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RESUMO

Nas ultimas décadas, o uso irracional de antibioticos estimulou a resisténcia e a
elevada disseminacdo de genes de resisténcia entre bactérias. Microrganismos
patogénicos de alto risco para a saude humana compdem o grupo denominado
ESKAPE, tendo como um dos membros Klebsiella pneumoniae. Algumas cepas dessa
bactéria expressam bombas de efluxo como um dos principais mecanismos de
resisténcia. Nesse sentido, a terapia utilizando um inibidor de bombas de efluxo em
associacdo a um antimicrobiano convencional é uma estratégia promissora para
reverter quadros de resisténcia bacteriana. Neste sentido, destacam-se os terpenos,
classe ampla de hidrocarbonetos produzidos por uma grande variedade de plantas
que ja tiveram diversas atividades farmacol6gicas comprovadas, e as vitaminas
lipossoluveis, como a menadiona, reconhecida por seu papel essencial na coagulagéo
sanguinea como potenciais inibidores de bomba de efluxo. Assim, este trabalho teve
como objetivo analisar o potencial da menadiona, do 4-terpineol e do canfeno como
agentes inibidores de bomba de efluxo em isolados de K. pneumoniae resistentes a
ceftazidima (CAZ). Inicialmente, através da PCR, foi realizada a identificacdo dos
isolados portadores do gene acrB, os quais sao capazes de utilizar o complexo AcrAB-
TolC para expulsar farmacos. Em seguida, foi determinada a Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) da CAZ frente aos isolados para verificar o seu perfil de resisténcia.
Posteriormente, foi realizada a determinacdo da CIM da CAZ combinada com cada
um dos compostos na concentracdo subinibitéria (CIM/2). Cinco isolados coletados
apresentaram resultados positivos para a presenca do gene acrB. A CIM da CAZ para
0s cinco isolados variou entre 16 e 512 pug/mL indicando resisténcia a CAZ (CIM 216
pug/mL para Enterobacteriales) de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Na combinacéo de CAZ com a menadiona ou terpenos foi observada
a reducédo da CIM de CAZ de 4 a 8 vezes, com novos valores de CIM variando de 1 a
4 ug/mL para quatro dos cinco isolados testados, induzindo-os a susceptibilidade a
CAZ apoés a combinagdo. Assim, a associacdo de CAZ a menadiona e aos terpenos
demonstrou potencial inibitorio sobre os sistemas de efluxo bacteriano, se
apresentando como agentes que podem ser Uteis como uma abordagem alternativa
para melhorar a eficacia clinica de antibioticos.

Palavras-chave: Compostos Naturais. Resisténcia Bacteriana. Sinergismo.
Terpenos. Vitamina K3.
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ABSTRACT

In recent decades, the irrational use of antibiotics has fueled resistance and the
widespread dissemination of resistance genes amongst bacteria. High-risk pathogenic
microorganisms for human health belong to the group known as ESKAPE, with
Klebsiella pneumoniae being one of its members. Some bacterial strains of this species
express efflux pumps as one of the main mechanisms of resistance. Therefore, therapy
using an efflux pump inhibitor in combination with a conventional antimicrobial is a
promising strategy to reverse bacterial resistance. In this scenario, terpenes, a broad
class of hydrocarbons produced by a wide variety of plants with proven
pharmacological activities, and fat-soluble vitamins like menadione, recognized for its
essential role in blood clotting, stand out as potential efflux pump inhibitors. Thus, this
study aimed to analyse the potential of menadione, terpinen-4-ol, and camphene as
efflux pump inhibitors in ceftazidime (CAZ)-resistant K. pneumoniae isolates. Initially,
PCR was used to identify isolates carrying the acrB gene, which are capable of using
the AcrAB-TolC complex to expel drugs. Then, of CAZ Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) against the isolates was determined to assess their resistance
profile. Subsequently, the MIC of CAZ combined with each compound at a
subinhibitory concentration (MIC/2) was determined. Five collected isolates evaluated
positive for the presence of the acrB gene. The CAZ MIC for the five isolates ranged
from 16 to 512 pg/mL, indicating bacterial resistance to CAZ (MIC 216 pg/mL for
Enterobacteriales) according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
In the combination of CAZ with menadione or terpenes, a 4 to 8-fold MIC reduction
was observed, with new MIC values ranging from 1 to 4 pug/mL for four of the five
isolates evaluated, rendering them susceptible to the antibiotic after the combination.
Thus, the association of CAZ with menadione and terpenes demonstrated inhibitory
potential on bacterial efflux systems, presenting themselves as agents that could be
useful as an alternative approach to enhance the clinical effectiveness of antibiotics.

Keywords: Natural Compounds. Bacterial Resistance. Synergy. Terpenes. Vitamin
KS3.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o uso irracional de antibiéticos na medicina humana, setores
de higiene, agricultura, pecuaria e producdo de alimentos levaram a um elevado
surgimento e disseminacdo de genes de resisténcia entre bactérias (Alsaeed et al.,
2022; Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019). Esse quadro € agravado ainda mais pelo
escasso interesse no desenvolvimento de antibidticos por parte da industria
farmacéutica. Dessa forma, o manejo de infec¢cbes causadas por patdbgenos
bacterianos tem se tornado cada vez mais dificil. Alguns dos mais ameacadores
microrganismos sdo os membros do grupo denominado ESKAPEE, uma sigla para
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e Escherichia coli (Fair e
Tor, 2014, Yu et al., 2020).

Klebsiella pneumoniae é um patégeno oportunista Gram-negativo que atinge
pacientes enfermos e imunocomprometidos. Essa bactéria é causa comum de
infeccbes associadas aos cuidados de saude, incluindo pneumonia, infec¢des do trato
urinério e infeccbes da corrente sanguinea (Jalil e Al Atbee, 2022; Uzairue et al., 2022;
Yan et al., 2022). Além disso, algumas cepas de Klebsiella pneumoniae sé&o
classificadas como hipervirulentas, sendo capazes de infectar individuos
imunocompetentes em ambientes comunitarios e causar quadros clinicos graves,
como abscesso hepético piogénico, endoftalmite e meningite (Chan; Chia; Shelat,
2022; Li, 2022; Martellosio et al., 2023; Martin e Bachman, 2018).

Ao longo dos anos, o tratamento das infec¢cdes causadas por essa bactéria vem
se tornando cada vez mais dificil, devido ao crescente aumento de cepas resistentes
a agentes antimicrobianos. Por isso, K. pneumoniae € um importante patogeno
hospitalar, com potencial para causar morbidade e mortalidade severa (Alcantar-
Curiel et al., 2018; Maurya et al., 2019; Russo et al., 2023).

