-MORENO et al, 2006).

O controle periodico da disseminagdo de amostras resistentes aos multiplos

antimicrobianos € recomendado pela vigilancia epidemioldgica, a fim de detectar as
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fontes de transmissdo e reduzir a possibilidade da emergéncia de surtos
hospitalares (FARON; LEDEBOER; BUCHAN, 2016).

3.4 FATORES DE VIRULENCIA

Os fatores de viruléncia, sdo substancias isoladas ou em forma de complexos
que compdem as estratégias que as bactérias lancam para colonizar e invadir os
tecidos do hospedeiro, percorrendo as células epiteliais e tornando-se muitas vezes
imperceptiveis ao sistema imunoldgico. Estas estratégias estdo geralmente
relacionadas as cepas nosocomiais, pois, 0 ambiente hospitalar facilita a aquisicao
de fatores exdégenos, o que aumenta diretamente a capacidade de infeccdo em
relacédo as cepas comensais (PARADELLA et al, 2007).

O aumento da resisténcia dos micro-organismos nosocomiais aos agentes
antimicrobianos e as proteinas de superficie celular, permite uma maior extensao
dos nichos de colonizacdo quando comparados as outras cepas com menor
patogenicidade (MUNDY et al, 2000).

A producéo e excrecao desses fatores pela célula microbiana sao codificados
por plasmideos conjugativos, ou por rearranjos no genoma. A expressao desses
fatores ndo € essencial para a sobrevivéncia da cepa, porem contribui para o
aumento da patogenicidade e como consequéncia, o agravamento da infeccéo
instalada (OGIER et al, 2008).

Muitos fatores intrinsecos ao micro-organismo determinam a viruléncia dos
Enterococcus, se iniciando por sua capacidade de colonizar e interagir com células e
proteinas do trato gastrointestinal e por isso terem a capacidade de invadir sitios
extra intestinais e causarem infeccoes (FISHER; PHILLIPS, 2009).

3.4.1 Proteinas de superficie

3.4.1.1 Proteina Extracelular de Superficie (Esp)

Enterococcus expressam adesinas como a proteina extracelular de superficie
(Esp), que promove além da adesdo, a colonizacdo e a invasao do sistema
imunoldgico, o que influencia no aumentoda resisténcia aos agentes

antimicrobianos. A Esp € uma proteina codificada pelo gene esp, é constituida por
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1873 aminoacidos e apresenta um dominio N-terminal, que se encontra na
superficie da parede celular, e € um dos fatores responsaveis pela interagdo com o
tecido hospedeiro (FISHER; PHILLIPS, 2009).

Algumas modificacbes estruturais nesta proteina podem impedir o
reconhecimento do micro-organismo pelo sistema imunolégico do hospedeiro,
favorecendo a colonizacdo e a permanéncia no sitio da infeccado (SHANKAR et al,
1999). O gene esp, que codifica a proteina, € detectado majoritariamente em
isolados clinicos, mas ndo € comum em individuos saudaveis. Esta condicdo
contribui para a transmiss&o nosocomial e para a persisténcia de Enterococcus nas
células endoteliais do trato urinario e/ou endocardite em modelos experimentaise na
matrix extracelular do hospedeiro humano (CARLOS et al, 2010).

Alguns estudos relataram que esta proteina esta correlacionada com a
producdo de biofime por Enterococcus. E descrito que a producdo de biofime
aumenta em grande escala apds a introdugdo do gene responsavel pela expressao
desta proteina (TOLLEDO-ARANA et al, 2001; TENDOLKAR et al, 2005;
PARADELLA et al, 2007).

3.4.1.2 Substancia de Agregacao (Agg)

A substancia de agregagao é uma glicoproteina de superficie presente nos
plasmideos de E. faecalis. Em Enterococcus os genes codificadosres da Agg sao o
aspl, asclO e asal e os respetivos plasmideos de conjugagéo sdo pPD1, pCF10 e
pAD1. A producgao € induzida por feromonas e promove a formacado de agregados
durante a conjugacdo bacteriana, 0 que auxilia a transferéncia de plasmideos e
impulsiona a adesao a superficie das células receptoras (POETA et al, 2005;
HENDRICKX et al, 2009).

Esta proteina, Agg, contém também duas sequéncias de aminoacidos Arg-
Gly-Asp, reconhecidas por integrinas (recetores membranares). O epitélio intestinal
apresenta estas integrinas, permitindo a translocagéao da bactéria através da barreira
epitelial. Este fator promove a aderéncia e invasdo dos microrganismos que 0O
apresentam (ABERNA et al, 2011).

A presengca da Agg aumenta a hidrofobicidade da superficie da célula,
promovendo a localizagao do colesterol para o fagossoma, prevenindo ou atrasando

a fusdo com as vesiculas lisossomas (KOCH et al, 2004). Esta proteina medeia a
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ligacdo especifica ao epitélio intestinal, as células epiteliais renais, neutréfilos
humanos e macrofagos, facilitando assim a colonizagdo e formagéao de vegetagdes
(FOLQUIE-MORENO et al, 2006).

3.4.1.3 Fator de Colonizagao

O fator de colonizagdo a proteina de adesao ao colageno (Ace) resulta da
expresséo do gene ace. E uma proteina de superficie collagen-binding e pertence a
familia MSCRAMM (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) que é composta por adesinas de Enterococcus, essenciais nos estagios
iniciais da infecgao pois se liga a componentes da matriz extracelular das células do
hospedeiro (ARIAS; MURRAY, 2012). A proteina Ace medeia as ligagdes entre a
célula bacteriana e o tecido do hospedeiro através da interagdo com o colagénio tipo
I e IV, a dentina e laminina (RICH et al, 1999; HUBBLE et al, 2003).

A proteina é produzida em condigodes fisioldgicas especificas, onde o aumento
da expressdao acontece na presenga de certos estimulos ambientais, como a
presencga de soro, sais biliares e altas temperaturas. A Ace tem um papel importante
em algumas infegbes provocadas por Enterococcus, pois estudos revelaram que
cepas de E. faecalis mutantes de ace cresceram atenuadas em diferentes modelos
de estudo, incluindo macréfagos murinicos, infecgao de trato urinario e endocardite
experimental. Estes resultados sugerema importancia da Ace como fator de
viruléncia (KOCH et al, 2004; NALLAPAREDDY; MURRAY, 2006; LEBRETON et al,
2009, SINGH et al, 2010).

3.4.2 Acido Lipoteicéico (LTA)

Enterococcus produz um importante fator de viruléncia, o acido lipoteicdico
(LTA), que é semelhante aos lipopolissacarideos provenientes das bactérias Gram-
negativas, que se encontra na superficie das células e inibe a autdlise das paredes
celulares intactas ou isoladas, € o primeiro fator a ter contato com as células
hospedeiras e iniciar uma resposta inflamatéria (BAIK et al, 2011).

O acido lipoteicodico possui estrutura anfipatica, sendo formado por ligacao de
poliglicerofosfatos e acidos graxos. Este polimero de glicerofosfato ou ribitolfosfato,

covalentemente ligado ao glicolipideo na membrana citoplasmatica e projetando-se
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através da camada de peptidoglicano, € considerado essencial ao crescimento
bacteriano (VAN AMERSFOORT et al, 2003; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS, 2007).

Segundo Kayaoglu; Orstavik (2004), o LTA atua como estimulador de
leucdcitos, mondcitos e macréfagos na libertagdo de mediadores inflamatérios, como
0o TNF-a (fator de necrose tumoral), a interleucina-1-3, enzimas lisossomais e
prostaglandinas E2, que liberam mediadores inflamatérios que podem ampliar o
dano tecidual.

Durante a infecgdo, sao produzidos anticorpos especificos contra o LTA,
portanto, esta envolvido na resposta inflamatéria, sindrome séptica, formagédo de
biofiime e adesédo ao dente (FABRETTI et al, 2006; HAN et al, 2006; LEE et al,
2009). Além de ser importante no papel da formacado da substancia de agregacao,
na transferéncia de plasmideos, e na formacdo do biofilme contribuindo para a

viruléncia do micro-organismo (BAIK et al, 2008).

3.4.3 Produgao de Superéxido Dismutase (SOD)

O anion superéxido (O;7), assim como outras espécies reativas de oxigénio
(ROS) exercem um efeito destrutivo sobre uma variedade de componentes
biolégicos como lipidos, proteinas e acidos nucleicos. A produgao de superoxido
pelos neutrdfilos e por outras células fagocitarias € essencial para a morte do micro-
organismo, no entanto, causa dano tecidual no local da inflamagdo (KAYAOGLU et
al, 2004).

Enterococcus desenvolveu enzimas e ndo mecanismos enzimaticos para
combater os efeitos deletérios do anion superdxido (O"), perdxido de hidrogénio
(H20,) e do radical hidroxila (OH’), que variam de danos na fita do DNA a
peroxidacao de lipidios da membrana (IMLAY, 2003; PEPPOLONI et al, 2011).

A superoxido dismutase (SOD), uma metaloenzima, codificada pelo gene
sodA, que catalisa a conversdo de superoxido em perdxido de hidrogénio (H,0,) e
oxigénio molecular, € um elemento essencial do sistema de defesa antioxidante
primario de E. faecalis, considerado um dos maiores mecanismos de defesa das
células contra o stress oxidativo. Auxilia, assim, a bactéria a colonizar mais
facilmente membranas celulares sem comprometer a sua sobrevivéncia (VERNEUIL
et al, 2006).
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3.4.4 Enzimas Hidroliticas

3.4.4.1 Citolisina

A citolisina, também denominada hemolisina, foi um dos primeiros fatores de
viruléncia estudado. S&o toxinas hemoliticas de células sanguineas de humanos as
quais podem atuar também como bacteriocinas. Este fator tem demonstrado um
importante papel na primeira etapa dos processos infeciosos, ainda na fase
assintomatica, contribuindo para a penetracdo nos tecidos. As cepas de
Enterococcus sao produtoras da citolisina quando expressdao o gene cyl,
aumentando o nivel de viruléncia quando comparado as demais (COX et al, 2005). A
sua atividade celular contribui para elevar a citotoxicidade das infegcbes causadas
por E. faecalis (IZUMI et al, 2005).

A proteina é codificada em cromossomas ou plasmideos transmissiveis,
econsiste em um sistema peptidicos (CylLLe CylLs). Porém, a producéo é realizada
por um processo complexo que requer o produto de 8 genes que perfazem o seu
operao: cylR1, cylR2, cylLL, cylLS, cylM, cylB, cylA e cyll (SHANKAR et al, 2004).

Os genes cylLL e cylLS correspondem as unidades estruturais da enzima, os
genes cylM, cylIB, cylA séo responsaveis por modificagbes traducionais e o gene cyll
€ responsavel pela imunidade celular. Estes seis genes sao transcritos como uma
unidade e os genes cylR1 e cylR2 possuem funcdes reguladoras e correspondem a
segunda unidade transcripcional. Por fim, as duas subunidades (CylLLe CylLSs)
estruturais sdo modificadas pelo produto do gene cylM e transportadas para o meio
extracelular, onde séo ativadas por uma protease codificada por cylA, o que resulta
na producéo da citolisina funcional (COBURN et al, 2003; SHANKAR et al, 2004).

A citolisina é regulada por quorum-sensing, embora alteracbes na
concentragdo em oxigénio também possam mediar a sua expressdo. Assim,
condi¢gbes anaerdbicas promovem um aumento na producdo de citolisina (KOCH et
al, 2004).
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3.4.4.2 Hialuronidase

As hialuronidases compde o grupo de enzimas hidroliticas que potencializam
a viruléncia de Enterococcus, e sédo codificadas pelo gene cromossomal hyl. Estas
enzimas atuam de modo degradativo no acido hialurbnico que €é um
glucosaminoglicano encontrado no tecido conetivo, neural e epitelial e por isso estao
associadas a danos teciduais (SEMEDO et al, 2003). Sugerindo assim, que as
bactérias que possuam esta enzima estejam associadas a doencgas invasivas
(WORTH et al, 2008).

As enzimas sao capazes de despolimerizar os mucopolissacarideos do tecido
conjuntivo, facilitando a colonizagdo dos Enterococcus e dos seus metabdlitos, as
toxinas, nos tecidos do hospedeiro (KAYAOGLU et al, 2004). A enzima também atua
no fornecimento de nutrientes a bactéria, pois os produtos de degradacdo do seu
substrato sdo dissacarideos, que podem ser metabolizados pelo micro-organismo
(HYNES et al, 2000).

3.4.4.3 Gelatinase

A gelatinase é uma metaloprotease de zinco extracelular codificada pelo gene
gelE e constituida por residuos de histidina, cujos locais de ligagdo sdo ocupados
pelos ions de zinco. Possui natureza hidrofébica e sua expressao é mediada pelo
quorum sensing, por compor o grupo de preoteases bacterianas tem como funcao
fornecer nutrientes peptidicos ao micro-organismo (THURLOW et al, 2010).

Sdo enzimas que podem ocasionar danos aos tecidos do hospedeiro, e
podem ser classificadas como fatores de viruléncia pois hidrolisam um largo espetro
de substratos do hospedeiro, incluindo o colageno, fibrinogénio, fibrina, gelatina e
caseina (THOMAS et al, 2008). A gelatinase ¢é geralmente produzida por
Enterococcus provenientes de infe¢des nosocomiais, fecais ou de isolados clinicos
(LOPES et al, 2006).

3.4.5 Biofilme

Um importante fator de viruléncia de Enterococcus € a capacidade de

producdo de biofilme, mecanismo de protecdo desenvolvido por micro-organismos,
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que aumenta a capacidade de colonizacdo no sitio infeccioso, como também
dificulta a acao de agentes antimicrobianos (WATNICK; KOLTER, 2000; SHRIDHAR,;
DHANASHREE, 2019).

Os biofiimes sdo populacbes bacterianas que sdo encontradas como
agregados ligados a superficie contidos em uma matriz hidratada de polissacarideo
extracelular compreendendo polissacarideos, proteinas, glicopeptideos, &cidos
nucléicos e lipidios (COSTERTON, 2001; FLEMMING; WINGENDER, 2010). A
adesdo a superficies € um mecanismo eficiente para permanéncia em um
microambiente com condi¢cdes hostis. Ademais, estudos relatam ser a fase
microbiana plancténica, um mecanismo de translocacdo (THALLINGER et al, 2013).

Estudos genéticos demostraram que a formacao do biofilme € um processo
complexo que comeca com a adsorcdo de bactérias na superficie de materiais
sélidos, seguido de fixacdo, crescimento e secrecdo de polissacarideos
extracelulares requerem sinalizacdo intercelulare demonstram um perfil de
transcricdo génica que difere das células planctonicas (WATNICK; KOLTER, 2000),

estas etapas sdo descritas na figura 2:

Figura 2 — Etapas de formacéo do biofilme

pre— ce —"—’

Produgio do
Adsorgio da bactéria Fixagio das Crescimento e ¢ Formagio do
a superficie células bacterianas divisdo das células exopolissacarideo e biofilme em camadas
bacterianas do biofilme

Fonte: THALLINGER et al, 2013.

Como descrito na figura 3, as células bacterianas se ligam a uma superficie
configurando o estagio de pré-adesao ao substrato (a), seguida da adesao reversivel
onde ocorre a interagao celular com a superficie de suporte e sua colonizagao inicial

(b) na terceira etapa ocorre adesao irreversivel, que se caracteriza pelo aspecto
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“amontoado” das células aderidas entre si e a superficie com producdo de
exopolissacarideos (EPS) (c), a incorporagéo de novos grupos de micro-organismos

e a maturacgao do biofilme e inicio da liberagao de células planctonicas (d) e (e).

Figura 3 — Etapas do processo de adesédo e formagao de biofilmes em superficies
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Fonte: Adaptado de FORSYTHE, 2002.

O quorum sensing, processo onde ocorre a liberacdo de moléculas de
sinalizacdo intercelular, € um importante mecanismo durante a formacdo do
polissacarideo extracelular no biofilme. As moléculas sensiveis a este mecanismo de
sinalizacdo permitem que as bactérias detectem a presenca de outras bactérias e
que haja a comunicacdo entre elas. O aumento na concentracdo de moléculas de
sinalizacdo pode interferir na expressdao de muitos genes, incluindo genes que
codificam a producéo de adesinas, exopolissacarideos e outros fatores de viruléncia
(THALLINGER et al, 2013).

Acredita-se que micro-organismos produtores de biofilme apresentam elevada
resisténcia a antimicrobianos quando comparada as correspondentes formas
plancténicas, seja pela diminuicdo da penetracdo do antibidtico através da matriz do
biofilme, seja pela expressdo de mecanismos mais complexos de resisténcia como,
a transferéncia horizontal de genes entre as células microbianas, especificos da
matriz (DAVIES; DAVIES, 2010; SOBISCH et al, 2019).