A expressdo de bombas de efluxo é um dos principais mecanismos de
resisténcia em muitas bactérias, inclusive de patdogenos Gram-negativos, como K.
pneumoniae. Bombas de efluxo sdo proteinas membranares que participam da
fisiologia bacteriana na comunicagéo intercelular pela liberagdo de moléculas
Quorum-Sensing, na formacéo de biofilme, contribuindo para sua patogenicidade e
viruléncia, além da possibilidade de expulsdo de substancias toxicas do meio

intracelular para fora da célula (Reza, Sutton, Rahman, 2019; Lorusso et al., 2022).
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O sistema de efluxo mais estudado em K. pneumoniae, no que diz respeito a
resisténcia aos antibiéticos, € a bomba AcrAB-TolC (BIALEK-DAVENET et al., 2015).
O gene acrB codifica uma lipoproteina periplasmatica, ancorada na membrana
interna, a proteina AcrB conecta-se com a proteina "adaptadora” periplasmatica AcrA
e com TolC, uma proteina de membrana externa, que € essencial para a expulsédo de
farmacos. Juntas, essas proteinas foram uma estrutura tripartite que permite o efluxo
direto de farmacos para o meio externo, e faz AcrAB-TolC e seus homoélogos um
sistema muito eficiente para manter os niveis crescentes de resisténcia em bactérias
Gram-negativas (TAKATSUKA et al., 2010).

Ademais, ja foi relatado que o mecanismo de efluxo de farmacos desempenha
um papel fundamental na suscetibilidade de isolados clinicos de K. pneumoniae aos
B-lactamicos,aumentando os niveis de resisténcia desses patdgenos (PAGES et al.,
2009; MAURYA et al, 2019). Dentre esses farmacos, a ceftazidima, uma
cefalosporina de terceira geracgéao, ja foi identificada como sendo substrato do sistema
de efluxo AcrAB-TolC, tendo sua atividade reduzida quando esse sistema de efluxo é
expresso (HASDEMIR et al., 2004; PADILLA et al., 2010; MULLER et al., 2012). Esse
farmaco é hidrofobico e possui grande peso molecular (300-600 Da), sendo assim
preferencialmente efluxado em relagéo a farmacos com outras composicdes, além de
ser capaz de regular positivamente a producdo de bombas de efluxo em isolados de
Klebsiella pneumoniae, aumentando a expressao dessas proteinas (MAURYA et al.,
2019).

Dessa forma, a inibicdo dos sistemas de efluxo se mostra como uma
promissora estratégia para aumentar a susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos,
como a ceftazidima, e reverter quadros de resisténcia bacteriana. Essa inibicdo sera
possivel a partir de inibidores de bombas de efluxo, que podem bloquear a expulsao
de farmacos ao interagir com essas proteinas extrusivas ou com 0s substratos das
mesmas, aumentando efetivamente sua concentragdo intracelular dos farmacos
(Mahamoud et al., 2007; Aparna et al., 2014; Prasch et al., 2019).

A lipossolubilidade é uma caracteristica comum de muitos inibidores de bombas
de efluxo, sendo possivelmente importante para sua solubilidade na membrana
bacteriana e ligagdo com as proteinas efluxo ou ligagdo com os substratos das
mesmas (TINTINO et al., 2018). Menadiona, também conhecida como vitamina K3, é
um composto sintético pertencente a classe das vitaminas lipossolluveis, que é

convertido em vitamina K2 no intestino (ANDRADE et al., 2017). Esse composto ja é
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reconhecido por seu papel essencial na coagulacdo e, mais recentemente, foi
proposto como um nutriente-chave no regulamento de calcificacdo de tecidos
(TRUONG; BOOTH, 2011).

Outros compostos estudados como inibidores sdo os terpenos, uma classe
ampla e diversa de hidrocarbonetos produzidos por uma grande variedade de plantas,
destacando-se o 4-terpineol devido a sua atividade antibacteriana, além de fazer parte
da composicao de 6leos capazes de inibir sistemas de efluxo, como o éleo de Thymus
riatarum (Cho et al., 2017; Mondello et al., 2022; Paduch et al., 2007). E o canfeno,
outro terpeno que faz parte da composicdo de 6leos que apresentaram atividade
inibitéria sobre as bombas de efluxo, como o Artemisia herba-alba Asso, ou que foram
identificados como substratos de bombas de efluxo, como o de Rosmarinus officinalis,
e poderia atuar na inibicdo das bombas de efluxo (Daviet e Schalk, 2010; Fadli et al.,
2011; Fadli et al., 2014; Fadli et al., 2016; Zhang et al., 2018).

Nesse sentido, avaliar a acdo da menadiona, do 4-terpineol e do canfeno sobre
a inibicdo do sistema de efluxo AcrAB-TolC frente a cepas de K. pneumoniae que
expressam O gene acrB torna-se uma alternativa promissora para reversdo da

resisténcia bacteriana.

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ANTIBIOTICOS E A RESISTENCIA BACTERIANA

Ao longo da maior parte da trajetéria humana, infeccdes bacterianas
representavam uma das principais fontes de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. Contudo, um ponto de virada essencial na histéria da medicina moderna
ocorreu em 1928, quando Alexander Fleming descobriu a penicilina. Derivada do
fungo Penicillium notatum, essa substancia possui a capacidade de interferir na
sintese da parede celular das bactérias, o que levou a sua implementacdo como o
primeiro antibiético a ser empregado com éxito no tratamento das infeccOes
bacterianas (Sultan et al., 2018; Uddin et al., 2021).

Um panorama geral do mecanismo de a¢do dos antibidticos em células
bacterianas pode ser visualizado na Figura 1, onde estéo elucidados os mecanismos

de acao antibacteriana desses farmacos através da (A) inibicdo da sintese da parede
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celular; (B) inibicdo da sintese de acidos nucleicos; (C) inibicdo da sintese proteica;
(D) desestabilizacdo da membrana celular; (E) inibicdo de vias metabdlicas

bacterianas.

Figura 1 — Mecanismos de a¢&o dos antibioticos.

n
A N
S
f ¥ Membrana celular " A ‘?\w
#» (B)

\ K )

Fonte: Agreles; Cavalcanti; Cavalcanti, 2022.

Os B-lactamicos foram antibiéticos muito utilizados para erradicar as infeccées
bacterianas devido ao seu potencial bactericida, uma vez que interferem na sintese
da parede celular bacteriana quando interagem com as proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs), assim impedindo a formacao de ligacdes cruzadas transpeptidicas
do peptidoglicanos. Esse processo desencadeia na ruptura da camada de
peptidoglicano que compde a parede celular, levando a lise da célula bacteriana.

Contudo, o uso generalizado dos antibidticos acelerou distintivamente o
desenvolvimento e a disseminagdo da resisténcia bacteriana (AMR) (Aljeldah et al.,
2022; Van Duijkeren et al., 2018). Nesse cenario atual, segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), a AMR torna-se um problema critico de saude publica
global, sendo responsaveis por pelo menos 700.000 mortes por ano (Morrison;
Zembower, 2020, Walsh et al., 2023).