Assim, estudos relatam que mais de 65% das infec¢des hospitalares ocorrem
devido & capacidade de producgéo de biofilme pelos micro-organismos, onde estes

causam infeccbes recorrentes, crénicas e de elevada resisténcia a drogas
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antimicrobianas (LINDSAY; VON HOLY, 2006; MONIRI et al, 2013; SCHIWON et al,
2013).

A capacidade dos Enterococcus para formar biofilmes pode conferir vantagem
ecolégica em certas situacdes, no caso de cepas clinicas de E. faecalis isoladas de
pacientes com endocardite infecciosa foram significativamente associadas a maior
formacao de biofilme quando comparado aos isolados clinicos de ndo endocardite;
Estudos sugerem que essa caracteristica pode ser atribuida, em parte, a fatores
patogénicos especificos, incluindo fatores relacionados a aderéncia (MOHAMED et
al, 2004).

Os fatores de adesdo mais importantes sdo substancia de agregacéao (Asa),
proteina de superficie extracelular (Esp), antigeno de E. faecalis A (EfaA), adesina
de colageno de E. faecalis (Ace) e Ebp (endocardite e pili associado ao biofilme)
(FISHER; PHILLIPS, 2009) e fatores patogénicos secretados de enterococos com
um valor na patogénese sdo CylA (citolisina), GelE (gelatinase) e Hyl (hialuronidase)
(KAYAOGLU; @RSTAVIK, 2004). Diversos estudos investigaram o papel desses
fatores de viruléncia na formacao de biofilme por enterococos (SHANKAR et al,
1999; SHANKAR et al, 2001; DUPRE et al, 2003; SANDOE et al, 2003).

3.5 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Desde os anos 1960, as infec¢Bes enterocécicas nosocomiais tornaram-se
preocupantes para saude publica, pois as cepas isoladas demonstravam um perfil
de resisténcia aos antibidticos (TYNE et al, 2013). Ao longo do tempo os
Enterococcus vém tornando-se uma das mais frequentes bactérias isoladas nos
ambientes hospitalares e isso se deve, principalmente por apresentarem resisténcia
intrinseca a diversos grupos de agentes antimicrobianos e a abundancia de
elementos méveis (plasmideos e transposons) em E. faecalis que provavelmente
contribuem para a acumulacdo de viruléncia e o surgimento de resisténcia a drogas
(BOHLE et al, 2011).

3.5.1 Resisténcia Intrinseca

Uma das caracteristicas marcantes dos enterococos € a sua resisténcia

natural a diversos antibidticos utilizados rotineiramente na clinica contra cocos



39

Gram-positivos. Esta resisténcia esta diretamente ligada a genes localizados no
cromossoma. Isto leva esses micro-organismos a serem naturalmente resistente a [3-
lactamicos, cefalosporinas, sulfonamidas, clidamicina e aminoglicosideos (MURRAY,
1990).

A resisténcia aos B-lactamicos estd implicada com a superproducdo da
proteina de ligacéo a penicilina (PLP). E. faecalis pode adquirir maior resisténcia aos
B-lactamicos através da aquisicdo de B-lactamases oriunda de outras bactérias o
gue leva a obter Concentracfes Inibitérias Minimas (CIM) maiores para essa droga
quando comparados a outros organismos Gram-positivos (WOODFORD;
LIVERMORE, 2009; HOLLENBECK; RICE, 2012).

Os aminoglicosideos atuam pela inibicdo da sintese de proteinas ribossomal
e € a sua incapacidade de entrar na bactéria que Ihe confere a baixa atividade em
baixas concentracdes da droga (HOLLENBECK; RICE, 2012).

3.5.2 Resisténcia adquirida

No tratamento de infec¢cdes enterocOcicas a terapia de escolha é feita
frequentemente através do uso de vancomicina e em casos de graves infec¢des,
através da combinacdo sinérgica de agentes ativos na parede celular
(glicopepitideos,  principalmente  vancomicina, e  beta-lactamicos) com
aminoglicosideos (geralmente, gentamicina) (ARIAS et al, 2007; WOODFORD;
LIVERMORE, 2009).

Entretanto, o que gera grande preocupacdo é o fato de que os E. faecalis
também possuem a capacidade de adquirir rapida resisténcia através de genes
localizados em plasmideos, transposons e através de troca cromossdmica e
mutacdes, levando a um grande desafio para medidas terapéuticas e se tornando a
mais importante forma de patogenia da espécie (RATHNAYAKE et al, 2011;
TREMBLAY; ARCHAMBAULT, 2013).

Os genes de resisténcia a drogas constituem mais de 25% dos elementos
moveis, refletindo assim uma acumulacéo desenfreada de elementos de resisténcia
de drogas e fatores de viruléncia (TYNE et al, 2013). Por estarem presentes no trato
gastrointestinal, aumentam a possibilidade de receberem genes de resisténcia de
outros micro-organismos, podendo posteriormente ser reservatérios de tais genes

para outras bactérias mais patogénicas (HEGSTAD et al, 2010).
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Através da cadeia alimentar, enterococos resistentes a antimicrobianos
também podem transmitidos aos seres humanos através do gado e produtos
alimentares derivados (JAMET et al, 2012).

Primeiros relatos na Europa em 1987, cepas de enterococos resistentes a
vancomicina (ERV) tém recebido atencdo crescente desde o final dos anos 1980,
quando um rapido aumento nos numeros de infec¢cdes nosocomiais foi relatado nos
Estados Unidos. Dos sete fendtipos (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG e
VanL) associados a resisténcia a Vancomicina, os fendtipos VanA e VanB séo os
mais clinicamente relevantes, devido a capacidade de transferéncia genética entre
espécies e géneros e por provocarem alto grau de resisténcia a droga, sendo ambos
mais encontrados em E. faecalis. A teicoplamina € outro farmaco glicopeptideo que
exibe muitas semelhancas com a Vancomicina, onde 0s enterococos VanA sao
resistentes a teicoplamina e os fenotipos VanB e VanC sdo suscetiveis a este
farmaco (FURTADO et al, 2006 2011; BATISTAO et al, 2012).

Em aminoglicosideos temos como exemplo o principal mecanismo de
resisténcia a gentamicina, que ocorre mais frequentemente através da aquisi¢do de
um gene (APH(2")-la-AAC(6')-le) que modifica a gentamicina, a tonando ndo mais
capaz de se ligar ao seu alvo na subunidade ribossémica 30S e assim perdendo sua
atividade antibacteriana (HOLLENBECK; RICE, 2012).

A partir do ano 2000, cepas ERV se mostravam sensiveis para o tratamento
mais recente, através do inibidor de sintese proteica, Linezolida. Quadro este que ja
vem mudando com a descoberta cada vez mais de cepas resistentes a essa droga
(KAINER et al, 2007; UPADHYAYA, RAVIKUMAR; UMAPATHY, 2009).

Resisténcia ao cloranfenicol, eritromicina, niveis elevados de clindamicina,
tetraciclina e fluoroquinolonas sdo também exemplos de resisténcia adquirida por
esses micro-organismos (RATHNAYAKE et al, 2011).

Cada vez mais a literatura descreve casos de cepas multirresistente as
principais formas de tratamento aumentando a taxa de mortalidade em unidades de
terapia intensiva, fazendo-se, assim, urgente a descobertas de novas drogas contra
essas graves infec¢cdes (LOURENCO et al, 2011).
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3.6 ANTIMICROBIANOS AVALIADOS
3.6.1 Glicopeptideos

Glicopeptideos séo constituidos por grandes estruturas ciclicascomplexas,
contendo em sua molécula aminoacidos e agucares. Em consequéncia de sua
conformacdo molecular, estes antibidticos sdo resistentes a acdo de enzimas
proteoliticas, como as beta-lactamases. Um dos principais representantes desta
classe € a vancomicina (figura 4), que tem uma estrutura triciclica (VON
NUSSBAUM et al, 2006).

A vancomicina foi o primeiro antimicrobiano da classe desenvolvido para uso
clinico. Foi obtida através de culturas de Amycolatopsisorientalis. Exerce atividade
contra estafilococos, enterococos, estreptococos, Clostridium difficile e outras
bactérias anaerdbias gram-positivas, como Peptostreptococcus. Sua atividade
bactericida contra estreptococos e estafilococos é possivel com menores
concentracfes da droga. Ja contra enterococos, apesar de ativa, ndo produz efeito
bactericida. Desta forma, para tratamento de infeccbes por este agente é

recomendado 0 uso sinérgico de um aminoglicosideo.

Figura 4 — Estrutura quimica da vancomicina
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Fonte: GUIMARAES et al, 2010.

A vancomicina apresenta uma conformacdo rigida importante para a

atividade. Os glicopeptideos inibem a biossintese da parede celular bacteriana pela
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complexacdo com o residuo dipeptidico terminal D-Ala-D-Ala das cadeias peptidicas
gue constituem a parede celular. Esta complexacdo impede que o substrato esteja
disponivel para a acdo da transpeptidase inibindo, portanto, a reacdo de
transpeptidacao (PACE; YANG, 2006).

Nos micro-organismos em reproducdo, a vancomicina atua durante a
formacao de nova parede celular, os glicopeptideos ligam-se e formam complexos
com as unidades N-acetilglicosamina e N-acetiimuramico-peptideo, que iriam
compor o peptidoglicano da nova parede. Desta maneira, interrompem 0 processo
de polimerizacdo da parede celular. Desprovidas de parede celular, as bactérias
sofrem lise, devido a elevada pressdo osmotica do seu meio interno. E importante
observar que, apesar do processo ser diferente, o resultado € similar ao ocorrido
com a administracdo de antibiéticos B-lactamicos (PACE; YANG, 2006).

O mecanismo de resisténcia aos glicopeptideos envolve uma menor afinidade
destas drogas aos precursores de peptideoglicano das bactérias, permitindo a
sintese desta estrutura da parede celular apesar da exposicdo ao antimicrobiano
(WALSH, 2003). Diferentes fen6tipos de resisténcia ao glicopeptideo foram descritos
em Enterococcus, os fendétipos VanA e VanB sdo os mais frequentes (FISHER;
PHILLIPS, 2009). No entanto, o fenétipo VanA é o mais amplamente disseminado e
estd associado a surtos nosocomiais em instituicées de saude (MUNDY et al, 2000;
PEROZO MENA et al, 2011).

Entre os genoétipos de resisténcia aglicopeptideos como vancomicina, é
importante diferenciar aqueles que sao adquiridos e transferiveis (VanA e VanB) dos
intrinsecos e intransferiveis (VanC, VanD, VanE e VanG). Os gendtipos adquiridos
tém altos niveis de resisténcia e, portanto, sdo os que foram implicados na maioria
dos surtos hospitalares, portanto, sua presenca implica medidas rapidas de controle.
A importancia clinica e epidemioldgica daqueles com resisténcia intrinseca € menos
clara, tanto por apresentarem niveis baixos ou intermediarios de resisténcia a
vancomicina quanto por até agora ndo estarem envolvidos em surtos, embora
possam causar infec¢des graves (TOYE et al, 1997; PEROZO MENA et al, 2011).

3.6.2 B-Lactamicos

Os B-lactamicos se caracterizam pela presenca, em sua estrutura quimica, do

anel B-lactamico, responsavel pela sua agdo antimicrobiana. A ligagdo do anel (-
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lactamico com outros diferentes anéis, como anel tiazolidinico, nas penicilinas, ou o
anel di-hidrotiazina, nas cefalosporinas, compdem as estruturas basicas que
caracterizam as diferentes classes de antibidticos beta-lactamicos (SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

Dentre os B-lactamicos, as aminopenicilinas (penicilinas semissintéticas) se
destacam por apresentarem um amplo espectro de atividade que se estende aos
Gram-negativos, e por apresentarem efeitos adversos menos frequentes. Ampicilina
(figura 5) e amoxicilina s&o os representantes deste grupo (WALSH, 2003; SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

S&o antimicrobianos bactericidas, que inibem a sintese da parede celular
através da interrupcéo do processo de transpeptidacao (Figura 6). Esse mecanismo
baseia-se na unido de B-lactamicos a receptores especificos localizados na
superficie interior da membrana celular bacteriana, denominados “proteinas
fixadoras de penicilina” (PBPs). As PBPs possuem um papel chave nas fases finais
da sintese de peptidoglicano, estas proteinas catalisam a ligacdo cruzada das
subunidades da parede celular. Para a sua atuacdo, os [-lactamicos devem
primeiramente penetrar na parede celular bacteriana (SUAREZ; GUDIOL, 2009;
URBINA-DAZA et al, 2019).

Figura 5 — Estrutura quimica da Ampicilina
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Fonte: PETRI JUNIOR, 2006.
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Figura 6 — A¢éo dos B-lactdmicos na parede celular bacteriana
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MAM: Acide N-acelimuramics; NAG: Acide N-acetilgluessamina: PBP: Penieillin Binding Protsin
Fonte: Adaptado de SUAREZ; GUDIOL, 2009.

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antibioticos B-lactamicos
através dos seguintes mecanismos: prevencdo da interacao entre o antibiético e a
PBP alvo; incapacidade do antibiotico de se ligar a PBP; hidrolise do antibidtico por
B-lactamases. A atividade das B-lactamases constitui o principal mecanismo de
resisténcia das bactérias aos antibioticos B-lactamicos (ZAPUN et al, 2008; URBINA-
DAZA et al, 2019).

A sintese de B-lactamases é induzida tanto pela presenca de moléculas do
antibiotico quanto pela presenca de precursores da parede celular do meio
extracelular. A atividade dessas enzimas esté dirigida especificamente a hidrdlise de
um anel B-lactamico, provocando a producdo de um composto acido desprovido de
atividade antibacteriana (NAGANO et al, 1999).

3.6.3 Aminoglicosideos

O primeiro aminoglicosideo — a estreptomicina — foi isolado em 1940 a partir
de culturas de Streptomycesgriseus e foi 0 segundo antibiético usado na terapéutica,
logo apdés o aparecimento da penicilina, nomeadamente para o tratamento da

tuberculose. S&o moléculas hidrofilicas, constituidas por um anel aminociclitol,
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derivado do inositol, ligado a um ou mais agucares aminados, através de ligagdes
glicosidicas. Dentre os aminoglicosideos prescritos na pratica clinica, destaca-se a
gentamicina, conforme figura 7 (DURANTE-MANGONI et al, 2009).

Figura 7 — Estrutura quimica da gentamicina
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2019
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Aminoglicosideos s&o drogas bactericidas, que agem ao se ligar ao
ribossomo bacteriano, inibindo irreversivelmente a sintese protéica (VAKULENKO;
MOBASHERY, 2003). O seu mecanismo bactericida se deve a sua natureza
policatidnica. Por molécula existem cerca de 3 a 6 grupos amino protonados, bem
como a existéncia de grupos hidroxilos. Tais caracteristicas permitem a interacao
destes antibiéticos com o rRNA 16S da subunidade 30S do ribossomo através de
pontes de hidrogénio e de ligacBes ibnicas, causando alinhamentos estéricos no
rRNA e interferindo com a sintese normal de proteinas (MINGEOT-LECLERCQ et al,
1999; DURANTE-MANGONI et al, 2009). A resisténcia aos aminoglicosideos é
causada por meio de trés mecanismos: impermeabilidade da parede bacteriana;
alteracdo molecular no ponto de ligacdo do antibiético ao ribossomo; inativacéao

enzimatica, neste caso, mediada por meio de plasmideos (DOI; ARAKAWA, 2007).
3.6.4 Fluorquinolonas

Sao antimicrobianos obtidos inicialmente no inicio da década de 1960, obtidos
a partir da sintese da cloroquina — acido nalidixico. A partir de 1980 com a juncéo de
novos componentes, com a incorporacdo de um atomo de flior e de um anel

piperazinico a molécula, que modificaram significativamente o perfil farmacocinético
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e 0 espectro de atividade. Atualmente sdo classificadas em geragbes. O
ciprofloxacino observado na figura 8 € classificado como uma fluoquinolona de
terceira geracdo (APPELBAUM; HUNTER, 2000; DRLICA et al, 2008).

Figura 8 — Estrutura quimica do ciprofloxacino
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Fonte: GUIMARAES et al, 2010.

Fluorquinolonas sao antimicrobianos bactericidas que atuam sobre o
processo de replicagdo cromossOmica bacteriana. Seus alvos sdo as enzimas
topoisomerase 1l (DNA-girase) e topoisomerase IV, que controlam o processo de
duplicacdo do material genético. Em consequéncia da acdo das quinolonas, a cadeia
de DNA torna-se anormalmente longa, ndo cabendo dentro da célula bacteriana, que
pode sofrer uma ruptura. Em algumas bactérias, a DNA-girase funciona como alvo
primario, em outras situacdes o alvo preferencial é a topoisomerase 1V, no entanto,
em ambas as situa¢des a outra enzima se torna o alvo secundario (ALOS, 2003).

A resisténcia a fluorquinolonas ocorre por mutacdo genética, na maioria dos
casos, e raramente é mediada por plasmideos. A resisténcia manifesta-se por meio
de trés mecanismos: por alteracdo nas enzimas topoisomerases Il e IV, que se
tornaram resistentes a acdo da droga; a alteracdo na permeabilidade a droga pela
membrana celular bacteriana, que impede a passagem da droga pelos canais
porinicos; ativacdo de bombas de efluxos, por alguns micro-organismos, retirando a
droga do interior da célula bacteriana (HOOPER, 2001; DRLICA et al, 2008).
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3.6.5 Oxazolidinonas

Classe de antimicrobianos que surgiu em 1999, com a obtencé&o da linezolida,
(figura 9), por meio de sintese quimica, caracterizada pela presenca do anel
oxazolidinona. Linezolida é um antimicrobiano bacteriostatico que atua na inibicdo
da sintese proteica no estagio inicial, por unido ao sitio 23S do rRNA bacteriano
especificamente sobre a subunidade 50S do ribossomo, impedindo a formacdo do
complexo 70S, componente essencial no processo da sintese (MEKA et al, 2004). O
desenvolvimento de resisténcia a linezolida é resultado de uma mutacdo no gene
23S rRNA, que altera 0 RNA ribossémico, impedindo a ligacdo do antibidtico ao
ribossomo (BOZDOGAN; APPELBAUM, 2004, Bl et al, 2018).

Figura 9 — Estrutura quimica da linezolida
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Fonte: GUIMARAES et al, 2010.
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3.7 NAFTOQUINONAS

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabdlitos de
distribuicdo natural. Nos ultimos anos intensificou-se o interesse nestas substancias,
nao s6 devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também ao
destaque cada vez maior que apresentam em variados estudos farmacoldgicos. Na
natureza, estdo envolvidas em etapas importantes do ciclo de vida de seres vivos,
principalmente nos niveis da cadeia respiratoria e da fotossintese (FALKENBERG,
2010).

Em estudos farmacoldgicos, as quinonas mostram variadas bioatividades,

destacando-se, dentre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas,
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viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores, processos
nos quais atuam de diferentes formas (SILVA et al, 2003).

A unidade quinoide (1,4-dicetociclohexa-2,5-dieno ou 1,2-dicetociclohexa-3,5-
dieno) ocorre com relativa abundancia em substancias de origem bioldgica. A
nomenclatura de quinonas é definida pelo esqueleto do anel aromético,
estabelecendo-se as posi¢cdes dos dois grupos carbonilicos na molécula (1,2- ou
orto-, 1,4- ou para-) e acrescentando-se o sufixo quinona (VAN DER VIJVER, 1975).

Com base na sua estrutura molecular, as quinonas sdo divididas em
diferentes grupos (mostrado na figura 10) utilizando-se como critério o tipo de
sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidica: benzoquinonas — um anel
benzénico; naftoquinonas — um anel naftalénico; antraquinonas — um anel

antracénico linear ou angular (SILVA et al, 2003).

Figura 10 — Classificacdo das quinonas
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al, 2007.

As naftoquinonas sdo compostos organicos altamente reativos que pertecem
ao grupo de compostos carbonilicos a,B-insaturados que tem como caracteristica
estrutural a posicdo dos grupos carbonilicos nas posicées 1,4 ou com menor
frequéncia 1,2 no anel naftalénico. Na natureza se apresentam com grupo hidroxilico
e/ou metilico como substituintes, no entanto, podem ser encontradas na forma livre
ou condensada com diversos monossacarideos (LOPEZ et al, 2011).

Conhecido desde 1858 (ARNAUDON, 1858), o lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-
2-butenil)-1,4-naftoquinona), destaca-se dentre as naftoquinonas naturais. Pode ser
facilmente extraido da madeira de plantas dos géneros Tabebuia sp. e Tecoma sp.
(bignoniaceas) conhecidas como ipé (GIBBS, 1974; LINARD et al, 1975; MATA-
SANTOS et al, 2015). O principal interesse no lapachol deve-se a capacidade de
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induzir o estresse oxidativo através da formacao intracelular de espécies reativas do
oxigénio, como o perédxido de hidrogénio (H,0,), e anion-radical superéxido (O;) e o
radical hidroxila (HO’). Estas espécies podem causar danos em componentes
celulares, que podem alterar o balanco natural de sinais que interferem na divisao
celular em pontos especificos da evolugdo morfogénica natural ou levar a célula a
induzir apoptose (BELIZARIO, 2002).

Estudos realizados indicam que a ocorréncia da inducao do estresse oxidativo
pelo lapachol ocorre a nivel da enzima P450 redutase. Neste processo as espécies
reativas do oxigénio promovem a cisdo do DNA. Neste caso, esta via oxidativa € um
mecanismo de a¢do importante, pois 0s micro-organismos sao mais suscetiveis que
os hospedeiros (SILVA et al, 2003; MOURA et al, 2012).

O estresse oxidativo, sobre os seres vivos, pode resultar da acdo de muitos
agentes ambientais, como radiacdes gama e ultravioleta, ozbnio e poluentes
automotivos no ar, assim como de certas substancias da cadeia alimentar e de
derivados do tabagismo. Estima-se que de 1 a 2% do oxigénio consumido pelos
mamiferos sejam convertidos a espécies oxidantes, devido falhas fisiolégicas na
mitocondria (GRACY et al, 1999; SILVA et al, 2003).

O ciclo redox das quinonas onde o substrato quinonoidico (Q) sofre
biorreducdo por um ou dois elétrons, catalisada pelas enzimas NADPH, dentre
outras, forma o anion radical semiquinona (Q-¢) in situ. Na presenca de oxigénio
molecular (O,), esse anion radical (Qe-) transfere um elétron e gera o radical
superoxido (Oz+-). O radical superoxido (O,+-) sofre a acdo da enzima superéxido
desmutase gerando peroxido de hidrogénio, e paralelamente uma reacédo de Fenton
catalisada por Fe*? que produz o radical hidroxila (FERREIRA et al, 2010).

Tanto as espécies reativas de oxigénio como o peréxido de hidrogénio, sao
toxicos para células alterando processos celulares basicos como a biossintese de
acidos nucleicos e os mecanismos responsaveis pela biossintese de energia em
forma de ATP como a peroxidacédo de lipideos e a alteracédo do transporte eletrénico
com inibicdo da respiracao celular (SILVA et al, 2003).

Outros mecanismos de acdo relacionados com a toxicidade das
naftoquinonas e derivados sdo baseados nos substituintes do anel farmacoforo de
1,4-naftoquinona, interagindo com a membrana celular microbiana, em funcéo da
lipofilia dos substituintes, bem com &cidos nucleicos mediante a intercalacdo da

parte 1,4-naftoquinonas entre os pares de bases da dupla hélice do DNA com
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consequente inibicdo da replicagéo e transcricdo, ambos 0s processos envolvidos
em fungdes determinantes na viabilidade celular tal como a diviséo e expressao dos
genes (LOPEZ et al, 2011).

Uma série de processos de importancia crucial para as células, como a
inducdo da morte por apoptose e os danos provocados pelo estresse oxidativo estéo
entre os principais efeitos que as quinonas provocam em sistemas biolégicos.
Sendo, as espécies O, e H,0O, estdo sendo consideradas como dois importantes
sinais reguladores de condic¢des intracelulares (SALMON-CHEMIN et al, 2001).

Atualmente ha uma reorientacdo da investigacdo por novos agentes capazes
de inibir micro-organismos multidroga resistentes. Os compostos quimicos naturais e
seus derivados se propdem como uma alternativa além de apresentarem uma menor
incidéncia de reacdes adversas quando comparados com farmacos sintéticos
(LOPEZ et al, 2011).

3.8 METODOS DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentragcdo bactericida minima
(CBM) séao técnicas realizadas in vitro, que tém sido os parametros mais usados
para quantificar a atividade de uma droga frente a um micro-organismo, além de
serem medidas convencionalmente utilizadas para ajudar na selecdo de drogas para
uso clinico (CRAIG, 1995; LI, 2000).

A CIM é definida como a menor concentracdo da droga, que ndo permite o
desenvolvimento microbiano visivel de inéculos padronizados, apds serem expostos
a uma série de diluicdes da droga e incubados por 24 horas a 37 °C em caldo;
enquanto a CBM é a menor concentracdo da droga, que provoca uma diluicdo de
99,99% de bactérias vidveis, em comparacdo com o indculo inicial ndo submetido ao
antibiético, nas mesmas condicdes experimentais estabelecidas para a
determinacao da CIM (COURVALIN, 1985; CRAIG, 1995; LI, 2000).

3.8.1 Associagdes de drogas
Na terapéutica clinica, a combinacgéo de drogas é frequentemente utilizada no

tratamento de infecgBes graves. Assim, as circunstancias essenciais que motivam a

utilizacdo de uma associacdo de drogas na terapia sao: tratamento de infecgéo
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grave na diagnosticada, infeccdo polimicrobiana; o risco de selecdo de mutantes
resistentes; aumento do efeito bactericida; diminuicdo da toxicidade de drogas
(COURVALIN, 1985; KROGSTAD; MOELLERING, 1986; RICE; ELIOPOULOS,
1989).

A razdo para a terapia combinada é diminuir apossibilidade que um micro-
organismo resistente possa emergir no tratamento com um agente antimicrobiano
(TALLARIDA, 2011; DRAGO et al, 2007).

Quando usada na literatura de doencas infecciosas, a sinergia € definida
como uma interagdo de dois ou mais antimicrobianosagentes em que o efeito
produzido pela combinacdo émaior do que a soma de seus efeitos individuais
guando usads sozinhos.

Quando o efeito da associacdo de drogas antimicrobianas € igual & soma de
seus efeitos independentes quando medidosseparadamente, isso € chamado de
aditivo. Falta de qualquer efeito com a adicdo de um segundo medicamento é
denominado indiferenca. Da mesma forma, o antagonismo € dito quando o
combinado efeito de drogas antimicrobianas € menor do que a soma dos efeitos
independentes quando medidos separadamente (ELIOPOULOS; MOELLERING,
1996).

Varios métodos estdo disponiveis para testar combinacdes de
antimicrobianos e cada um tem sua propria definicdo de sinergia, indiferenca ou
antagonismo. O “Checkerboard” (método do tabuleiro de xadrez) e o “Time Kill
Curve” (cinética de morte) um método de avaliagdo da sinergia entre agentes
antimicrobianos bem estudados (JACKSON et al, 2009).

3.8.2 Checkerboard - Método do tabuleiro de xadrez

O Checkerboard é uma técnica realizada microdiluicdo em caldo em placas
de 96 pogos com diversas concentragcbes de antimicrobianos combinados. Apds a
inoculagao do micro-organismo (inéculo de concentragéo definida) nos pogos com
antimicrobianos, a placa € incubada por 24h. As mesmas definicbes de sinergismo,
adicdo, indiferenga e antagonismo sido aplicadas (ELIOPOULOS; MOELLERING,
1996; LEBER, 2016).

Uma variacdo do Checkerboard, representando uma expressdo matematica

do isobolograma, € a concentracao inibitéria fracionada (CIF). O método CIF envolve
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determinar o CIM de cada antimicrobiano individual contra o micro-organismo,
seguido pelo teste dos antimicrobianos sem combinagdo. A CIM, que em
combinacdo inibe o micro-organismo, é entdo dividida pelo CIM apenas do
antimicrobiano, produzindo uma CIF. A soma do CIFs para a combinacao é o indice
CIF (ICIF) (HALL et al, 1983).

Uma desvantagem do método do tabuleiro de xadrez € que mede apenas a
atividade inibitéria dos antimicrobianos e suas associacdes. Em algumas situacfes

clinicas, a quantificacdo da morte bactéria ndo é relevante.

3.8.3 Time Kill Curve — Cinética de morte

A avaliagéo in vitro do efeito das associacdes € realizada utilizando o método
do Time Killl onde a dindmica da atividade bactericida das drogas e suas
associacfes sao acompanhadas por um determinado periodo de tempo. A
construcdo de curvas de cinética de morte pode ser usada para determinar a
atividade bactericida de combinacdes antimicrobianas. Micro-organismos sao
incubados em caldo contendo véarias concentragdes dos antimicrobianos
selecionados, isoladamente e em combinacdo (PILLAI et al, 2005; MENEZES et al,
2019).

Os dados sao interpretados, comparando-se o0s resultados obtidos da
associacdo com a droga mais ativa. A associacdo é classificada como sinérgica,
antagonica, indiferente ou aditiva. Sinergismo € definido como um aumento de >100
vezes do numero de morte microbiana em um periodo de 24 horas, comparado com
o efeito da droga mais ativa; o antagonismo como uma diminuicdo de >100 vezes no
namero de morte bacteriana em 24 horas; efeito indiferente ocorre quando a
variacao € inferior a 10 vezes, aumento ou diminuicdo, no nimero de mortes em 24
horas; e o efeito aditivo ocorre, quando o resultado da associacdo é igual a soma
dos efeitos de cada antibiético estudado isoladamente na mesma concentracao
(KROGSTAD; MOELLERING, 1986; RICE; ELIOPOULOS, 1989).

No entanto, esses parametros fornecem um Unico ponto de observacéo
durante o tempo exposi¢do dos micro-organismos as concentracdes estaveis de CIM
e CBM. Que né&o informa as mudancgas ocorridas no decorrer do tempo na
quantidade de células bacterianas viaveis, além de nao fornecer dados sobre a

sequéncia de eventos. Dessa forma, € considerado um processo falho para avaliar o
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inicio da acdo bactericida, bem como os efeitos da mudanca na concentracdo do
in6culo e mudancas da concentracdo da droga sobre os eventos antibacterianos (LI,
2000).

Essas informacgfes adicionais sao fornecidas pelo estabelecimento da curva
de morte versus tempo, que avalia in vitro o andamento e extensdo da acao
bactericida, realizando subculturas quantitativas em intervalos de tempo regulares,
apos a exposicdo do micro-organismo a concentracdes farmacolégicas da droga e
suas associa¢des (BARRY et al, 1999).

Uma curva de morte versus tempo € gerada pela exposicdo do organismo
teste a concentracdes constantes do antibiotico, consiste em uma fase lag, uma fase
log, e uma fase de recrescimento. A fase lag representa o tempo requerido para a
penetracdo do antimicrobiano dentro da célula; a fase log € considerada como
medida quantitativa para a intensidade do efeito bactericida; a fase de recrescimento
reflete a habilidade dos micro-organismos, para adaptar-se ao ataque da droga nem

sempre representado (CRAIG, 1995; LI, 2000).
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4 METODOS

4.1 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA E DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

4.1.1 Micro-organismos

Foi utilizado neste estudo um grupo composto por 12 cepas de Enterococcus
faecalis o qual compreende: 2 cepas de referéncia (Enterococcus faecalis ATCC
29212 e Enterococcus faecalis ATCC 51299 e 10 cepas clinicas (LFBM 421, LFBM
335, LFBM 918, LFBM 240, LFBM 417, LFBM 168, LFBM 671, LFBM189, LFBM 160
e LFBM 272).

4.1.2 Isolamento

As cepas clinicas de Enterococcus faecalis foram isoladas de amostras de
sangue (hemoculturas) oriundas de pacientes hospitalizados. Os Enterococcus
foram reativados em caldo Mueller-Hinton e semeadas em agar Mueller-Hinton
(AMH) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) e incubadas a 37°C durante 24 horas,
conforme figura 11. Esses micro-organismos sdo mantidos no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos (LFBM) do Departamento de

Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.
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Figura 11 — Semeio de Enterococcus faecalis em MH

Fon;[é: O autor.
4.1.3 Identificacédo

A partir do crescimento das cepas em agar Mueller-Hinton, foram realizadas uma
série de avaliacOes para identificacdo, a saber: a) Exame microscopico: foi realizado
para observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais em esfregacos corados pelo
Gram. b) Identificacdo bioquimica: a partir de uma cultura pura em AMH testes
bioguimicos foram realizados para identificacdo do género e da espécie.

Desta forma, foram realizados os seguintes testes: Producdo da catalase,
tolerancia ao NaCl a 6,5%, prova da pyrrolidonil arilamidase (PYR), hidrélise da
esculina na presenca de bile, fermentacdo do sorbitol, crescimento em telurito de
potassio e hemolise em agar sangue (KONEMANN, 2009).

4.1.3.1 Teste da catalase

A producéo da enzima catalase foi detectada pela visualizacdo da formacao
de bolhas (figura 12) apds o contato de uma por¢ao do material fresco (duas a trés
colénias) depositada em uma lamina de vidro, com duas gotas de uma solucéo a 3%

de peroxido de hidrogénio.
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Figura 12 — Identificacdo da produgéo da enzima catalase
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Fonte: KONEMANN, 2009.