A AMR pode ser classificada como intrinseca, adquirida ou adaptativa (Lee,
2019). A primeira é um fenbmeno que ocorre naturalmente no genoma de uma espécie
bacteriana ou grupo de bactérias e se refere a resisténcia exibida por um organismo
sem exposicao prévia a antibioticos, ndo envolve transferéncia genética horizontal e

geralmente é mediada por cromossomos (Bassetti et al., 2018; Gil-Gil, Martinez e
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Blanco 2020; Gogry et al., 2021; Morrison; Zembower, 2020; Reygaert, 2018).

A AMR adquirida, ou extrinseca, é aquela que pode surgir da mutacdo de um
determinado gene ou aquisicdo de componentes genéticos moveis, como plasmideos,
de outros microrganismos via transferéncia horizontal de genes (Gabashvili et al.,
2019; Lipszuc; Szuplewska; Bartosik, 2022; Wang et al., 2020).

A transferéncia de genes horizontal ocorre principalmente por meio de quatro
vias principais: (A) conjugacédo por meio transferéncia direta de material genético,
incluindo plasmideos, transposons conjugativos e elementos conjugativos
integrativos; (B) transformacéao através da absorcéo de material genético proveniente
do ambiente, muitas vezes oriundo de uma outra célula bacteriana que sofreu lise;
(C) transducao pela acdo de bacteri6fagos, que carregam consigo o DNA de uma
célula bacteriana e introduzem esse material genético integrando ao cromossomo da
célula receptora; e (D) vesiducao pela emisséo de vesiculas extracelulares contendo
DNA e plasmideos (Jiang et al., 2022; Soler e Forterre, 2020; Virolle et al., 2020).

Através das citadas vias de transferéncia horizontal genética, uma variedade
de mecanismos é observada na resisténcia adquirida, incluindo a reducdo da
permeabilidade celular, a modificacdo do local-alvo da droga devido a mutacdes, a
capacidade de induzir ajustes na estrutura do antibiético e, como mencionado
anteriormente, a ativacdo das bombas de efluxo (Dubey; Indu; Sharma, 2020;
Theriault; Tillotson; Sandrock, 2021).

De acordo com o Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas
(ECDC), o Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) e a Sociedade de
Doencas Infecciosas da América (IDSA), a resisténcia bacteriana adquirida pode ser
classificada em trés categorias principais: (1) a resisténcia a multiplos medicamentos
(MDR), que envolve bactérias que sao resistentes a pelo menos um agente de trés ou
mais classes de antibidticos; (2) a resisténcia a medicamentos de amplo espectro
(XDR), que diz respeito a refere-se a resisténcia a quase todos os antibiéticos, exceto
um ou dois, de todas as classes antimicrobianas; e (3) a pan-resisténcia a
medicamentos (PDR), indicando que as bactérias séo resistentes a todos os agentes
antimicrobianos disponiveis comercialmente (Jubair et al., 2021).

A disseminacé&o de microrganismos MDR ocorre principalmente em ambientes
clinicos, facilitada por fatores como confinamento e transmissdo entre pacientes
geralmente imunocomprometidos, comumente associados a infeccbes hospitalares

(Ndlovu et al., 2023). Nesse sentido, a ordem bacteriana Enterobacteriales produtoras
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de beta-lactamase de espectro estendido sdo uma importante fonte de resisténcia
antimicrobiana, sendo Klebsiella pneumoniae, uma das bactérias desta ordem que

apresenta maior risco em relacao a seu perfil de resisténcia (Prevel et al., 2023).

1.1.1 A Emergéncia de Infeccbes Causadas por Klebsiella pneumoniae Multidroga-

resistentes

A ameaca crescente representada por espécies multidroga-resistentes (MDR)
€ amplamente reconhecida por organizacbes globais e nacionais, incluindo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Centro Europeu de Prevencao e Controle de
Doencas, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas, a Sociedade de Doencas
Infecciosas da América e a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) (Bassetti
e Garau, 2021, Painuli et al., 2023; Shields, 2023). Dentro do conjunto de
microrganismos MDR, a ameaca mais substancial é proveniente do conjunto
conhecido como ESKAPE, um acrénimo que engloba Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. resistentes, patdgenos classificados
como Prioridade Critica | e 1l pela OMS (Saha et al., 2023; Yu et al., 2020).

Dentro desse grupo, K. pneumoniae assume um papel proeminente como uma
das principais causadoras de Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS),
sendo responsavel por causar quadros de pneumonia, meningite, infeccdes
sanguineas e do trato urinario, se destacando como o patégeno MDR e resistente a
carbapenémicos mais prevalente no cenario hospitalar (Mota; Oliveira; Souto, 2018;
Zhu et al., 2021, Ndlovu et al., 2023).

Esse patdégeno bacteriano demonstra uma notavel diversidade genbmica,
sendo categorizada em cepas oportunistas, hipervirulentas e MDR com base em seus
componentes genéticos adicionais (Wang et al.,, 2020). Em um estudo recente
realizado por Elmonir e colaboradores (2021) sobre isolados resistentes obtidos de
trabalhadores rurais hospitalizados no Egito, foi possivel observar que, dos 37
isolados de K. pneumoniae identificados a partir de 272 amostras totais, 20 revelaram-
se hipervirulentos e todos exibiam fenotipo MDR.

De forma similar, a alta prevaléncia de isolados resistentes pode ser vista em

trabalhos como o publicado por Yan e colaboradores (2021), que teve como objetivo
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avaliar as caracteristicas epidemiolégicas de cepas de Enterobacteriales resistentes
a carbapenémicos isolados de pacientes hospitalizados na China, onde a espécie
mais comumente identificada foi K. pneumoniae. Dos 305 isolados analisados nos
estudos, 77% correspondiam a essa espécie bacteriana, e todas as cepas se
mostraram MDR.

Nakamura-Silva e colaboradores (2022) descreveram 21 isolados de K.
pneumoniae obtidos de diferentes pacientes internados em quatro hospitais na regiao
Norte do Brasil. 61,9% desses isolados foram classificados como MDR. Além disso,
23,8% foram classificados como amplamente resistentes a medicamentos (XDR).

Destaca-se, dentre os mecanismos de resisténcia deste patdogeno, a producao
de bombas de efluxo (Khan et al., 2020). K. pneumoniae possui sistemas de bombas
de efluxo RND mais potentes do que outras bactérias, como E. coli, e a
superexpressao dessas bombas pode ter um papel crucial na manutencdo da sua
resisténcia intrinseca quando superexpressas (Ni et al., 2020).

Notavelmente, em um estudo conduzido por Maurya e seus colaboradores em
2019, que investigou a resisténcia de K. pneumoniae aos antibioticos B-lactamicos, foi
revelado que, além das amplamente discutidas enzimas B-lactamases, as bombas de
efluxo assumiam um papel de extrema importancia na resisténcia a essa classe de
antibioticos. Mais intrigante ainda, essas bombas de efluxo ndo apenas
desempenhavam um papel significativo sozinhas, mas também eram capazes de agir
de maneira sinérgica com as [(3-lactamases, tornando-se uma barreira dupla para a
eficacia dos antibioticos.