4.1.3.2 Tolerancia ao NaCl a 6,5%

As amostras foram semeadas em caldo nutriente (Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA) suplementado com NaCl (6,5%). Assim, os tubos foram
incubados a 37 °C por 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada por semeio em

AMH ap06s o periodo de incubacéo.

4.1.3.3 Hidrolise da L-pirroglutamil-B-naftilamida (teste de PYR)

O teste foi realizado através da utilizagdo de um Kit de origem comercial BBL
PYR (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA) para determinacdo da
capacidade de producdo da pirrolidonil peptidase (PYRase). A atividade da
pirrolidonase foi avaliada pela hidrélise da piroglutamil-B-naftilamida (L-pirrolidona-p-
naftilamida [PYR]) em L-pirrolidona e B-naftilamina. O quadrante contendo o PYR foi
umedecido com agua destilada esterilizada. Com o auxilio de uma alca, um
esfregaco foi realizado utilizando duas a trés colonias. Em seguida, ap6s 5 minutos a
temperatura ambiente, 20 uL do PYR reagente (p-dimetil-aminocinamaldeido a
0,015%) foi adicionado. O desenvolvimento de uma cor vermelha indicou reacéo

positiva para o PYR, que € visualizada em até 2 minutos.

4.1.3.4 Hidrdlise de esculina na presenga de bile

Tubos contendo agar bile-esculina (Laborclin, Brasil) foram inoculados com
estrias superficiais e incubados a 37 °C, por 24 horas. Bactérias capazes de crescer
em bile e hidrolisar esculina produzem glicose e resultando em um complexo
castanho-escuro ou preto. A ocorréncia de hidrolise da esculina na presenca de bile
(40%) foi considerada quando houve o escurecimento do meio, o que revela a
precipitacdo de esculetina (7,7-diidroxicumarina) na presenca de ions férricos.
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4.1.3.5 Assimilacdo de carboidratos

Provas de utilizacdo de carboidratos sdo amplamente empregadas para
identificacdo de micro-organismos. O método de assimilacdo de carboidratos por
discos baseia-se na utilizacdo de uma base nitrogenada livre de carboidratos e na
observacdo da presenca ou nao de crescimento ao redor de discos de papel de filtro
impregnados com carboidratos. Purpura de bromocresol foi utilizado como indicador
no preparo do meio. Culturas jovens, de 18 horas de incubacéo, foram utilizadas
para o teste. O semeio foi realizado em toda superficie do meio de cultivo com
auxilio de swab e, posteriormente adicionado um disco (Merck, Alemanha) contendo
sorbitol, proporcionando em uma concentracao final de 1%. A leitura foi realizada
apo6s 48 horas de incubagédo a 37 °C. A presenca de crescimento ao redor de um

disco indica a assimilacao do carboidrato pelo micro-organismo.

4.1.3.6 Agar telurito de potassio (K;TeOs)

A seletividade deste meio consiste na presenca do telurito de potassio, que
inibe uma grande parte dos micro-organismos, no caso do género Enterococcus é
uma prova utilizada na diferenciacéo de espécies e que sebaseia na capacidade das
espécies em reduzir telurito potassio em telurito metdlico, essa reducdo é
visualizada pelo crescimento de col6nias enegrecidas no meio. Dentre o género

Enterococcus, a espécie E. faecalis é positiva para esta prova.

4.1.3.7 Atividade hemolitica

A produgao de hemolisina foi avaliada em agar sangue (Becton, Dickinson
and Company, Sparks, USA), suplementado com 5% de sangue humano). Os micro-
organismos foram semeados na superficie do agar sangue, e incubadas a 37 °C por
24 horas. A atividade hemolitica foi observada pela formacdo de zonas claras ao
redor das estrias/colénias, os Enterococcus podem ser classificadas como e a e -

hemoliticos ou ndo produtores de hemolise.
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4.1.4 Conservagéo

A preservacdo dos micro-organismos foi realizada a partir de uma colonia
semeada em frascos de penicilina contendo agar Mueller-Hinton inclinado. Os tubos
foram incubados a 37 °C por 48 horas. Apdés o periodo de incubacéo, para cada
micro-organismo foi adicionado cerca de 1 mL de o6leo mineral (Vetec, Brasil)
esterilizado. Os frascos foram selados com anel de aluminio e mantidos sob

refrigeracdo a 4 °C.

4.1.5 Determinacao do Fendtipo de Resisténcia

As cepas de E. faecalis tiveram seu fendtipo de resisténcia determinado
através do método de disco difusdo (BAUER et al, 1966) que classifica os micro-
organismos em sensiveis, resistentes ou intermediarios com base no diametro da
zona de inibicdo do micro-organismo em torno do disco. Os antimicrobianos e 0s
critérios de interpretacdo determinados foram utilizados nesse estudo pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST) que estdo descritos na tabela 1:

Tabela 1 — Antimicrobianos e critérios de classificagdo da resisténcia*

Critérios
Antibiético Concentracao Diametro da zona de inibicdo (mm)

Vancomicina (VAN) 30 ug R<14
Gentamicina (GET) 10 pg R<15
Estreptomicina (EST) 10 ug R<17
Meropenem (MER) 10 ug R<18
Ertapenem (ETP) 10 pg R<14
Tigeclina (TGC) 15 ug R<15
Linezolida (LZD) 10 pg R<19
Carbapenicilina (CAR) 100 pg R<14

Fonte: *Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI e European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing-EUCAST



59

4.1.6 Determinacdo das Concentragdes Inibitérias e Bactericidas Minimas (CIM
e CBM)

4.1.6.1 Padronizacédo do In6culo

O indculo foi padronizado de acordo com o protocolo descrito no Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016). Para realizacdo dos testes, 0os micro-
organismos foram cultivados em agar Mueller-Hinton a 37°C, apés 18-24 horas de
incubacéo, col6nias isoladas foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton e a turbidez
desta suspensdao comparada ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, equivalente a
10® UFC/mL.Em seguida, as suspens®es bacterianas foram diluidas (1:10)
sucessivamente em solucao de NacCl (0,85% p/v) para a obtencédo de um inéculo de

concentracdo 10° UFC/mL.
4.1.6.2 Agentes antimicrobianos

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram utilizados
0S seguintes agentes antimicrobianos: Cloridrato de vancomicina, Ampicilina sodica,
Cloridrato de ciprofloxacino, Sulfato de gentamicina e Linezolida. Também foram
incluidos nesse estudo, o Lapachol, a-Lapachona e B-Lapachona.

O lapachol foi obtido por extracdo a partir da casca do caule do Ipé roxo
(Tabebuia avellanedae) e a a e B-Lapachona por sintese organica a partir do
lapachol (LIMA, 1972)

Os antimicrobianos foram pesados analiticamente e solubilizados em agua,
de forma a obter uma solucdo estoque de concentracdo inicial 2048 pg/mL. As
naftoquinonas, apOs pesagem analitica, foram solubilizadas em um sistema
composto por agua/Tween 80/etanol (6:1:3), de forma a obter uma solugédo de 1280
pmg/mL. Estas solucbes estoque foram esterilizadas por filtracdo em membrana

Milipore® de 0,22 pm de porosidade.

4.1.6.3 Determinagéo da Atividade Antimicrobiana
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A determinacdo Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) foi realizada utilizando o método de microdiluicdo,
seguindo as recomendacdes estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (2016) com pequenas modificacdes. Diluicbes seriadas das naftoquinonas e
dos outros antimicrobianos foram preparadas separadamente em tubos contendo
caldo Mueller-Hinton. Estas diluices variaram de 640 a 5 pg/mL para naftoquinonas
e de 1024 a 0,5 pg/mL para os antimicrobianos. Para cada concentracdo obtida
foram inoculados 100 pL em microplacas estéreis de 96 pocos. Ao final, 100 uL da
suspensao bacteriana, foram inoculadas em cada poc¢o obtendo-se uma
concentracéo final de 10* UFC.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo foram
adicionados em cada poco 40 pL da solucdo a 4 mg/mL de cloridrato de 2-(4-
lodofenil)-3-(4-Nitrofenil)-5-phenil tetrazdlio — INT (Sigma-Aldrich Brasil Ltda). As
placas foram novamente incubadas por 6 horas a 37°C. A viabilidade celular foi
observada pelo aparecimento da cor violeta nos pocos, através de uma reducao de
oxidacdo do INT com moléculas da parede celular bacteriana. Uma avaliacédo
antimicrobiana do sistema solvente utilizado foi incluida neste estudo, para excluir
possiveis efeitos tdéxicos sobre os Enterococcus. A CIM foi considerada como a
menor concentragao dos antimicrobianos capazes de inibir o crescimento bacteriano
apos 24 h de incubacgéo a 37°C.

A determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada
segundo o método proposto por Courvalin (1985). ApGs a determinacao da CIM, nos
pocos onde ndo foram visualizados crescimento, foram retiradas aliquotas de 0,01
mL e semeados em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C. O valor da CBM foi definido como a menor
concentragdo dos antimicrobianos capaz de inviabilizar 99,9% das células

bacterianas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
4.1.6.4 Critérios de interpretacdo
O critério de resisténcia foi definido para cada agente antimicrobiano com

base no que preconiza o Clinical & Laboratory Standards Institute descritos na tabela
2.
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Tabela 2 — Critérios de interpretacédo dos valores de CIM

Antimicrobianos Break Points*
Vancomicina CIM = 32ug/mL
Ampicilina CIM = 16pg/mL
Gentamicina CIM = 16ug/mL
Linezolida CIM = 8ug/mL
Ciprofloxacino CIM = 4ug/mL

Fonte: *CLSI, 2016

Para classificar a atividade anti-enterocOcica destas naftoquinonas
foram utilizados os mesmos critérios descritos por Pretto et al (2004). A atividade
antimicrobiana € classificada como forte para CIM com valores inferiores a 100
pug/mL, moderada para valores de CIM entre 100 — 500 pug/mL e fraca atividade para
valores entre 500 — 1000 pg/mL. S&o considerados inativos valores de CIM

superiores a 1000 pg/mL.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-ENTEROCOCCICA DA B-LAPACHONA
ASSOCIADA A ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS

4.2.1 Micro-organismos

Foram utilizadas 11 cepas clinicas para determinacdo da associacdo dos
antibioticos. Dez cepas de origem hospitalar isoladas de hemoculturas (LFBM 421,
LFBM 335, LFBM 918, LFBM 240, LFBM 417, LFBM 168, LFBM 671, LFBM 189,
LFBM 160 e LFBM 272) e 1 cepa de referéncia (Enterococcus faecalis ATCC
51299).

4.2.2 Agentes Antimicrobianos

Para avaliacdo da atividade anti-enterococcica das associacbes de
antimicrobianos foram utilizados os seguintes agentes antimicrobianos: Cloridrato de
vancomicina (Antibiéticos do Brasil-ABL); Sulfato de gentamicina (Santisa);
Ampicilina sédica (Ariston); Cloridrato de ciprofloxacina (Isofarma); B-Lapachona

(Departamento de Antibioticos — UFPE. Recife, Brasil).
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As drogas foram pesadas, analiticamente, e solubilizados de forma a obter
uma solucéo estoque de concentracdo inicial 2048 pg/mL e 1280 pg/mL para os
antimicrobianos e naftoquinonas, respectivamente. As naftoquinonas, apds pesagem
analitica, foram solubilizadas em um sistema composto por agua/Tween 80/etanol
(6:1:3), e os antimicrobianos em agua destilada esterilizada. Estas solu¢des estoque
foram esterilizadas por filtracdo em membrana de celulose de 0,22 pm de

porosidade.

4.2.3 Padronizacgao do In6culo

O iné6culo foi padronizado de acordo com o protocolo descrito no Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016). Para realizagdo dos testes, 0os micro-
organismos foram cultivados em &gar Mueller-Hinton a 37°C, ap6s 24 horas de
incubagéo, colonias isoladas foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton e a turbidez
desta suspensdo comparada ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, equivalente a
108 UFC/mL. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram diluidas (1:10)
sucessivamente em solucdo de NaCl (0,85%) para a obtencdo de um inéculo de

concentracéo 10° UFC/mL.

4.2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana da associagdao da B-Lapachona a

agentes antimicrobianos

A atividade antimicrobianas das associagdes entre [B-lapachona e os
antimicrobianos foi realizada pelo método do tabuleiro de xadrez (Checkerboard)
(LORIAN, 1991). Diluicdes da B-lapachona e antimicrobianos foram realizadas em
caldo Mueller-Hinton de modo a obter concentragdes sub-inibitérias que variaram de
1/2 a 1/256 da CIM e de 1/2 a 1/512 da CIM para B-lapachona e antimicrobianos,
respectivamente.

A partir destas diluicbes, 50 pL de cada concentracdo das drogas foram
transferidos para os pocos da microplaca. Os antimicrobianos foram distribuidos no
sentido da coluna 1 (mais concentrado) a coluna 12 (menos concentrado). A B-
lapachona, foi distribuida no sentido da linha H (mais concentrada) a linha A (menos

concentrada). Para cada poc¢o foram pipetados 100uL das suspensdes bacterianas
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(10* UFC/poco). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, conforme figura
13:

Figura 13 — Diagrama de distribuicdo dos antimicrobianos no método Checkerboard
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Fonte: O autor.

4.2.5 Critérios de interpretacéao

Os dados foram interpretados a partir dos valores do indice da Concentracio
Inibitéria Fracionada (ICIF) obtido pela seguinte equacao:

ICIF = CIFa + CFlg

Onde: CIFA = CIM B-Lapachona (A) em associacao
CIM B-Lapachona (A)

CIFg = CIM antimicrobiano (B) em associacao

CIM antimicrobiano (B)
A partir dos valores de ICIF obtido nas associacdes foi possivel classificar o

tipo de interagao entre a B-lapachona e antimicrobianos, observado na tabela 3:
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Tabela 3 — Critérios de classificagao dos valores de ICIF

FICI Classificacéo das interacfes*
ICIF<0,5 Sinérgico
ICIFO5-1 Aditivo
1<ICIFL2 Indiferente
ICIF > 2 Antagonico

Fonte: *Lorian, 1991

4.3 CINETICA DE MORTE DE Enterococcus faecalis ATCC 51299 E ALTERACOES
ULTRA-ESTRUTURAIS APOS EXPOSICAO A B-LAPACHONA E VANCOMICINA

4.3.1 Micro-organismos

Para o estudo da cinética de morte e dos efeitos ultra-estruturais foi utilizada a

cepa de Enterococcus faecalis ATCC 51229.

4.3.2 Agentes Antimicrobianos

Para avaliacdo da atividade bactericida das associagbes de antimicrobianos
pelo método Time Kill foram utilizados os seguintes agentes antimicrobianos:
Cloridrato de vancomicina (Antibiéticos do Brasil — ABL); Sulfato de gentamicina
(Santisa); Ampicilina sodica (Ariston); Linezolida (Pfizer); e pB-Lapachona
(Departamento de Antibioticos — UFPE. Recife, Brasil). Foram utilizadas, para
determinacdo da cinética de morte, as seguintes associa¢cdes em concentracdes
inibitérias e subinibitérias (CIM e 1/2 CIM), conforme figura 14:

Figura 14 — Diagrama das associa¢des dos antimicrobianos
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Fonte: O autor.
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4.3.3 Meios de Cultura

Caldo Mueller-Hinton (BD) foi utilizado para cultivo, padronizacao do inéculo,

determinacao da atividade bactericida e o estudo das alteracdes ultra estruturais.
4.3.4 Padronizacgao do in6culo

O in6culo foi padronizado de acordo com o protocolo descrito no Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016). Para realizacdo dos testes, o micro-
organismo foi cultivado em AMH e incubado por 24 h a 37°C. Apoés incubacéo,
colénias isoladas foram inoculadas em CMH até atingir uma turbidez equivalente a
10® UFC/mL. Em seguida, a suspensao bacteriana foi diluida (1:10) em CMH para a

obtencao da concentracdo 10° UFC/mL.
4.3.5 Cinética de morte

O método “Time Kill Curves” para avaliar a morte bacteriana baseia-se na
técnica que determina este parametro por enumeracdo das Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC), os sobreviventes de um inéculo previamente quantificado que foi
exposto a concentracdes conhecidas de drogas, em funcéo do tempo (COURVALIN,
1985; KROGSTAD; MOELLERING, 1986).

Volumes de 18,0 mL de CMH contendo a suspenséao bacteriana devidamente
padronizada (10° UFC/mL), foram transferidos para tubos contendo 2 mL das
solu¢cbes das drogas ou de suas associacdes. No tubo controle foi adicionado 2,0
mL de solucéo fisiolégica (0,85% de NaCl) previamente esterilizada.

A enumeracao inicial das bactérias (Ty), foi efetuada a partir de 0,5 mL do
inéculo padronizado diluido de 10 a 10°. De cada dilui¢éo obtida, foram semeadas
aliquotas (n=4) de 10 uL sobre o AMH. As placas foram incubadas a 37°C por um
periodo de 24 horas.

O acompanhamento da morte bacteriana foi realizado por um periodo de 24
horas. Aliquotas de 0,5 mL foram retiradas de cada tubo contendo os micro-

organismos expostos as drogas e as suas associacdes foram diluidas de 10" a 10°°,
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e em seguida semeadas aliquotas (n=4) de 10 uL de todas as diluicdes em AMH. As
placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 horas.

Este processo foi realizado logo apés o contato e repetido apos 3 (Ty), 6 (T2),
9 (T3), 12 (T4) e 24 (Ts) (figura 15). Os valores obtidos permitiram tragar uma curva
representando o namero de células vidveis, expresso em logaritmo decimal, em
funcdo do tempo de exposicdo o qual foi expresso em horas. Os experimentos foram

realizados trés vezes.

4.3.6 Critérios de interpretacao

Os critérios estabelecidos que determinam um efeito bactericida relevante,
sdo caracterizados por um decréscimo do inéculo bacteriano inicial igual ou superior
a 2 logio, independente de estarem as drogas em associagdo ou ndo, uma vez que
os valores iguais a 2 logi;p obtidos nas manipulagées in vitro, podem ser
correlacionados aos resultados in vivo (BARRY et al, 1999; LORIAN, 1992).

Figura 15 — Diagrama da cinética de morte pelo método Time Kill Curves
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CC: Controle de crescimento; ANT: Antimicrobiano isolado; B-Lap: pB-Lapachona isolada; ANT/B-Lap:
Associacao antimicrobiano/B-Lapachona.
Fonte: O autor.
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4.3.7 AlteragOes ultra estruturais

Enterococcus faecalis ATCC 51299 foi cultivado em CMH e volumes de 18
mL contendo a suspenséo padronizada (10° UFC/mL) foram transferidos para tubos
contendo 2 mL das solucfes de B-Lapachona e vancomicina ou da associacdo, nas
respectivas CIM. No tubo controle foi adicionado 2,0 mL de solucao de NacCl (0,85%)
previamente esterilizada. As culturas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Em
seguida, foram centrifugadas e os precipitados fixados em uma solucdo de tampéao
cacodilato de sédio pH 7,2 adicionado de paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5%
por 4 horas a 27 °C.

Os precipitados foram lavados e centrifugados por 10 minutos no mesmo
tampdo e esse procedimento repetido por trés vezes. Posteriormente, 0S
precipitados foram pos-fixados em tetroxido de 6smio 2%, ferrocianeto de potassio
0,8% e cloreto de célcio 5 Mm em tampéo cacodilato de sodio a 0,1 M por 1 hora e
lavada em tampao cacodilato de sdédio.

As amostras foram desidratadas utilizando gradientes de solu¢des de acetona e
depois adicionadas a resina Epon 812 (Sigma, EUA). Em seguida sec¢des ultrafinas
foram obtidas através de um ultramicrotomo (Leica UC6), coradas com acetato de
uranila e citrato de chumbo e examinado em microscopio eletrénico de transmissao
Morgani-FEI®.

4.4 AVALIACAO DA FORMACAO DE BIOFILME POR CEPAS DE
ENTEROCOCCUS FAECALIS E ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA B-LAPACHONA,
VANCOMICINA E SUA ASSOCIACAO

4.4.1 Micro-organismos

Um grupo composto por 11 cepas de Enterococcus faecalis foi utilizado para
0 estudo para o estudo da capacidade de formacdo de biofime: 01 cepa de
referéncia (Enterococcus faecalis ATCC 51299) e 10 cepas clinicas (LFBM 421,
LFBM 335, LFBM 918, LFBM 240, LFBM 417, LFBM 168, LFBM 671, LFBM 189,
LFBM 160 e LFBM 272).

Em um segundo momento, foram selecionadas 4 cepas para determinar a

capacidade antibiofilme apds exposi¢do a B-lapachona, vancomicina e associacao:
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01 cepa de referéncia (Enterococcus faecalis ATCC 51299) e 3 cepas clinicas
(LFBM 421, LFBM 335 e LFBM 417).

4.4.2 Meio de cultura

O Caldo Mueller-Hinton (CMH) foi utilizado para o cultivo dos enterococos.
Agar vermelho congo foi utilizado para triagem fenétpica. O caldo Triptona Soja
(TSB) suplementado com glicose (2%) foi utilizado para padronizacdo do inoculo,
determinacao da atividade biofilme e antibiofilme, e, para as diluicbes seriadas das
drogas.

4.4.3 Agentes Antimicrobianos

Para avaliacdo da atividade antibiofilme foram utilizados os seguintes agentes
antimicrobianos: Cloridrato de vancomicina (Antibidticos do Brasil-ABL) e pB-
Lapachona (Departamento de Antibiéticos — UFPE). Para a atividade antibiofiime

foram propostas as seguintes associacoes descritas na figura 16:

Figura 16 — Diagrama das associa¢des dos antimicrobianos utilizados para determinacéo da atividade
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Fonte: O autor.
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4.4.4 Triagem fenotipica para avaliar a formagao de biofilme

A avaliacdo fenotipica da formacédo do biofilme foi realizada pelo cultivo das
cepas de E. faecalis em placas contendo agar vermelho congo (AVC) (KOUIDHI et
al, 2011), cuja composicao para 1 litro é: caldo BHI (37,0 g/l) adicionado 0,8 g de
corante Vermelho do Congo (Merck, Alemanha) e 36 g de sacarose (Vetec). Os
micro-organismos, a partir de cultivos (18 h) em CMH, foram semeados em placas
contendo AVC pela técnica de estrias com auxilio de al¢a de platina (10uL). As
placas foram semeadas e incubadas a 37 °C por 24 horas. Para classificacdo das
colénias formadoras de “slime”, Fallah et al (2017) utilizou a seguinte escala:
Colbnias muito negras a negras foram consideradas fortes produtoras de biofilme,
enquanto as cores quase negras indicaram uma fraca atividade de producdo de
biofilme. Por outro lado, cepas com colonias vermelhas foram classificadas como

incapazes de produzir o biofilme.

4.4.5 Padronizacgao do in6culo

O indculo foi padronizado de acordo com o protocolo descrito no Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016). Para realizacdo dos testes, 0os micro-
organismos foram cultivados em AMH a 37°C, ap6s 18-24 horas de incubacao,
colonias isoladas foram inoculadas em CMH e a turbidez desta suspensdo
comparada ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, equivalente a 108 UFC/mL. Em
seguida, a suspensao bacteriana foi diluida (1:10) em CMH para a obtencédo da

concentracédo 10° UFC/mL.

4.4.6 Avaliagéo da formagéao de biofilme in vitro

A quantificagdo do biofilme formado por cepas de E. faecalis foi baseada no
método descrito por Stepanovic et al (2000). Aos pocos de uma microplaca de
poliestireno de 96 pocos de fundo chato estéril (Marca), foram adicionados 200uL da
suspensdo padronizada em 10° UFC/mL de cada cepa de enterococos. O controle
negativo foi utilizado somente o meio TSB. O experimento foi realizado trés vezes.

As placas foram incubadas, por 48 horas a 37 °C. O contetdo da placa foi entédo
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retirado e os pocos lavados duas vezes com 200uL de solucdo de NaCl (0,85%)
esterilizada. A células aderidas foram fixadas com 200uL de metanol (Merck®) e
apos 15 minutos esses pocos foram esvaziados e secos. Os biofilmes foram corados
por 20 minutos com uma solucdo (200uL/poco) de cristal violeta 2% (Labor®). O
excesso do cristal violeta foi removido e pogos foram, novamente, esvaziados e
secos. O cristal violeta complexado as células foi ressolubilizado com 200uL/poco
com &cido acético glacial (Vetec®) a 30% (v/v). De cada poco foram pipetados 160puL
e dispensados em po¢os em uma nova microplaca. A densidade otica (DO) de cada
poco foi medida a 630nm utilizando um leitor de microplacas. O &cido acético glacial

(Vetec®) a 30% (v/v) foi usado como branco.

4.4.7 Critérios de Interpretacéao

Baseado na DO produzida pelos biofilmes, as cepas de E. faecalis foram
classificadas nas seguintes categorias: nao produtoras de biofilme, fracas,
moderadas ou fortes produtoras de biofiime (STEPANOVIC et al.,, 2000) como

descritas na tabela 4:

Tabela 4 — Critério de interpretacdo para producédo de biofilme

Classificagéo Densidade 6tica média (DO)
Nao aderente OD < 0OD¢
Fracamente aderente 2 X ODc< OD <2 x OD¢
Moderadamente aderente 2 X ODc< OD £4 x OD¢
Fortemente aderente 4 x ODc< OD

O valor da densidade 6ptica controle (DOc) = DO média do controlo negativo
+ 3 x desvio-padrao do controle negativo.
Fonte: STEPANOVIC et al, 2000.

4.4.8 Determinacdao da atividade antibiofilme

A atividade antibiofilme da B-Lapachona e vancomicina foi determinada de
acordo com Hashem e colaboradores (2017) com modificacdes.

As drogas foram diluidas em TSB suplementado com glicose (2%) de forma a
obter solu¢des equivalentes a 2 vezes aquela desejada, ou seja, 2x CIM ou 2 x 1/2

CIM. Dessas solucbes foram pipetados 100uL e depositados em pocos de
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microplacas, o0os quais receberam 100uL das suspensfes padronizadas dos
enterococos (10° UFC/mL). Para a avaliagéo das associacdes foram pipetados 50pL
de cada droga em suas respectivas concentracbes, e em seguida 100uL da
suspensao bacteriana. A técnica para a fixacao, coloracao e leitura do biofilme foi a

mesma descrita no item 4.4.6.
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5 RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO E DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.1.1 Identificac&o biogquimica das cepas clinicas de E. faecalis

Enterococcus faecalis sdo microscopicamente visualizados como cocos Gram
positivos, e variam em tamanho desde 0,2 a 0,6um, dispersas no campo
microscopico ou agregadas em pares ou cadeias curtas (figura 17). Os resultados da
identificag8o bioquimica das cepas clinicas de Enterococcus faecalis utilizadas neste

estudo, estéo representados na tabela 5 e figura 18.

Figura 17 — Enterococcus faecalis pelo método de Gram

Fonte: O autor.
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Tabela 5 — Identificacdo de Enterococcus faecalis por reacdes bioquimicas e fisiolégicas

Reacdes
Producéo de catalase Negativa
Crescimento em NacCl (6,5%) Positivo
Producéo de pyrrolidonil arilamidase (PYR) Positiva
Hidrdlise da esculina Positiva
Assimilacdo do sorbitol Positiva
Crescimento em telurito de potassio Positivo
Hemolise em agar sangue B-hemolise

Fonte: O autor.

Figura 18 — Identificagdo bioquimica de Enterococcus faecalis

Fonte: O autor.

5.1.2 Determinacdo do fendtipo de resisténcia

O perfil fenotipico de resisténcia das cepas de Enterococcus faecalis
utilizadas neste estudo e oriundas de hemoculturas esta descrito na tabela 4. As
cepas apresentaram baixa susceptibilidade a ampla variedade antimicrobianos
testados, apresentando resisténcia a  aminoglicosideos, [B-lactamicos,
glicopeptideos, carbanenémicos, oxazolidinonas e glicilciclinas. Das cepas de E.
faecalis utilizadas neste estudo, 91,7% apresentaram resisténcia a vancomicina,

gentamicina, meropenem e ertapenem, e 66,7% foram resistentes a linezolida.
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Assim como, 58,7% das cepas apresentaram resisténcia a tigeclina e 16,7% a

carbapenicilina (figura 19).

Figura 19: Perfil de susceptibilidade de E. faecalis frente a antimicrobianos
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o

VAN GEN EST CAR ETP TGC LZD MER
Antimicrobianos
VAN-vancomicina; GEN-gentamicina; EST-estreptomicina; CAR-Carbenicilina; ETP-ertapenem; TGC-

Tigeciclina; LZD-Linezolida; MER-meropenem.
Fonte: O autor.

5.1.3 Determinacdo da atividade antimicrobiana

Os valores de CIM e CBM das naftoquinonas, Lapachol, a-Lapachona e (3-
Lapachona e dos antimicrobianos, vancomicina, ampicilina, gentamicina,
ciprofloxacino e linezolida frente a 12 cepas de E. faecalis estdo apresentados na
tabela 5.

Todas as cepas de E. faecalis apresentaram resisténcia aos agentes
antimicrobianos testados. Os valores de CIM para vancomicina variaram entre 128 e
1024pug/mL. Para gentamicina os valores de CIM variaram entre 256 e 16ug/mL. Os
valores de CIM para ampicilina variaram 64 e 16 pg/mL. Para ciprofloxacino os
valores variaram entre 128 e 16 ug/mL. Os valores de CIM para a linezolida variaram
entre 128 e 64 pg/mL.

As naftoquinonas foram efetivas para inibir o crescimento de E. faecalis. O
Lapachol apresentou moderada atividade frente as cepas de E. faecalis com valores
de CIM igual a 640 pg/mL para todas as cepas avaliadas. A a-Lapachona
apresentou atividade antibacteriana que variou de fraca a moderada, com valores de
CIM entre 640 e 160 pg/mL. A B-Lapachona apresentou atividade moderada com
valores de CIM variando entre 320 e 160 pg/mL.

As cepas de E. faecalis utilizadas neste estudo apresentaram perfil de

resisténcia aos agentes antimicrobianos avaliados. Este perfil de resisténcia
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selecionou os micro-organismos para o estudo da interagdo entre a 3-Lapachona e

agentes antimicrobianos. Os valores de CBM foram superiores a CIM numa diluicao.

5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE SINERGICA

Os valores da CIM, do indice ICIF e da reducéo dos valores da CIM obtidos
pelas associagdes entre B-Lapachona com vancomicina, ou gentamicina, ou
ampicilina e ou ciprofloxacino frente as 11 cepas de E. faecalis (LFBM 421, LFBM
335, LFBM 918, LFBM 240, LFBM 417, LFBM 168, LFBM 671, LFBM 189, LFBM
160, LFBM 272 e ATCC 51299) estao apresentados na tabela 6.

ConcentracBes sub-inibitérias e inferiores a 320 pg/mL da B-Lapachona
aumentaram a atividade anti-enterocécica da vancomicina, gentamicina, ampicilina e
ciprofloxacino. A atividade sinérgica foi detectada por uma diminuicdo superior ou
igual a duas vezes os valores da CIM dos agentes antimicrobianos em associagao
com a B-Lapachona por um valor de ICIF < 0,5.

A associagao B-Lapachona/vancomicina foi sinérgica, apresentou-se sinérgica
cujos valores de ICIF variaram de 0,24 a 0,37. A CIM da vancomicina individual
(128-1024pg/mL) foi reduzida em até sete vezes para as cepas avaliadas. Apoés
associagao com a B-Lapachona, os valores da CIM da vancomicina variaram entre
4-16ug/mL.

A combinacédo da B-Lapachona com a gentamicina inibiu o crescimento de
todas as cepas de E. faecalis. Os valores do ICIF variaram entre 0,140 — 0,375. A
CIM da gentamicina individual (16-256ug/mL) foi reduzida para todas as cepas, com
valores entre 0,5-32ug/mL.