Dessa forma, a prevaléncia alarmante de cepas resistentes de K. pneumoniae,
incluindo variantes amplamente resistentes capazes de expressar bombas de efluxo,
destacam a urgente necessidade de abordagens rigorosas de controle e pesquisa
continua para mitigar o impacto crescente dessas cepas patogénicas e a ameaca que

representam para a saude publica.

1.1.2 O Papel das Bombas de Efluxo na Resisténcia Bacteriana

Devido a sua gama de substratos especificos e distribuicdo generalizada entre
diversas espécies bacterianas, as bombas de efluxo tém despertado crescente
interesse e se destacado como um elemento fundamental no surgimento da

resisténcia antibiética (Farhat et al., 2020; Verma; Tiwari; Tiwari., 2021). As bombas
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de efluxo sdo proteinas de transporte localizadas na membrana citoplasmatica
bacteriana, responsaveis por ativamente mover produtos quimicos através da
membrana. Além disso, essas proteinas ndo apenas possibilitam a sobrevivéncia
bacteriana diante de toxinas, biocidas, metais pesados e agentes antimicrobianos,
mas também desempenham func¢des cruciais na adesao, invasdo, colonizacdo de
células hospedeiras e formacédo de biofilme, contribuindo para patogenicidade e
viruléncia bacteriana (Ebbensgaard; Labner-Olesen; Frimodt-Mgller, 2020; Gaurav et
al., 2023).

Essas proteinas séo categorizadas como primarias ou secundarias,
dependendo da fonte de energia que utilizam para transportar os substratos atraves
da membrana. As bombas de efluxo primérias sdo alimentadas pela energia resultante
da hidrélise do ATP, permitindo a translocacdo dos substratos. Por outro lado, as
bombas de efluxo secundéarias utilizam a energia gerada pelos gradientes
eletroquimicos de protons ou ions (for¢a protdnica motriz), mais comumente H+, mas
também possivelmente Na+, para que seus substratos consigam seguir um gradiente
de concentracdo eletroquimica para efetuar o transporte dos substratos (Sharma;
Gupta; Pathania, 2019; Gaurav et al., 2023).

Essas bombas podem ser compostas por um ou mais componentes e sao
classificadas em seis principais familias com base em suas caracteristicas estruturais
e fontes de energia: a major facilitator superfamily (MFS), a familia small multidrug
resistance (SMR), a familia multidrug and toxic compound extrusion (MATE), a
superfamilia resistance-nodulation-division (RND), a superfamilia ATP-binding
cassette (ABC) e a familia proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE),

como demonstra a figura 2 (Meyer et al., 2022; Kumawat, 2023).
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Figura 2 — Distribuicdo das bombas de efluxo por familias.
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RND: resistance-nodulation-division, SMR: small multidrug resistance, MFS: major facilitator
superfamily, MATE: multidrug and toxic compound extrusion (MATE), PACE: proteobacterial
antimicrobial compound efflux, ABC: ATP-binding cassette.

Fonte: Agreles; Cavalcanti; Cavalcanti; 2021.

As bombas de efluxo mais relevantes observadas em isolados clinicos sao
membros dafamilia RND, a qual dispdes de sistemas complexos compostos por trés
partes: uma proteina de membrana interna, uma subunidade associada ao periplasma
e uma proteina de membrana externa, que englobam as membranas interna e externa
das bactérias Gram-negativas (McNeil et al., 2019). A espécie K. pneumoniae
comumente apresenta uma diversidade de bombas de efluxo pertencentes a familia
RND, com as bombas AcrAB-TolC e OQgxAB-TolC se destacando por suas
contribuicdes ao fenotipo MDR (Xu et al., 2021).

Especificamente, a bomba de efluxo AcrAB-TolC, sistema mais bem
caracterizado até o momento, € composto pela proteina da membrana externa TolC,
pela proteina adaptadora periplasmatica AcrA e pelo transportador da membrana
interna AcrB, possuindo a capacidade de transportar uma ampla variedade de
substratos, que inclui tanto farmacos como tetraciclina, cloranfenicol,
fluoroquinolonas, B-lactamicos e eritromicina, quanto corantes, detergentes e 4cidos
(Elkins e Nikaido, 2018; Xu et al., 2021).

O gene acrB codifica uma lipoproteina periplasmatica, ancorada na membrana
interna, a proteina AcrB conecta-se com a proteina adaptadora periplasmatica AcrA e
com TolC, uma proteina de membrana externa, essencial para a expulsdo dos seus

substratos. Essas proteinas formam uma estrutura tripartite que permite o efluxo direto
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dos substratos para o meio externo, e faz AcrAB-TolC e seus homdélogos um sistema
muito eficiente para manter os niveis crescentes de resisténcia em K. pneumoniae
(Takatsuka; Chen; Nikaido, 2010; Bialek-Davenet et al., 2015; Li; Cross; Dérr, 2022).

A alta associacdo da MDR com o sistema de efluxo AcrAB-TolC em cepas de
K. pneumoniae foi descrita através de estudos como aquele realizado em 2021 por Xu
e colaboradores, o qual teve foco na atividade das bombas de efluxo RND em cepas
de K. pneumoniae. Os autores relataram que a resisténcia a multiplas drogas em
bacilos Gram-negativos € mediada pela superexpresséo dos genes acrAB, regulados
pelo fator global RamA. Observou-se que a delecdo de RamA resultou em uma
reducado significativa, de até 16 vezes, na concentracao inibitéria minima (CIM) da
tigeciclina, correlacionada a uma diminuicdo de 4,3 vezes na expressao de acrB. Além
disso, os pesquisadores identificaram que a eliminacéo de acrB resultou em reducdes
nas CIMs de substancias como cefepima, piperacilina/tazobactam, tigeciclina,
ciprofloxacina, olaquindox e nitrofurantoina.

Adicionalmente, no trabalho de Li e colaboradores (2022), observou-se que a
superexpressao da bomba de efluxo AcrAB-TolC levou a uma menor sensibilidade
aos antibioticos combinados com inibidores de [-lactamases, como
piperacilina/tazobactam e ceftolozane/tazobactam, em isolados de K. pneumoniae
resistentes a tigeciclina. Isso resultou em um aumento de resisténcia de 4 a 8 vezes
para essas combinacdes. A exclusdo do gene acrB, por outro lado, resultou em um
aumento na sensibilidade de 4 a 16 vezes, indicando que, mesmo na auséncia de -
lactamases, as bombas de efluxo individualmente podem desempenhar um papel
fundamental na promocao da resisténcia bacteriana aos antibidticos (-lactamicos.
Desta forma, a pesquisa dedicada a exploracdo da expressdo de bombas de efluxo
em bactérias tem sido fundamental para compreender os mecanismos subjacentes a
resisténcia antimicrobiana, a medida que essa continua sua preocupante escalada
(Kumawat, 2023). Torna-se imperativo buscar novas abordagens para inibicdo das
bombas de efluxo, revitalizando a eficacia dos tratamentos através da reverséo da

resisténcia aos antimicrobianos (Abdel-Karim et al., 2022; Zheng e Lupoli, 2023).