A associagao ampicilina/B-Lapachona inibiu o crescimento de E. faecalis com
os valores de ICIF que variaram entre 0,156 — 0,375. A CIM da ampicilina individual
foi reduzida em até 4 vezes para as cepas avaliadas. Apds associagao com a (-
Lapachona, os valores da CIM da ampicilina variaram entre 2-8 ug/mL

A combinagao da B-Lapachona com ciprofloxacino foi sinérgica para a maioria
das cepas de E. faecalis, com excec¢ao das cepas LFBM 671 e LFBM 272, onde a
associacao foi aditiva. Para os resultados sinérgicos, os valores de CIM da droga
foram reduzidos em até cinco vezes. Os resultados estdo representados

graficamente através de isobologramas (figuras 20 a 27).
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Tabela 6 — Perfil de Susceptibilidade de cepas de Enterococcus faecalis

Enterococcus Diametro dos halos de inibicdo (mm)
faecalis
VAN GET EST CAR ETP TGC LzZD MER
LFBM 421 11,23 (R) 9,40 (R) 0,00 (R) 17,32 (S) 8,19 (R) 10,56 (R) 12,68 (R) 13,54 (R)
LFBM 335 14,60 (R) 11,93 (R) 0,00 (R) 19,00 (S) 0,00 (R) 16,33 (S) 18,11 (R) 0,00 (R)
LFBM 918 16,58 (R) 12,77 (R) 0,00 (R) 22,29 (S) 9,43 (R) 17,35 (S) 20,57 (R) 16,99 (R)
LFBM 240 4,29 (R) 7,43 (R) 0,00 (R) 16,75 (S) 3,89 (R) 15,04 (R) 17,12 (R) 8,44 (R)
LFBM 417 0,00 (R) 12,51 (R) 0,00 (R) 0,00 (R) 0,00 (R) 23,27 (S) 23,60 (S) 0,00 (R)
LFBM 168 12,70 (R) 10,19 (R) 0,00 (R) 11,88 (R) 7,34 (R) 11,07 (R) 13,07 (R) 15,91 (R)
LFBM 671 14,19 (R) 6,71 (R) 0,00 (R) 22,76 (S) 6,63 (R) 14,84 (R) 17,20 (R) 10,02 (R)
LFBM 189 15,03 (R) 7,92 (R) 0,00 (R) 20,05 (S) 6,27 (R) 13,14 (R) 18,54 (R) 13,71 (R)
LFBM 160 14,17 (R) 11,55 (R) 0,00 (R) 20,21 (S) 9,13 (R) 15,23 (R) 16,79 (R) 13,21 (R)
LFBM 272 0,00 (R) 11,48 (R) 0,00 (R) 21,85 (S) 0,00 (R) 0,00 (R) 24,33 (S) 0,00 (R)
ATCC 27212 27,81 (S) 17,91 (S) 0,00 (R) 44,73 (S) 16,17 (S) 31,89 (S) 29,89 (S) 18,70 (S)
ATCC 51299 0,00 (R) 0,00 (R) 0,00 (R) 35, 27 (S) 12,61 (R) 34,37 (S) 34,83 (S) 14,72 (R)

VAN - vancomicina; GET — gentamicina; EST — estreptomicina; CAR — Carbanenicilina; ETP — Ertapenem; TGC — Tigeclina; LZD - linezolide; MER —
meropenem.(S) Sensivel; (R) Resistente.
Fonte: O autor.
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Tabela 7 — Concentracao Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida Minima de naftoquinonas e agentes antimicrobianos frente a cepas de Enterococcus

CIM/CBM (pg/mL)

Fonte: O autor.

Enterococcus faecalis VAN GET AMP CIP LNZ LAP a-LAP B-LAP
LFBM 421 128/256 32/64 64/64 32/64 64/128 640/>640 160/320 320/320
LFBM 335 512/1024 32/64 32/64 32/64 64/128 640/>640 160/320 160/320
LFBM 918 128/256 32/64 32/64 128/256 64/128 640/>640 320/640 160/320
LFBM 240 128/256 32/64 32/64 64/128 64/128 640/>640 320/640 160/320
LFBM 417 128/256 64/128 64/64 32/64 32/64 320/640 320/640 160/320
LFBM 168 128/256 64/128 32/64 16/32 64/128 320/640 320/640 160/320
LFBM 671 128/256 16/32 64/64 16/32 64/128 640/>640 640/640 160/320
LFBM 189 128/256 32/64 32/64 16/32 64/128 640/>640 640/640 160/320
LFBM 160 128/256 16/16 32/64 16/32 32/64 640/>640 640/640 160/320
LFBM 272 1024/>1024 16/32 16/32 16/32 32/64 640/>640 640/640 160/160

ATCC 27212 4/8 8/16 4/8 1/4 4/8 640/>640 320/640 320/320
ATCC 51299 1024/>1024 256/512 32/64 64/128 128/256 640/>640 320/640 320/320

I\/AN ;vancomicina; GET - gentamicina; AMP — ampicilina; CIP — ciprofloxacino; LNZ — linezolida; LAP — lapachol a-LAP — a-Lapachona; B-LAP — 3-

apachona.



Tabela 8 — Associacdo da B-Lapachona a agentes antimicrobianos frente a Enterococcus faecalis multidroga resistentes

Enterococcus Associagéo CIMindividual CIM associagdo CIF ICIF Interpretacé@o % CIM Reduzida
faecalis (ng/mL) (ng/mL) Individual
B-Lap / VAN 320/128 40/16 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
LFBM 421 B-Lap / GEN 320/32 40/2 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap / AMP 320/64 10/8 0,03/0,12 0,15 Sinérgico 96,9/86,1
B-Lap / CIP 320/32 80/4 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/87,5
B-Lap / VAN 160/512 40/4 0,25/0,01 0,26 Sinérgico 75/99,2
LFBM 335 B-Lap / GEN 160/32 40/2 0,25/0,06 0,31 Sinérgico 75/93,7
B-Lap / AMP 160/32 20/8 0,12/0,25 0,37 Sinérgico 87,5/75
B-Lap / CIP 160/32 40/8 0,25/0,25 0,50 Sinérgico 75175
B-Lap / VAN 160/128 40/16 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/87,5
LFBM 918 B-Lap / GEN 160/32 40/4 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/87,5
B-Lap / AMP 160/32 10/8 0,06/0,25 0,31 Sinérgico 93,7/75
B-Lap / CIP 160/128 20/16 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap / VAN 160/128 40/16 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/87,5
LFBM 240 B-Lap / GEN 160/32 5/4 0,03/0,12 0,15 Sinérgico 96,9/87,5
B-Lap / AMP 160/32 40/2 0,25/0,06 0,31 Sinérgico 75/93,75
B-Lap / CIP 160/64 10/16 0,063/0,25 0,313 Sinérgico 93,7175
B-Lap / VAN 160/128 40/8 0,25/0,06 0,31 Sinérgico 75/93,7
LFBM 417 B-Lap / GEN 160/64 5/8 0,03/0,12 0,15 Sinérgico 96,88/87,5
B-Lap / AMP 160/64 10/8 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,75/87,5
B-Lap / CIP 160/32 40/8 0,25/0,25 0,50 Sinérgico 75175
B-Lap / VAN 160/128 40/16 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/87,5
LFBM 168 B-Lap / GEN 160/64 20/4 0,01/0,12 0,13 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap / AMP 160/32 20/4 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap / CIP 160/16 80/0,063 0,5/0,004 0,50 Sinérgico 50/99,6
LFBM 671 B-Lap / VAN 160/128 20/16 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
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B-Lap / GEN 160/16 40/0,5 0,25/0,03 0,28 Sinérgico 75/96,9
B-Lap / AMP 160/64 20/8 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap / CIP 160/16 80/4 0,50/0,25 0,75 Aditivo 50/75
B-Lap / VAN 160/128 40/8 0,25/0,06 0,31 Sinérgico 75/93,7
B-Lap / GEN 160/32 20/4 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap / AMP 160/32 20/4 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap / CIP 160/16 40/8 0,25/0,25 0,5 Sinérgico 75/50
B-Lap / VAN 160/128 40/16 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/87,5
B-Lap / GEN 160/16 20/1 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap / AMP 160/32 5/4 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 96,9/87,5
B-Lap / CIP 160/16 40/8 0,25/0,25 0,50 Sinérgico 75/50
B-Lap / VAN 160/1024 40/16 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75/98,4
B-Lap / GEN 160/16 10/1 0,06/0,06 0,12 Sinérgico 93,7/93,7
B-Lap / AMP 160/16 20/2 0,125/0,125 0,25 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap / CIP 160/16 10/8 0,50/0,06 0,56 Aditivo 93,7/50
B-Lap / VAN 320/1024 80/16 0,25/0,01 0,26 Sinérgico 75/98,4
B-Lap / GEN 320/256 20/32 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,7/87,5
B-Lap / AMP 320/32 10/8 0,03/0,25 0,28 Sinérgico 96,9/75
B-Lap / CIP 320/64 20/2 0,06/0,01 0,07 Sinérgico 93,75/96,9

CIM — Concentracdo Inibitéria Minima; CIF — Concentracéo Inibitéria Fracionada; ICIF — indice da Concentracao Inibitéria Fracionada; B-Lap - B-Lapachona; VAN —
Vancomicina; GEN — Gentamicin; AMP — Ampicilina; CIP — Ciprofloxacina.

Fonte: O autor.
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Figura 20 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associacdo com ampicilina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFBM
51299, LFBM 421, LFBM 335, LFBM 918, LFBM 240, LFMB 417
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Figura 21 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associacao com ampicilina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFBM 168,
LFBM 671, LFBM 189, LFBM 160, LFBM 272
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Figura 22 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associacdo com ciprofloxacina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFBM
51299, LFBM 421, LFBM 335, LFBM 918, LFBM 240, LFMB 417
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Figura 23 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da -Lapachona em associacdo com ciprofloxacina frente as cepas de Enterococcus faecalis
LFMB168, LFMB 671, LFMB 189, LFBM 160, LFBM 272
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Figura 24 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associacdo com gentamicina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFBM
51299, LFBM 421, LFBM 335, LFBM 918, LFBM 240, LFMB 417
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Figura 25 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associacdo com gentamicina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFMB168,
LFMB 671, LFMB 189, LFMB 160, LFMB 272
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Figura 26 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associacdo com vancomicina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFBM
51299, LFBM 421, LFBM 335, LFBM 918, LFBM 240, LFMB 417
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Figura 27 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associacdo com vancomicina frente as cepas de Enterococcus faecalis LFMB
168, LFMB 671, LFMB 189, LFMB 160, LFMB 272.
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5.3 EFEITO BACTERICIDA DAS DROGAS E SUAS ASSOCIACOES

Os resultados expressos pelo logaritmo das Unidades Formadoras de
Colbnias em funcdo do tempo de exposicdo apds o contato de E. faecalis ATCC
51299 com pB-Lapachona, vancomicina, ampicilina, gentamicina, linezolida e suas
associacfes nas respectivas concentracdes inibitorias, estdo apresentados nas
figuras 28, 29, 30 e 31.

N&o foi observado efeito bactericida apds exposicdo de Enterococcus faecalis
ATCC 51299 as drogas e suas associacdes, exceto para ampicilina a qual, que
reduziu o inoculo inicial em 2,93 logio.

A atividade antibacteriana das associa¢gbes B-Lapachona/ antimicrobianos foi
evidenciada e mostrou-se aditiva. Quando a cepa de Enterococcus faecalis ATCC
51299 foi exposta as associagdes, houve uma reducao no crescimento de 1,57 logio,
1,66 logio, 1,87 logio € 0,8 logip para associagbes com vancomicina, ampicilina,
gentamicina e linezolida, respectivamente.

As associacdes apresentaram comportamentos semelhantes quanto a
inibicdo do crescimento, pois mantiveram o ndmero de células viaveis proximo ao
valor do inoculo inicial durante 24 horas de exposicdo, mostrando o efeito

bacteriostatico.



Figura 28 — Efeito da associa¢do Vancomicina/B-Lapachona, nas respectivas concentracdes

inibitorias, frente a E. faecalis ATCC 51299
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Figura 29 — Efeito da associacdo Gentamicina/p-Lapachona, nas respectivas concentracdes

inibitérias, frente a E. faecalis ATCC 51299
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Figura 30 — Efeito da associacdo Ampicilina/B-Lapachona, nas respectivas concentracdes

inibitorias, frente a E. faecalis ATCC 51299
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Figura 31 — Efeito da associacéo Linezolida/p-Lapachona, nas respectivas concentracfes

inibitérias, frente a E. faecalis ATCC 51299
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As figuras 32, 33, 34 e 35, apresentam a cinética de morte de E. faecalis apos
exposicdo a vancomicina, gentamicina, ampicilina, linezolida e pB-Lapachona e
associacfes em suas respectivas concentragées subinibitérias (1/2 CIM), ao longo
das 24 horas.

A inibicdo do crescimento da populacdo bacteriana é discreta e apenas
visualizada ap6s 24 horas, com reducéo de 0,76 logio, 0,96 logio € 0,99 logio apds
exposicdo com B-Lapachona associada a vancomicina, ampicilina e linezolida,
respectivamente. A associacado gentamicina/B-Lapachona nédo inibiu o crescimento
gquando comparada com o inoculo inicial. Como observado nos resultados apoés
exposicao de E. faecalis as associacfes nas respectivas concentracdes inibitérias,
os efeitos da inibicdo em concentracdes subinibitérias foi semelhante para as

associacoes ativas.

Figura 32 — Efeito da associacdo vancomicina/p-Lapachona, nas respectivas concentragdes
subinibitérias (1/2 CIM), frente a E. faecalis ATCC 51299
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Figura 33 — Efeito da associacdo gentamicina/p-Lapachona, nas respectivas concentracdes
subinibitérias (1/2 CIM), frente a E. faecalis ATCC 51299

Enterococcus faecalis ATCC 51299

10
— a
8
) A - — e :'":.._'_1
o - . I ‘,_—-"
__'F'l.i—r:-""-_' - '_’_ = .’ c le d |
206 —a— Confrole de crescimento
g --#--- Gentamicina
I':" — & — f-Lapachona
o
- — #+— Gentamicina+p-Lapachona
g4
2
1]
o 3 B 9 12 15 18 21 24

Tempeo [horas)

Fonte: O autor.

Figura 34 — Efeito da associacéo ampicilina/B-Lapachona, nas respectivas concentragdes
subinibitérias (1/2 CIM), frente a E. faecalis ATCC 51299
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Figura 35 — Efeito da associacéo linezolida/p-Lapachona, nas respectivas concentracfes
subinibitérias (1/2 CIM), frente a E. faecalis ATCC 51299
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5.3.1 Alteracdes ultraestruturais

As alteracOes celulares observadas pela exposicdo por 24 horas da cepa
Enterococcus faecalis ATCC 51299 a associacdo vancomicina/B-Lapachona estédo
representadas na figura 36.

Figuras A, B, mostram células redondas medindo cerca de 0,6 um; membrana
e parede celular preservadas; citoplasma contendo ribossomos distribuidos
uniformemente e material genético ao centro.

Quando comparada ao controle, a associagdo vancomicina/p-Lapachona foi
capaz de induzir alteragbes morfolégicas e fisioldégicas, como por exemplo:
alongamento celular (figuras E, G); divisdbes andmalas (figura C); condensacao dos
ribossomos (figuras C, D, F e G); deslocamento da parede celular (figuras E, F);
desaparecimento da membrana e parede celulares (figuras C, D, F e G) e lise celular
(figura H).
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Figura 36 — Imagens da microscopia eletrénica por transmisséo da cepa padrdo de Enterococcus
faecalis ATCC 51299 tratada com a associacao B-Lapachona/vancomicina nas respectivas CIM

Células néo tratadas (A — B) mostram parede celular (PC), Ribossomos (R) e DNA bacteriano (DNA).
Células tratadas com a associagdo p-Lapachona/vancomicina (C — H) Desaparecimento da
membrana e parede celular (DMPC), divisdo anémalas (DA), condensacdo de ribossomos (CR),
condensac¢do do DNA (CD), descolamento da parede celular (DPC), alongamento celular (AC) e lise
celular (LC).

Fonte: O autor.
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5.4 BIOFILME

5.4.1 Producéao de biofilme

Todas as cepas de E. faecalis cresceram com aspecto enegrecido quando
semeadas no agar vermelho congo (figura 37). A quantificacdo do biofilme formado
corroborou com o método fendtipo onde todas as cepas foram consideradas
produtoras de biofilme (figura 38), e, seguindo os critérios de classificacdo descritos
por Stepanovic et al (2000) foram consideradas moderadamente aderentes com

densidades 6ticas variando entre 0,369 e 0,572.

Figura 37 — Produgéo de biofilme pelo método de &gar vermelho congo
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Fﬁt O autor.



96

Figura 38 — Avaliacao da producédo de biofilme pelo método da microplaca
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5.4.2 Determinacdo da atividade antibiofilme

Os resultados da atividade da vancomicina e f-Lapachona, e suas
associacdes nas concentracdes de CIM e 1/2 CIM, sobre a formacéo do biofilme de
E. faecalis, estdo apresentados na figura 39. De um modo geral, as drogas e sua
associacao foram capazes de inibir a formacao do biofilme, porém nenhuma levou a
sua completa inibigdo.

As drogas e sua associacao foram capazes de inibir a formacéo do biofilme E.
faecalis seja na CIM ou 1/2 CIM (figura 40). Esta inibicao foi igual ou superior a 49%
e gquando comparadas ao controle (micro-organismo sem ter sido exposto a drogas

ou associac¢ao) foram estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 39 — Atividade antibiofilme de vancomicina e p-Lapachona isoladas e em associacdes
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Figura 40 — Percentual de reducdo na formacéo do biofilme
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6 DISCUSSAO

As doencas infecciosas sdo causadas por micro-organismos, como as
bactérias, e se manifestam devido a uma complexa interacdo entre patégeno,
hospedeiro e meio ambiente. A descoberta de antibidticos erradicou a disseminacéo
dessas doencgas. No entanto, o uso indiscriminado levou ao desenvolvimento de
agentes patogénicos multirresistentes (FARON; LEDEBOER; BUCHAN, 2016).