1.2 A INIBICAO DAS BOMBAS DE EFLUXO PARA RECUPERACAO DA SUSCEPTIBILIDADE

BACTERIANA

Dado o papel crucial do efluxo na promog¢éo da resisténcia aos antibidticos, a
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inibicdo dos sistemas de efluxo emerge como uma alternativa promissora para
enfrentar o desafio da resisténcia bacteriana mediada por esse mecanismo, atraves
da utilizacdo dos denominados inibidores de bombas de efluxo (EPIs). Os EPIs
representam moléculas com a capacidade de interromper a expulsdo de substancias
da célula, podendo exercer sua acao através de diversos mecanismos, como: (A)
interrompendo o0s processos regulatérios que controlam a expressédo das bombas de
efluxo, (B) bloqueando a montagem funcional da complexa estrutura da bomba, (C)
obstruindo o canal na membrana externa, suprimindo a energia do processo de efluxo,
(D) competindo com moléculas ndo antibioticas pelos sitios de afinidade da bomba de
efluxo, (E) bloqueando o gradiente eletroquimico utilizado para o transporte ativo dos
substratos , ou ainda, F) modificando a estrutura quimica dos antibiéticos para reduzir
sua afinidade com os locais de reconhecimento da efluxo e os sitios de ligacéo, como
observado na Figura 3 (Lomovskaya, 2001; Sharma; Gupta; Pathania, 2019).

Figura 3 — Mecanismos de acéo dos inibidores de bombas de efluxo.
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Fonte: Agreles; Cavalcanti; Cavalcanti, 2021.

Até o momento, nenhum dos EPIs identificados na literatura avancou para
ensaios clinicos, principalmente devido a preocupac¢fes com toxicidade substancial e
perfil farmacoldgico abaixo do desejado. Em vista disso, uma das principais areas de
foco tem sido a busca por novos EPIs que sejam mais eficazes e seguros, destacando-
se como uma das principais prioridades na pesquisa atual (Alenazy, 2022; Compagne
et al.,, 2023). Nesse contexto, as plantas surgem como uma alternativa solida na
identificacdo de novos compostos e moléculas que apresentem efeito inibitorio sobre
as bombas de efluxo, tais como terpenoides, vitaminas, compostos fendlicos e
alcaloides (Seukep et al., 2020).
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A utilizacdo de compostos naturais no combate a esse mecanismo de
resisténcia bacteriano no trabalho desenvolvido por Solnier e colaboradores (2020),
onde houve a avaliacdo do perfil modificador de resisténcia dos flavonoides
skullcapflavone I, nobiletina, tangeretina, baicaleina e wogonina, contra as cepas
modelo de micobactérias Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium aurum e
Mycobacterium bovis BCG. Os autores descreveram que a analise da inibicdo de
bombas de efluxo, por meio do ensaio de acumulo do corante fluorescente brometo
de etidio dentro da célula bacteriana, revelou que os flavonoides nobitelina e
baicaleina causaram aumento intracelular do corante nas células de M. smegmatis
avaliadas, atividade comparavel ao do estabelecido inibidor clorpromazina. Em M.
aurum, os flavonoides skullcapflavone Il e tangeretina ultrapassaram a atividade
inibitéria de clorpromazina.

Além dos flavondides, os terpenos também se destacam pelas suas
promissoras propriedades antibacterianas e anti-efluxo (Dias et al., 2023). Os
terpenos sao uma classe ampla e diversa de hidrocarbonetos produzidos por uma
grande variedade de plantas que possuem diversas atividades farmacolégicas
comprovadas, como atividade antibacteriana, antifangica, anti-inflamatéria e
antitumoral (Paduch et al., 2007; Cho et al., 2017). O 4-terpineol (Figura 4), terpeno
gue pode ser encontrado em mais de 80 tipos de 6leos essenciais, possui atividade
antibacteriana comprovada, além de fazer parte da composicao de 6leos capazes de

inibir sistemas de efluxo, como o 6leo de Thymus riatarum.

Figura 4 — Estrutura quimica de 4-terpineol
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Fonte: Kumar et al., 2020.
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O canfeno (Figura 5) € outro terpeno que faz parte da composicao de Oleos que
apresentaram atividade inibitéria sobre as bombas de efluxo, como o Artemisia herba-
alba Asso, ou que foram identificados como substratos de bombas de efluxo, como o
de Rosmarinus officinalis, e poderia atuar na inibicdo das bombas de efluxo (Daviet e
Schalk, 2010; Fadli et al., 2011; Fadli et al., 2014; Fadli et al., 2016; Zhang et al., 2018).
Entretanto, apesar desses terpenos se apresentarem como promissores inibidores de
bombas de efluxo, essa atividade ainda n&o foi relatada para esses terpenos

isoladamente em nenhum estudo anterior.

Figura 5 — Estrutura quimica do canfeno.
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Fonte: American Chemical Society, 2012.

Adicionalmente, destacam-se também as vitaminas, as quais tém sido
utilizadas como adjuvantes de antibidticos e apresentam sucesso no tratamento de
diversas doencas infecciosas (Max et al., 2023). Nessa classe, pode ser encontrada
a menadiona, também conhecida como vitamina K3, um composto sintético
pertencente a classe das vitaminas lipossoluveis (Andrade et al.,, 2017). A
lipossolubilidade apresentada por essa vitamina é uma caracteristica comum de
muitos inibidores de bombas de efluxo, sendo possivelmente importante para sua
solubilidade na membrana bacteriana e ligacdo com as proteinas efluxo ou ligacao

com os substratos das mesmas (Tintino et al., 2018).
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Figura 6 — Estrutura quimica da menadiona.
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Fonte: Menadione, 2018.

Em 2018, Tintino e colaboradores observaram que a menadiona possui
atividade inibitéria frente a cepas de Staphylococcus aureus que expressam a bomba
de efluxo NorA e, em 2020, os mesmos autores provaram que a menadiona é capaz
de alterar a membrana bacteriana e inibir a expressdo do gene da bomba NorA
(Tintino et al., 2020), porém sua atividade na bomba de efluxo AcrB ainda néo foi
relatada.