Na ultima década, houve um aumento dramético tanto na propor¢ado como no
namero absoluto de patégenos bacterianos que apresentam resisténcia a multiplas
drogas a agentes antibacterianos. Dessa forma, a resisténcia antimicrobiana tornou-
se uma ameaca global a saude (ROCA et al, 2015).

O tratamento de infec¢des por E. faecalis € um desafio uma vez que séo
micro-organismos intrinsicamente resistentes a varios antimicrobianos, como pB-
lactamicos e aminoglicosideos, e podem adquirir resisténcia a outras classes, como
quinolonas, tetraciclinas e glicopeptideos. Nesses casos, podem servir como
reservatério para a transmissdo dos fatores de resisténcia a outros micro-
organismos (LEAVIS et al, 2007; FARON; LEDEBOER; BUCHAN, 2016).

Em casos de infec¢des por E. faecalis a escolha da terapia é feita através da
utilizacdo de glicopeptideos ou associacbes destes com aminoglicosideos,
geralmente, gentamicina. No entanto, 0 aumento de casos de cepas resistentes a
estas classes de antimicrobianos tornou-se uma preocupacéo frequente, uma vez
gue a vancomicina é considerada a ultima alternativa para tratamento de infeccdes
relacionadas com a assisténcia a saude (WOODFORD; LIVERMORE, 2009;
RIBOLDI et al, 2009).

Vega e Dowzicky (2017), relataram que o elevado indice de cepas do género
Enterococcus, na América Latina, resistente a vancomicina. Das 576 cepas de E.
faecium isoladas na América Latina entre 2004 e 2015, a resisténcia a vancomicina
foi observada em 40,8%. As taxas de resisténcia a vancomicina entre isolados de E.
faecium foram mais altas nos paises como: Brasil (77,3%), Chile (55,9%) e Argentina
(52,2%).

Quanto a E. faecalis das cepas isoladas entre 2004 e 2015, 1,6%
expressaram resisténcia a vancomicina. O percentual foi menor que 2,5% em todos
0S paises, com excecao do Brasil, que apresentou resisténcia a vancomicina em
14,3% dos isolados (VEGA; DOWZICKY, 2017).
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O perfil de susceptibilidade das cepas de E. faecalis oriundas de
hemoculturas, utilizadas neste estudo corroboram com os dados encontrados na
literatura, cujos isolados clinicos de E. faecalis que apresentam resisténcia a
glicopeptideos, B-lactamicos e aminoglicosideos (BENDER et al, 2010; MEDELL et
al, 2014; VEGA; DOWZICKY, 2017).

O alto indice de resisténcia a gentamicina e a linezolida em isolados de E.
faecalis resistentes a vancomicina, como relatado neste estudo, corrobora com
Jahansepas et al (2018) que relata uma taxa de 63,33% e 46.67% de resisténcia dos
isolados a gentamicina e linezolida, respectivamente. Cepas de Enterococcus
resistente a linezolida como descrito neste estudo foram relatadas anteriormente na
Ameérica Latina (SADER et al, 2016).

O elevado indice de resistencia a ampicilina encontrado neste estudo,
também foi descrito por Matsumura et al (2018) que relatauma taxa de 87 % de
cepas de Enterococcus resistentes a ampicilina em casos de bacteremias
nosocomiais

O elevado perfil de resisténcia apresentado por E. faecalis, a maioria das
classes de antimicrobianos, é um desafio para os clinicos na terapia das infeccdes
causadas por estes micro-organismos. Dessa forma, a pesquisa e desenvolvimento
de novas moléculas e/ou associacdes terapéuticas eficazes, que auxiliem no
combate dessas infec¢gBes cujo tratamento € muito limitado e se faz necessario e é
de extrema urgéncia (PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010; VAN HARTEN et al, 2017
CALONICO et al, 2018).

As plantas medicinais sdo ferramentas valiosas para a industria farmacéutica
no desenvolvimento de novas moléculas candidatas a farmacos. Estima-se que um
terco dos medicamentos sdo derivados diretamente de fontes naturais-moléculas
isoladas, sintetizadas ou semi-sintetizadas por modificacdo estrutural de seus
compostos (ULRICH-MERZENICH, 2014). Assim, plantas e seus metabolitos
secundarios sao uma fonte promissora para o isolamento de compostos bioativos,
incluindo os antimicrobianos (COWAN, 1999).

Naftoquinonas sdo uma classe de metabolitos secundarios amplamente
encontrados em plantas superiores, micro-organismos e em alguns animais
(FERREIRA et al, 2010). Essa classe de compostos suscitou interesses crescentes
em pesquisadores de todo mundo devido a sua grande diversidade estrutural. Uma

variedade de naftoquinonas ocorrem naturalmente, como lapachol, a-lapachone, -
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lapachone, juglone e publagina e uma ampla gama de atividades biologicas dessas
substancias foram pesquisadas (WINK et al, 2012; KUMAGAI et al, 2012;
FERREIRA et al, 2010).

De maneira geral, os compostos derivados de 1,4-naftoquinonas sdo mais
ativos que aqueles 1,2-naftoquinonas frente as bactérias Gram positivas como:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis e Bacillus
subtillis (FERREIRA et al, 2004; TRAN et al, 2004). Assim, estudos sobre a atividade
antienterococica do lapachol e moléculas analogas foram descritos por Lima (1972),
Nagata et al (1998) e Souza et al (2015). Trés moléculas derivadas de Nor-B-
lapachona obtidos por Lourenco et al (2011) apresentaram atividade antimicrobiana
frente a isolados clinicos de E. faecalis.

A maioria dos metabdlitos secundéarios oriundos de plantas apresentam fraca
atividade antimicrobiana. Porém, sdo capazes de combater infeccbes flngicas e
bacterianas. Dessa forma, supde que as plantas adotam mecanismos de sinergia
entre seus compostos bioativos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

A elucidacdo dos mecanismos de acdo de agentes com potencial
farmacolégico quer sejam de origem natural ou sintética, contribui para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas racionais, particularmente em termos
de infeccBes causadas por micro-organismos resistentes, que frequentemente
requerem combinacdes de farmacos ou a utilizacdo de novos farmacos quando o
agente de primeira escolha néo é eficaz (CASTRO et al, 2015).

As naftoquinonas aumentam a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) que danificam lipidios, proteinas e &cidos desoxirribonucleicos. Eles
também sao conhecidos por ocasionar a inativagcdo de proteinas através da
formacao de complexos irreversiveis com aminoacidos. Possiveis alvos nas células
microbianas sdo adesinas expostas na superficie, polipeptideos de parede celular e
enzimas ligadas a membrana da célula microbiana (COWAN, 1999).

Em estudo sobre o mecanismo de acdo das naftoquinonas, Pereira et al
(2006) mostraram que a sintese proteica por bactérias néo foi inibida por varias
naftoquinonas incluindo B-Lapachona. No entanto, foi observado o aumento nos
niveis de algumas proteinas com peso de 100, 70, 60 e 10kDa. Este aumento esta
associado ao estresse oxidativo induzido por estas moléculas sobre as bactérias.

Naftoquinonas podem competir com a ubiquinona, presente na cadeia
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transportadora de elétrons, afetando a sintese de ATP (LAPORT et al, 2000;
MACEDO et al, 2013).

O sinergismo entre antimicrobianos € uma metodologia bem estabelecida e
vem sendo utilizada como um recurso adjuvante ao tratamento das infeccdes
provocadas por micro-organismos que apresentam resisténcia ao tratamento
convencional e, dessa forma, representam problemas terapéuticos para pacientes e
centros de assisténcia a saude, como no caso de Enterococcus faecalis
(COURVALIN, 1985; ALIGHOLI et al, 2011).

Isolados clinicos de Enterococcus faecalis com elevados niveis de resisténcia
a multiplas drogas vem sendo relatados (SPERA; FARBER, 1992; ARIAS; MURRAY,
2012; NIEBEL et al, 2015; CALONICO et al, 2018) o que torna necessario a busca
de novas terapias. Diante deste cenario, as associacdes entre drogas surgem como
uma alternativa para conter a disseminacgéo da resisténcia entre os patdgenos.

A atual terapéutica para o tratamento de Enterococcus spp. multidroga
resistente consiste na utilizacdo de um inibidor da parede celular, como por exemplo
B-lactdmicos ou glicopeptideos, associadosaos aminoglicosideos (inibidores da
sintese proteica). Esta associacado permite a acdo do aminoglicosideo de forma mais
eficaz do que quando utilizado isoladamente. No entanto, 0 aumento da resisténcia
dos Enterococcus spp. a estes antimicrobianos mostrou também uma ineficacia
guando em associacdes (MOELLERING JUNIOR et al, 1971; ALIGHOLI et al, 2011).

O Checkerboard (método do tabuleiro de xadrez) tem como principio a
avaliagdo da atividade de inibigdo da associacdo de agentes antimicrobianos em
concentracbes especificas em um determinado tempo fixo (PILLAI et al, 2005;
MITCHELL et al, 2012).

No presente estudo, foi observado que as associacdes entre B-lapachona e
glicopeptideos, e B-lactdmicos, e aminoglicosideos e fluorquinolonas foram
sinérgicas e, portanto, capazes inibir o crescimento de Enterococcus faecalis
multidroga resistentes.

Micro-organismos resistentes a vancomicina, como no caso das cepas de E.
faecalis deste estudo, modificam a producdo de substancias precursoras de
pertideoglicano o que provoca uma fraca ligagdo ao antimicrobiano, inativando sua
acao (ARTHUR; REYNOLDS; COURVALIN, 1996; EVERS; COURVALIN, 1996). A

resisténcia intrinseca que o0s Enterococcus spp. possuem aos B-lactamicos, se
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estende a todos os grupos, e se da por duas vias: pela presenca de proteinas
ligadoras de penicilina a superficie da mebrana externa ou pela produgdo de B-
lactamases, esta Ultima, bem reportada para E. faecalis quando expostos a
ampicilina (MURRAY, 1990).

Enterococcus spp. sdo intrinsecamente resistentes aos aminoglicosideos,
como a gentamicina, esse mecanismo se da através da limitacdo do transporte da
droga através da membrana celular. O micro-organismos sédo capazes mediar a
resisténcia através da producdo de enzimas, como: fosfotransferases (APHS),
acetiltransferases (AACs) ou nucleotidiltransferases (ANTs) que atuam modificando
a molécula aminoglicosidica (CHOW, 2000; DEL CAMPO et al, 2000; KAK; CHOW,
2002).

A resisténcia a fluorquinolonas, como o ciprofloxacino, ocorre através da
mutacdo de genes que codificam a sintese enzimas como a DNA-girase
(topoisomerase Il) e topoisomerase IV (SANDERS, 2001; ONODERA et al, 2002). A
escolha de monoterapias com essa classe de antimicrobianos para o tratamento de
infeccbes enterococcicas ndo é preconizada, devido a elevada possibilidade para o
surgimento de resisténcia (ALOS, 2003).

A producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) pela B-lapachona, é um
mecanismo bem reportado, que ocasiona a formacgédo de superdxido (02°), dotado
de baixa capacidade oxidativa, e de peroxido de hidrogénio (CRUZ et al, 1978,
BULATOVIC et al, 2002, SALAS et al, 2008).

No caso da célula bacteriana, estas EROs exercem sua citotoxidade
causando danos de natureza proteica e lipidica. Quando associada a
antimicrobianos com alvo de acdo na parede celular, as EROs podem atuar atraves
da formacdo de complexos irreversiveis com aminoacidos precursores de pertideos,
formadores de parede celular. A acdo da B-lapachona pode se da também pela
inativacdo de enzimas presentes na membrana da célula bacteriana, como no caso
das B-lactamases (COWAN, 1999).

Antimicrobianos com acdo na sintese proteica (gentamicina) ou no DNA
cromossOémico bacteriano (ciprofloxacino) podem ter sua acdo estendida através do
carater eletrofilico que desencadeia reagbes com grupos tidis das proteinas
(MCKALLIP et al, 2010) bem como, a inibicdo de topoisomerases, como por exemplo
a DNA-girase (O’BRIEN, 1991; FERREIRA et al, 2010). No entanto, Frydman et al
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(1997) descreveram uma fraca inibicdo da DNA-girase, sendo uma reacao que tem
como produtos, complexos reversiveis. Quando associada a fluoquinolonas, a B-
lapachona demonstrou atividade inferior quando comparada aos demais
antimicrobianos.

Os danos celulares naturalmente desencadeados pelas EROs pode ser a
causa da potencializacdo da acdo dos antimicrobianos utilizados nas associacoes,
atraves da inativagdo de mecanismos de resisténcia produzidos por E. faecalis.

Os resultados da atividade antienterococica das associacbes [-
lapachona/antimicrobianos obtidos no presente trabalho s&o inéditos. Quando
comparado os resultados obtidos com estudos semelhantes utilizando associacbes
de naftoquinonas frente a outros micro-organismos Gram positivos, observam-se
efeitos semelhentes.

Macedo et al (2013) demostraram atividade sinérgica da B-lapachona em
combinacdo com agentes antimicrobianos frente a Staphylococcus aureus meticilina
resistentes, e apresentaram resultados semelhantes aos obtidos neste estudo, com
a inibicdo de cepas de S. aureus meticilina resistentes quando associada a f-
lapachona a ampicilina e ciprofloxacino.

O efeito da associacdo entre metabdlitos secundarios de plantas ou
moléculas sintetizadas a partir destes a antimicrobianos é uma area de impulso na
pesquisa fitomédica com boa perspectiva para o desenvolvimento de medicamentos
ou novas terapéutucas. Devido ao aumento da prevaléncia de micro-organismos
multirresistentes os testes de sinergismo usando combinacdes de fitoquimicos com
agentes antimicrobianos apresenta-se como uma ferramenta poderosa para
selecionar novas terapias antimicrobiana mais eficazes e menos toxicas aos
pacientes (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

Devido a resisténcia intrinseca e tolerancia dos Enterococcus spp. aos
agentes antimicrobianos, em especial os que inibem a sintese da parede celular, a
terapia associada com drogas que sejam efetivas a nivel de parede é o tratamento
mais efetivo para infeccbes enterococcicas, como endocardite e meningite, que
requerem terapia bactericida (ALIGHOLI et al, 2011).

O surgimento de cepas de Enterococcus spp. com resisténcia concomitante
aos antibioticos usados como terapias padrdo para infecgdes enterocéccicas graves,

bem como a auséncia de atividade sinérgica com combinacdes desses agentes
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antimicrobianos, é preocupante (ALIGHOLI et al, 2011). Diante deste problema,
varios estudos tém avaliado a atividade antibacteriana através da cinética de morte,
buscando novas terapias que sejam eficazes sobre estes micro-organismos.

No tratamento clinico, a associacdo de drogas € frequentemente utilizada na
terapia de infeccdes graves acometidos por micro-organismos que apresentam
elevada resisténcia aos protocolos clinicos convencionais baseados na utilizacdo de
antimicrobianos isolados ou em casos de infec¢des polimicrobianas. No caso dos
Enterococcus spp., 0 principal objetivo das associa¢cbes € evitar o surgimento de
mutantes resistentes e obter um efeito sinérgico, ou seja, uma atividade maior ou
mais rapida, permitindo que a dose seja ajustada e possivelmente reduzir a duracéo
do tratamento e, assim, os efeitos téxicos a longo prazo na administracao.

As infeccBes enterococicas, como endocardites, sdo frequentemente tratadas
com dois antibidticos, o que resulta em maiores chances na efetividade do
tratamento. A combinacdo terapéutica geralmente inclui uma droga que atue e
modifigue a arquitetura da parede celular e possibilte um aumento na
permeabilidade de outras moléculas e uma droga que atue em outros sitios de acéo
como ribossomos ou a molécula de DNA (MOELLERING JUNIOR; WENNERSTEN,;
WEINBERG, 1971; RYAN; KWASNIK; TILTON, 1981; ARIAS et al, 2007).

Métodos que avaliam, de forma estatica, a atividade antimicrobiana das
concentracdes inibitérias e bactericidas minimas ndo sdo suficientes para prever a
atividade de uma substancia com potencial antimicrobiano. Dessa forma, com bases
nos resultados obtidos anteriormente pelo Checkerboard, achou-se necessario,
acompanhar a atividade também pelo método da cinética de morte (time kill), onde a
dindmica da atividade dos antimicrobianos tomados isoladamente ou em
associacfes é avaliada comparando-se a reducdo do numero de bactérias por um
determinado periodo de tempo.

Os resultados obtidos pelas associacdes p-lapachona/antimicrobianos pelo
método “time kill”, demonstraram inibicdo do crescimento como observado pelo
método “Checkerboard”, nas mesmas associacdes avaliadas neste estudo.