Dessa forma, fica evidente que a rica diversidade de metabdlitos presentes em
plantas oferece um vasto reservatério de compostos com potencial terapéutico,
capazes nao apenas de combater diretamente mecanismos de resisténcia, mas
também de potencializar a eficacia dos tratamentos convencionais (Shriram et al.,
2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana e a reversao da resisténcia bacteriana da

ceftazidima ap0s associacdo com a menadiona e os terpenos, canfeno e 4-terpineol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar isolados de Klebsiella pneumoniae produtores de bombas de efluxo;

2. Avaliar a atividade antibacteriana da ceftazidima, menadiona e dos terpenos
canfeno e 4-terpineol;

3. Avaliar a reversao da resisténcia a ceftazidima através da sua assoziacdo com

a menadiona e os terpenos, canfeno e 4-terpineol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
Os meios de cultura, ceftazidima, menadiona e outros reagentes foram

fornecidos pela Himedia® e Sigma-Aldrich®. Todos os solventes foram fornecidos
pela Merck®. Os kits de para a PCR foram obtidos da ThermoFisher Scientific®. Os
terpenos sintéticos 4-terpineol e canfeno foram gentilmente fornecidos pela Profa.
Marcia Vanusa do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), e isolados clinicos bacterianos de Klebsiella pneumoniae
produtores de bombas de efluxo (K25-A2, K26-A2, K29-A2, K31-A2 e K32-A2) foram
fornecidos pela Profa. Dra. Ana Catarina Lopes, integrante da Area Académica de
Medicina Tropical do Centro de Ciéncias Médicas da UFPE, através de uma parceria

previamente estabelecida.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 ldentificacéo dos Isolados Bacterianos

A verificagdo da producdo de bombas de efluxo pelos isolados clinicos
bacterianos de Klebsiella pneumoniae foi realizada por PCR. O gene de resisténcia
acrB foi investigado com os pares de primers descritos na Tabela 1.

As reacoes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 uL por
tubo, compreendendo: 1uL de DNA genémico a 5 ng/uL, 2,0U da enzima Taq DNA
polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCI2, tampé&o 5X
e 10 umol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluido um controle
negativo. As amplificacdes do gene acrB foram realizadas com desnaturacao inicial
de 10 minutos a 94 °C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 30
segundos a 94 °C para desnaturacao, 1 minuto a 61 °C para o anelamento e 2 minutos
a 72 °C para a extenséo e uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.

Tabela 1 — Primer para deteccdo do gene acrB.

Primer Sequéncia (5°- 3") Temperatura Referéncia Gene

acrB F TCAAACCAGGTGTGCAGGTA

acrB R TTAATACCCAGACCGGATGC 61°C Bratu etal. (2009)  acrB
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3.2.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antibacteriana foi realizada através da determinacdo da
concentracéo inibitéria minima (CIM), utilizando o método de microdiluicdo em caldo
de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022).
Inicialmente, foi depositado caldo Mueller-Hinton em todos os poc¢os das placas de
microdiluicdo. A ceftazidima, menadiona e terpenos foram utilizados na faixa de
concentragcéo de 1 a 512 pg/mL, 0,5 a 216 ug/mL e 4 a 2000 pg/mL, respectivamente.
O carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) foi utilizado com controle positivo na
faixa de concentracao de 2 a 216 ug/mL. As suspensdes bacterianas foram ajustadas
a 0,5 da escala de McFarland e diluidas para obter uma concentracgéo final de 1 x 10°
UFC/poco. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24h, e apds a incubacao houve
a leitura por espectrofotometria no comprimento de onda de 620 nm (Multiskan FC,
Thermo Scientific, Madrid, Espanha). A CIM foi considerada como a menor

concentracdo capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano.

3.2.3 Avaliacdo da Inibicdo da Bomba de Efluxo AcrAB-TolC por Diminuicdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da Ceftazidima Associada a Menadiona, ao 4-
terpineol e ao canfeno

Posteriormente, para a verificagdo da inibicdo da bomba de efluxo, todo o
experimento acima descrito foi realizado na presenca de uma concentracéo
subinibitéria (CIM/2) de menadiona, 4-terpineol, canfeno ou CCCP juntamente com a
ceftazidima. A reducao na CIM correspondente a pelo menos = 3 diluigdes do farmaco
quando em associacdo com o inibidor de bomba de efluxo é indicativo de reverséo da
resisténcia por bombas de efluxo (Davies e Wright, 1997; Tintino et al., 2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 IDENTIFICACAO DOS |SOLADOS BACTERIANOS

ApoOs a realizagdo da PCR, foi constatado que todos os cinco isolados eram
produtores do gene acrB, como mostra a figura 6, onde podemos ver o controle
negativo, seguido das amostras das cinco bactérias (K25-A2, K26-A2, K29-A2, K31-
A2 e K32-A2) e do marcador de peso molecular.

Figura 7 — Corrida no gel de agarose para verificacdo da presenca do gene acrB nos cinco

isolados clinicos de K. pneumoniae.
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Fonte: Elaboracgéo propria.

4.2 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Todos os dados referentes a atividade antibacteriana dos compostos podem
ser verificados na Tabela 2. A CIM da ceftazidima variou entre 16 pg/mL e 512 pg/mL.
Assim, todos os isolados tiveram sua resisténcia a ceftazidima comprovada, ja que
apresentavam os valores superiores ou iguais a 16 pg/mL, equivalentes de resisténcia
determinados pelo CLSI para Enterobacteriales (CLSI, 2022).

CCCP, inibidor de bombas de efluxo, apresentou CIM variando de 4 a 32
pg/mL, menadiona de 32 a 64 pg/mL e os terpenos = 2000 pg/mL.

Tabela 2 — Atividade antibacteriana de ceftazidima, canfeno, terpienen-4-ol, menadiona e CCCP
frente a isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae produtores de bomba de efluxo.
CIM (pg/mL)
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Lsi?r:iacdooss Ceftazidima Canfeno 4-terpineol Menadiona CCCP
K25-A2 512 >2000 2000 32 8
K26-A2 32 >2000 >2000 64 32
K29-A2 32 2000 2000 64 4
K31-A2 32 2000 2000 32 4
K32-A2 16 2000 >2000 32 8

K25-A2, K26-A2, K29-A2, K31-A2 e K32-A2: isolados clinicos bacterianos de Klebsiella pneumoniae
produtores de bombas de efluxo; CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; CCCP: Carbonilcianeto m-
clorofenil-hidrazona

Fonte: Elaboracéo propria.

A CAZ foi o antimicrobiano escolhido para os testes, pois os B-lactamicos sao
substrato do complexo AcrAB (Hasdemir et al., 2004; Padilla et al., 2010), e no estudo
realizado por Scavuzzi et al. (2017), estes isolados apresentaram perfil de resisténcia
a CAZ.

A atividade antibacteriana de terpenos vem sendo examinada em diversos
estudos, como por exemplo, no trabalho de Guimaraes e colaboradores (2019), onde
timol, carvacrol e eugenol apresentaram agéo antimicrobiana frente as cepas de S.
aureus, Salmonella spp., E. coli e Bacillus cereus, obtendo atividade mais significativa
gue o farmaco sulfanilamida.