Estudos da avaliacdo da cinética de morte com 1,4-naftoquinonas frente a E.
faecalis até o0 momento, ndo foram reportados por outros estudos. No entanto, Silva
et al (2009) reportaram a atividade bactericida da associacdo f3-

lapachonal/isoniazida, frente a Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium smegmatis.
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Atividade fungistatica de derivados de 1,4-naftoquinonas frente a C. tropicalis foi
descrita por Wittebolle et al (2006).

A producéo de EROs pela B-lapachona pode induzir o aparecimento de danos
a varios componentes celulares, como pode ser visualizado nas imagens da MET.
No caso das proteinas, pode ocorrer modificacdes oxidativas diretas em cadeias
laterais e por clivagem de peptideos mediada por EROs que também extendem sua
acdo sobre as membranas lipidicas. A peroxidacéo lipidica produz radicais organicas
que propagam a reacdes de peroxidacdo que resulta em alteracfes substanciais a
célula. Tal evento diminui a fluidez das membranas biologicas e aumentam a sua
permeabilidade com consequente inducdo de morte celular. Estas alteracbes
justificam os danos observados em nivel de parede, membrana celular e contetdo
citoplasmatico (MOREL et al, 1990; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1993; HENSLEY et
al, 2000).

Quanto ao desaparecimento da membrana e parede celular, supbe-se ser
decorrente da acdo de enzimas da bactéria, denominadas de autolisinas, que estédo
presentes entre as moléculas de peptideoglicano, e que promovem a insercao de
novas moléculas. Assim, quando 0Ss micro-organismos Sao0 expostos a
antimicrobianos com alvo de ac¢do na sintese da parede celular, essas moléculas
podem nédo serem inseridas. Dessa forma, a ocorréncia de falhas na parede celular
se da pela ndo insercdo de novo mondmeros a extremidade crescente da parede
celular pelas enzimas transglicosidase e transpeptidase (SANTHANA, 2007).

O estresse oxidativo induzido pela B-Lapachona quando associado a inibicdo
da sintese da parede celular provocado pela vancomicina, podem danificar a
integridade dessa membrana celular, através da peroxidacao lipidica resultando na
destruicdo de fosfolipidios (SIQUEIRA JUNIOR et al, 1999; MACHADO et al, 2011).

As alteracbes observadas na estrutura da parede celular podem ser
provocadas pelo movimento da molécula de 4gua a partir do ambiente externo para
a regido intracelular. A diferenca de pressdo osmotica entre os dois ambientes € um
dos fatores para o surgimento dessas alteracdes, que pode levar a lise da célula
bacteriana (SCHITTO, 2006). Mecanismos desenvolvidos para manutencdo da
pressado osmotica sdo responsaveis pelo espessamento da parede e a condensacgao
dos ribossomos (SANTHANA, 2007).

Danos intracelulares tais como, a condensacdo de acidos nucleicos pode

sugerir a expressao de possiveis efeitos sobre a funcédo de topoisomerases, como a
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DNA-girase, que € uma das vias de acdo de naftoquinonas sobre a célula bacteriana
(HILLARD et al, 2008; CASTRO; PINTO, 2009). A enzima € imobilizada e passa a
nao atuar na replicagcdo do DNA através da manutencao da integridade e topologia
do DNA bacteriano. A girase primariamente introduz superenovelamento negativo no
DNA, fungéo essencial para a replicacao e transcrigao desta molécula (PAPILLON et
al, 2013).

Quando a B-lapachona é associada aos antimicrobianos, esses efeitos séo
potencializados, através da atuacdo dessas moléculas em outros alvos celulares,
como por exemplo, as enzimas. No entanto, a potencializacdo dos efeitos das
drogas quando associadas ainda nao foi capaz de levar a morte celular da cepa
apos exposicao a essas moléculas.

E relevante ressaltar que o efeito bactericida ou bacteriostatico que essas
associacfes possam causar esta relacionado ndo s6é ao tempo de exposicdo, a
concentracdo de cada produto como também, as caracteristicas fenotipicas do
micro-organismo em estudo (CATAO et al, 2006).

Portanto, € esperado que as concentraces das drogas, usadas nos estudos
de cinética demorte, com base na CIM obtida apdés andlise de ICIF, tenham um
efeito sobre o crescimento bacteriano. Embora a sinergia detectada por estudos
inqueridos in vitro ndo possam em algumas situacdes serem confirmadas por analise
cinética, a falta de antagonismo observada com as associa¢cdes em ambos 0s
estudos é um resultado encorajador sugerindo que essas drogas possam revelar-se
eficazes em terapia combinada frente a célula enterococcica (RAND et al, 1993;
PETERSEN et al, 2006).

Enterococcus faecalis compreende uma média de 80% dos isolados clinicos
de enterococos, e é um dos patégenos hospitalares mais comum nas ultimas trés
décadas (CETINKAYA et al, 2000; EMANEINI et al, 2005; RUDY et al, 2005).

Um mecanismo importante no processo de infeccdo por Enterococcus spp. €
a adesdo do micro-organismo a superficies e o desenvolvimento de comunidades
multicelulares, biofilmes (DONLAN, 2002; LEE, 2017). A formacé&o de biofilme, éum
fator importante na transmissao de elementos genéticos, como plasmideos, que séo
elementos determinantes na resisténcia a antimicrobianos (NALLAPAREDDY et al,
2008; STRATEVA et al, 2016).

No presente estudo, o agar vermelho congo modificado e o método da

microplaca foram técnicas utilizadas para a deteccdo de producdo de biofilme
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emisolados de E. faecalis. Os resultados obtidos pelos dois métodos foram
semelhantes para deteccdo da formacdo de biofilme. No entanto, o método da
microplaca é mais preciso por ser possivel a quantificacdo da producéo de biofilme
pelosenterococos, enquanto o0 agar vermelho congo apenas identifica
fenotipicamente a producao (FALLAH et al, 2017).

Todas as cepas de E. faecalis vancomicina resistentes, utilizadas neste
estudo foram produtoras de biofilmes. Sandoe et al (2003), em um trabalho realizado
no Reino Unido com cepas de E. faecalis isoladas de hemoculturas, também
observaram a producdo de biofilme em todas as cepas. Cormelato et al (2013),
detectaram 85% dos isolados resistentes a vancomicina, como produtoras de
biofilme. Segundo Mohamed (2004) E. faecalis produzem biofilme com mais
frequéncia que E. faecium sendo considerando um fator importante na patogénese
da infecgao.

A frequéncia na formacédo de biofilme é maior entre as cepas isoladas de
infeccdo e colonizacdo do que das cepas de origem ambiental. Esta variagcdo na
faixa de producdo de biofilme pode ser atribuida a diferenca na fonte original dos
isolados (SOLTANI et al, 2018). Como a formacéo do biofilme pode ser um processo
multifatorial, o elo exato na associagao entre os fatores de viruléncia com a formacao
de biofilme é dificil de determinar, estudos sugerem que fatores ambientais e fatores
genéticos podem estar associados a producédo de biofime (MOHAMED; HUANG,
2007; COMERLATO et al, 2013).

A atuacdo de genes responsaveis pela patogenicidade em E. faecalis na
formacdo da matriz do biofilme € bem descrita em estudos (FALLAH et al, 2017,
SAFFARI et al, 2017). Dentre os genes envolvidos na formagao do biofilme os mais
descritos sdo, substancia de agregacado (agg), adesado ao colageno (ace), citolisina
(cyl), antigeno associado a endocardites (efa), sistema de regulacdo quorum sensing
(fsr), gelatinase (gelE) e proteinas de superficie extracelular (esp) (HANCOCK;
PEREGO, 2004; LENZ; HEW-FERSTL; VOGEL, 2010; HASHEM et al, 2017).

A adesdo é o primeiro passo na coloniza¢do bacteriana e na formacdo de
biofilme. Genes efa e ace codificam proteinas de superficie relacionadas a adeséo
com caracteristicas de uma adesina bacteriana, o0 gelE produz proteases
extracelulares e é regulado por fsr, e 0 gene esp é critico para a formacédo de
biofilme pelo seu produto, uma proteina da superficie celular (HANCOCK; PEREGO,
2004; HASHEM et al., 2017).
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O sistema de quorum sensing (fsr) de E. faecalis tem mostrado regular a
formacao de biofilme através da producdo de gelatinase (gelE). Modificacbes no fsr
parece afetar tanto a ligacéo primaria quanto o crescimento do biofilme. A gelatinase
€ um dos principais contribuintes para o desenvolvimento do biofilme, mas sua
expressao requer o sistema regulatorio codificado pelo fsr. O gene esp, que codifica
um polissacarideo extracelular, esta localizado em uma ilha de patogenicidade e
pode mediar a ligacdo priméaria da bactéria ao material inerte. Como também pode
melhorar a aderéncia bacteriana aos tecidos bidticos (HANCOCK; PEREGO, 2004;
TENDOLKAR et al, 2005; VAN; GILMORE, 2014).

Outro grupo de substancias associadas a formacdo de biofiime sdo as
sortases, enzimas transpeptidases ancoradas a membrana, sdo encontradas na
maioria das bactérias Gram-positivas. Dentre as sortases, a enzima sortase A,
relacionada com a adesdo bacteriana, é considerada essencial para a sobrevivéncia
de E. faecalis, e € um alvo para o tratamento de infeccbes associadas a estes micro-
organismos (CASCIOFERRO et al, 2014; SELVARAJ et al, 2014).

Chen et al (2016) em estudo comparativo, observaram a presenca da enzima
sortase A em maior quantidade no biofilme que em células planctbénicas. Guiton et al
(2009) relataram que a delecdo da sortase A afetou o estagio de insercéo e resultou
em uma deficiéncia na producdo de biofilme, sugerindo que a sortase A esta
associada ao desenvolvimento inicial do biofilme em E. faecalis.

Varios mecanismos estdo relacionados a elevada resisténcia biofilmes aos
antimicrobianos. Pode-se mencionar, por exemplo, a lenta difusdo da substancia
através do biofilme; alteracdes quimicas no microambiente do biofilme; respostas
adaptativas ao estresse; presenca de uma pequena populacdo de células tolerantes,
entre outras (VAN ACKER; VAN DIJCK; COENYE, 2014; MORAES et al, 2018).
Devido a alta prevaléncia de isolados clinicos de Enterococcus spp.
multirresistentes, é urgente a busca por novas drogas que tenha como alvo a
inibicdo da formacgéao de biofilme (CHEN et al, 2016).

Os resultados da atividade antibiofiime da p-lapachona, isolada ou em
associada a vancomicina frente a E. faecalis, obtidos nesse estudo, sdo inéditos.
Dessa forma, a producdo de EROs pelas naftoquinonas, substancias responsaveis
pela citotoxidade através da inducdo de danos a moléculas proteicas bem como ao
DNA (RAMOS-PEREZ et al, 2014) é um mecanismo que pode atuar na inibicio da

formacdo da matriz do biofilme, através da capacidade que as EROs possuem de
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inibir acdo ou impedir a producdo de proteinas codificadas pelo genes através de
danos causados a molécula proteica.

As naftoquinonas podem atuar na molécula do DNA bacteriano, através da
inibicdo de topoisomerases e desencadear mutacdes ou suprimir a expressao dos
genes e operons responsaveis pelo desenvolvimento e formacdo da matriz do
biofilme.

Quando a B-lapachona foi associada a vancomicina, houve um aumento na
inibicdo da formacgédo do biofilme. Na literatura ndo ha relatos publicados de inibi¢cdo
de biofilme pela vancomicina em Enterococcus spp. mas ha um caso precedente
relatado para um isolado de Staphylococcus aureus (CLEWELL et al, 2002).
Hashem et al (2017) em estudo baseado na formacdo e inibicdo do biofilme
correlacionando ao perfil de resisténcia a vancomicina, observou que cepas de E.
faecalis sensiveis a vancomicina, quando em contato com o antimicrobiano, tem a
inibicdo da formacdo do biofiime. No presente estudo, também foi observado a
inibicdo da formacéo do biofilme quando as cepas foram expostas ao antimicrobiano,
no entanto as cepas eram resistentes a vancomicina.

No entanto, Hashem et al (2017) sugerem que a vancomicina possa estar
interagindo diretamente com a enzima gelatinase ou com qualquer regulador desta
molécula. O estudo também relaciona uma segunda hipétese, que € a inibicdo pode
estar relacionada a alteracdo de circuitos reguladores de genes em resposta ao

estresse induzido pela vancomicina.
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7 CONCLUSAO

Nas Ultimas décadas, os Enterococcus se tornaram um dos problemas
nosocomiais mais desafiadores devido principalmente a capacidade de resistir e
sobreviver em condi¢des ambientais adversas e, portanto, de colonizar diferentes
nichos ecologicos e se disseminar na cadeia alimentar por animais e alimentos
contaminados.

As cepas de E. faecalis isoladas de hemoculturas apresentaram perfil
fenotipico de resisténcia a todas as classes de antimicrobianos testados. Sendo
consideradas cepas multirresistente. As naftoquinonas testadas (Lapachol, o-
Lapachona e B-Lapachona) apresentaram atividade inibitéria e bactericida frente a
todas as cepas testadas com valores de CIM entre 160-640ug/mL. Dentre as
naftoquinonas testadas, a B-Lapachona mostrou-se mais ativa, incentivando a
utilizacdo de novas metodologias para determinar o espectro de acdo desta
molécula.

Efeitos sinérgicos resultantes da combinagdo de agentes antimicrobianos com
naftoquinonas tem sido relatado em estudos com micro-organismos. Dados da
literatura, bem como nossos resultados revelam o potencial da B-Lapachona para o
tratamento terapéutico em associagdes. As associacdes antimicrobianas da [3-
Lapachona com vancomicina, ampicilina, gentamicina em concentracdes
subinibitérias apresentaram atividade sinérgica para todas as cepas de E. faecalis
testadas. Associagdes entre B-Lapachona e ciprofloxacino, se mostraram sinérgicas
e aditivas.

O efeito anti-enterococcico dap-Lapachona e o efeito sinérgico deste
metabdlito secundario em associagdo com os antimicrobianos beta-lactamicos,
fluoroquinolénicos e aminoglicosideos e glicopeptideos, pode ser uma alternativa
viavel para o tratamento de infecgdes enterococcicas.

Assim, o0 uso combinado de moléculas pertencentes a diferentes classes, com
acdo antimicrobiana, surge como um nova opc¢ao terapéutica para o tratamento de
infeccbes como estas ocasionadas por Enterococcus.

As associacbes p-Lapachona/antimicrobianos foram capazes de inibir o
crescimento de Enterococcus faecalis ATCC 51299. Das associacdes testadas na

CIM, foram consideradas mais ativas p-Lapachona/vancomicina e f-
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Lapachona/gentamicina, com reducfes de células vidveis do indculo inicial de 1,57
log1o, 1,66 log1o, respectivamente.

Quando testadas em concentracdes subinibitorias (1/2 CIM), as associacfes
com B-Lapachona as quais foram visualizadas a inibicdo do crescimento bacteriana
foram aquelas associadas a vancomicina, ampicilina e linezolida com reducéo de
0,76 logip, 0,96 logip € 0,99 logio, respectivamente. Portanto, a associacado f-
Lapachona/gentamicina ndo se mostrou ativa nestas concentracoes.

Quando a cepa Enterococcus faecalis ATCC 51299 foi exposta a associacao
vancomicina/B-Lapachona nas CIMs, alteracdes e danos celulares foram observados
pela microscopia eletronica por transmissdo. Essas alteragbes celulares
demonstraram a agéo antibacteriana da associacdo vancomicina/p-Lapachonafrente
a Enterococcus faecalis ATCC 51299.

A producéo de biofilme foi observada entre todas as cepas de E. faecalis. A -
lapachona isolada ou associada a vancomicina, foi capaz de inibir a formacao de
biofilme quando testadas em concentracdes inibitérias e subinibitérias frente a cepas
de E. faecalis resistentes a vancomicina.

A atividade antibiofilme da B-lapachona pode estar relacionada a inibicdo das
moléculas responsaveis pela formacdo do biofilme, seja na producdo ou funcéo.
Esta associacao reforca a capacidade efetiva de ambos os compostos na modulagéo
de um fator de viruléncia tdo importante e refratario como o biofilme.

Embora 0s micro-organismos pertecencetes ao género Enterococcus nao
representem um problema para individuos imunocompetentes, € sempre necessario
monitorar sua presenca e reduzir sua oportunidade de disseminagédo principalmente
em ambientes nosocomias, pois, conforme demonstrado por nossos resultados, a
resisténcia a antibidticos aumentou acentuadamente nos ultimos anos em espécies
do género, como no caso de E. faecalis. Dessa forma, a identificacdo de novos
antimicrobianos eficazes para o tratamento de infec¢des enterocécicas pode reduzir

a difusdo de espécies resistentes de Enterococcus.
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