Nesse contexto, 4-terpineol jaA demonstrou sua promissora atividade
antibacteriana frente a diferentes bactérias, como Streptococcus agalactiae,
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Legionella pneumophila,
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum (Bordini et al., 2018; Maquera-
Huacho et al., 2018; Mondello et al., 2022; Zhang et al., 2018). Enquanto o camphene,
de forma similar, através de estudos experimentais in vitro, se mostra como um
potencial agente antimicrobiano contra um amplo espectro de bactérias e fungos,
especialmente cepas patogénicas como K. pneumoniae, E. coli e S. aureus (Hachlafi
et al., 2021). No presente estudo ao verificar o potencial antibacteriano de 4-terpineol
e canfeno, foi observado que esses dois terpenos apresentaram baixa atividade
antibacteriana frente aos isolados utilizados neste trabalho (CIM = 2000 pg/mL).

Quanto a menadiona, os valores de CIM variaram entre 32 e 64 pg/mL, valores
gue condizem com os descritos por Tintino et al. (2018) para S. aureus produtoras de
bombas de efluxo. Posteriormente, Mone et al. (2022) também descreveram o0 mesmo
valor de CIM (64 pug/mL) para S. aureus. O valor de CIM também esta de acordo com

o0 que foi relatado por Andrade et al. (2017) quando a atividade antibacteriana da
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menadiona foi testada frente a P. aeruginosa PA0O3 (CIM = 64 ug/mL). Entretanto,
nesse mesmo estudo, também foi possivel ver que a menadiona ndo apresentou
atividade antibacteriana para isolados de K. pneumoniae, E. coli e S. aureus (CIM =
128 pg/mL), diferindo dos resultados encontrados no trabalho de Tintino et al. (2018)
e no presente estudo, o que pode estar relacionado com a expressao dos sistemas

de efluxo nos isolados bacterianos.

4.3 AVALIACAO DA INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO POR DIMINUIGAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MiNIMA (CIM) DA CEFTAZIDIMA ASSOCIADA A MENADIONA, AO 4-

TERPINEOL E AO CANFENO

A influéncia da agdo dos trés compostos sobre a atividade bacteriana da

ceftazidima pode ser vista na Tabela 3.

Tabela 3 — Atividade antibacteriana da ceftazidima isolada e em associa¢c&do com terpenos e CCCP
frente a isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae produtores de bomba de efluxo.

CIM (ug/mL)

Isolados . .

clinicos CAZ CAZ/Canfeno CAZ/4-terpineol CAZ/Menadiona CAZ/CCCP
K25-A2 512 256/500 256/500 128/4 128/1
K26-A2 32 4/7,81 4/7,81 4/0,25 4/0,0125L
K29-A2 32 2/3,90 2/3,90 2/0,12 8/0,01
K31-A2 32 2/3,90 2/3,90 2/0,062 1/0,001
K32-A2 16 1/1,95 1/1,95 1/0,031 1/0,003

K25-A2, K26-A2, K29-A2, K31-A2 e K32-A2: isolados clinicos bacterianos de Klebsiella pneumoniae
produtores da bombas de efluxo AcrAB-TolC; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CAZ: Ceftazidima;
CCCP: Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona

Fonte: Elaboragéo propria.

Observa-se em nosso estudo que quando associada a menadiona, a CIM
da ceftazidima diminuiu de 4 a 8 vezes em todos os isolados (Tabela 3), devolvendo
a sensibilidade ao antibidtico a quatro dos cinco isolados testados (CLSI, 2022) e se
apresentando como agente anti-efluxo com resultados comparaveis ao inibidor
controle CCCP. A menadiona havia sido testada por Tintino et al. (2018) frente a
isolados de S. aureus produtores da bomba de efluxo TetK e NorA, sendo capaz
potencializar os efeitos antibacterianos do farmaco norfloxacino e do corante
fluorescente brometo de etidio. De forma similar, menaquiona (vitamina K2), também
apresentou potencial inibitério sobre bombas de efluxo NorA em isolados de S. aureus
por diminuir significativamente a expressao dos genes codificadores dessa proteina

de efluxo, como relatado por Pasandineh et al. (2022). Vale salientar que o presente
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trabalho é o primeiro a comprovar a atividade inibitéria de menadiona frente a bombas
de efluxo AcrB expressas por isolados bacterianos Gram-negativos.

Além disso, outras vitaminas lipossollveis ja tiveram seus efeitos anti-efluxo
estudados. Em 2017, Collnot et al. observaram que D-a-tocoferil polietilenoglicol
afetou a fluidez da membrana celular, modificou a permeabilidade da membrana
celular e inibiu o sistema de efluxo dependente de ATP em linhagens de células
cancerigenas. Além disso, em outro trabalho de Tintino et al. publicado em 2016, o
colecalciferol (vitamina D) foi testado frente a isolados de S. aureus produtores da
bomba TetK e conseguiu modular a CIM da tetraciclina e norfloxacina. Assim, as
vitaminas se mostram como uma alternativa promissora para aumentar a eficacia
antimicrobiana de medicamentos.

A associacdo de fitoquimicos com farmacos convencionais se mostra muito
eficaz no combate a microrganismos resistentes, uma vez que diversos estudos
sugerem que esses compostos podem agir como inibidores de bombas de efluxo
(Limaverde et al., 2017; Miladi et al., 2017; Cappiello et al., 2020; Costa et al., 2021).

Diversos estudos vém sendo realizados com o objetivo de avaliar o potencial
anti-efluxo desses compostos. No trabalho de No trabalho Coélho et al. (2016), onde
0S monoterpenos oxigenados nerol e 3,7-dimetil-1-octanol foram associados ao
antibiotico norfloxacino frente aos isolados de S. aureus 1199B potencializando o
efeito do antibidtico pela inibichio da bomba de efluxo NorA. Ademais, o0s
monoterpenos a-pinene e limonene também foram capazes de diminuir a CIM do
brometo de etidio em cepas de S. aureus 1199B, indicando inibicdo da bomba NorA,
conforme corroborado pelas analises de docking realizadas no trabalho (Aradjo et al.,
2021).

No estudo de Miladi et al. (2017) foi relatado aumento na susceptibilidade de
isolados de Salmonella enterica serovar Typhimurium ao acido nalidixico apoés
associacdo com os terpenos carvacrol, timol e eugenol. Os autores destacaram que,
devido ao carater hidrofébico desses compostos naturais, a membrana bacteriana
pode ter se tornado mais permeavel e induzido o aumento da susceptibilidade dos
isolados ao antibiético por inibicdo de bombas de efluxo. Adicionalmente, Miladi et al.
(2017) também evidenciaram a atividade anti-efluxo desses terpenos, além de outros
dois (p-cimeno and y-terpineno), frente a isolados de S. aureus. A adicdo desses
fitoquimicos aumentou o acumulo de brometo de etidio (BrEt), um substrato
fluorescente, nas células bacterianas o que indicou a inibi¢cdo do efluxo do BrEt.
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Em outro estudo, realizado por Muniz et al. (2021) a associacdo de terpenos
(4-alil-2,6-dimetoxifenol, eugenol e isoeugenol) com norfloxacino frente a cepas de
Staphylococcus aureus 1199B também causou significativa reducdo na CIM do
farmaco. Além disso, quando associados ao brometo de etidio, 0s monoterpenos 4-
alil-2,6-dimetoxifenol, alilbenzeno e isoeugenol também causaram reducbes
significativas na CIM desse composto, que é um conhecido substrato de bombas de
efluxo. Logo, tais achados evidenciaram que esses terpenos podem apresentar
mecanismo potencializador da atividade bacteriana do norfloxacino e do brometo de
etidio através da inibicdo de bombas de efluxo.

O terpeno limoneno também exibiu um notavel potencial anti-efluxo em uma
pesquisa conduzida por Freitas et al. (2022). Este composto mostrou resultados
significativos quando o ciprofloxacino, reduzindo seu valor de CIM de 32 pg/mL para
3,17 pg/mL, com atividade superior ao inibidor CCCP, que havia reduzido a CIM desse
antibiotico para 10,7 pug/mL. Além disso, a andlise in silico realizada no trabalho
demonstrou que o limoneno pode se encaixar eficazmente na estrutura da bomba de
efluxo MepA em S. aureus.

No presente estudo, o terpeno 4-terpineol conseguiu diminuir a CIM da
ceftazidima pela metade no isolado K25-A2 e de 6-8 vezes nos outros isolados (Tabela
3), deixando em evidéncia seu potencial inibitorio sobre bombas de efluxo. Esse
terpeno foi identificado como substrato da bomba de efluxo MexAB-OprM em
mutantes de efluxo de P. aeruginosa no trabalho de Papadoulos e colaboradores
(2008).

Uma vez que inibidores de bombas de efluxo que se apresentam como
substratos podem atuar inibindo competitivamente a ligacdo e o efluxo de farmacos,
€ possivel que o 4-terpineol também seja substrato da bomba AcrB e iniba sua acao
através desse mecanismo (Pathania; Sharma; Gupta, 2019). Além disso, 4-terpineol
aparece na composicdo de Oleos que demonstraram atividade inibitoria em sistemas
de efluxo, como no 6leo de Eucalyptus grandis, testado frente a K. pneumoniae, S.
aureus e Moraxella catarrhalis infectantes do trato respiratério (Sewanu et al., 2015) e
no 6leo de Thymus riatarum testado frente a E. coli e Enterobacter aerogenes, onde
0 estudo sugeriu que compostos ativos desse 0leo poderiam ser substratos da bomba
AcrAB-TolC (Fadli et al., 2014).

Também foi relatado que o 4-terpineol € um composto capaz de produzir efeitos
inibitérios de moléculas Quorum Sensing (QS) via ligacdo competitiva aos receptores
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cognatos do sinal de QS e também regulacdo negativa da expressdo de genes
regulados por QS (Bose et al., 2020), mas também ha a possibilidade do 4-terpineol
interferir na liberagdo de moléculas QS ao bloquear a acdo das bombas de efluxo,
uma vez que bombas de efluxo transportam essas moléculas (Reza; Sutton; Rahman,
2019).

O canfeno, por sua vez, reduziu a CIM da ceftazidima pela metade no isolado
K25-A2 e de 6 a 8 vezes nos outros isolados (Tabela 3). Esse terpeno também foi
identificado em 6leos com atividade inibitéria, como os 6leos de Eucalyptus grandis e
Artemisia herba-alba Asso (Sewanu et al., 2015; Fadli et al., 2016). Além disso,
canfeno também representa 5,14% da composicdo quimica do 6leo de Rosmarinus
officinalis, que foi identificado como substrato de bombas de efluxo em bactérias
Gram-negativas no trabalho de Fadli et al. (2011).

Nosso estudo foi o primeiro trabalho a reportar a atividade individual desses
terpenos na possivel inibicdo de bombas de efluxo frente a isolados bacterianos de K.
pneumoniae produtores do sistema AcrAB-TolC. Ademais, como sugerido
anteriormente em outros estudos, é possivel que, devido ao carater lipofilico dos
terpenos, exista grande facilidade de penetracdo de protons e ions na membrana
celular, o que pode acarretar modificacbes na funcdo das proteinas de efluxo de
muitos microrganismos (Cruz et al., 2020). O mesmo pode ser dito sobre a menadiona,
molécula que também apresenta propriedades lipofilicas (Thijssen et al., 2006).

Esta lipofilicidade faz CCCP, um agente de desacoplamento, ser uma molécula
promissora na inibicdo de sistemas de efluxo. Ele atua destruindo o gradiente
eletroquimico transmembrana e reprimindo a fonte de sintese quimica, sendo usado
como modelo para estudar as interacdes entre os antibioticos e os componentes da
membrana plasmatica (Baron e Rolain, 2018; Compagne et al., 2023). O CCCP
demonstrou um forte efeito inibitério sobre diversas bombas de efluxo das familias
SMR, MFS e, principalmente, da familia RND, a qual a bomba de efluxo AcrB pertence
(Sekyere e Amoako, 2017; Tang et al., 2020). Quando testada, a CIM da ceftazidima
diminuiu significativamente (redugao = 4 vezes) na presencga desse composto (Tabela
3), comprovando o papel do efluxo na resisténcia dos isolados bacterianos a esse
farmaco (Pakzad et al., 2013, Tintino et al., 2018).

As moléculas e compostos testados neste estudo apresentam-se como
potenciais inibidores de bombas de efluxo. Estas bombas em bactérias Gram-

negativas exercem efeito na resisténcia adquirida aos antibiéticos devido ao efeito
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combinado do chamado efluxo transenvelope, no qual um composto € capturado no
periplasma e efluxado diretamente para o meio externo, além da absorcéo reduzida
através da membrana bacteriana externa (McNeil et al., 2019).

Especialmente, a superexpressdo de bombas de fluxo da familia RND tem
papel chave na resisténcia a mdultiplos farmacos em patégenos Gram-negativos
(Opperman et al., 2013; Sjuts et al., 2016). Por isso, as bombas de efluxo podem ser
usadas como alvos através da utilizagdo de um inibidor, pois a agdo conjunta desse
composto inibidor de bombas de efluxo com um farmaco pode exibir poténcia
aumentada, espectro de atividade aprimorado e propenséao reduzida para resisténcia
adquirida (Lomovskaya e Bostian, 2006; Bhardwaj e Mohanty, 2012; Wang; Venter;
Ma, 2016; Frei et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

A terapia adjuvante é uma estratégia promissora para reverter a resisténcia de
isolados bacterianos e assim recuperar a atividade de antigos antibioticos. No
presente estudo, foi observado significativo aumento da atividade antibacteriana do
antibiotico ceftazidima apds associacdo com menadiona e terpenos 4-terpineol e
canfeno, com resultados comparaveis aqueles obtidos pela utilizagdo do ja
estabelecido inibidor CCCP, sugerindo que os trés compostos possuem atividade
inibitéria sobre os sistemas de efluxo AcrAB-TolC das cepas K25-A2, K26-A2, K29-
A2, K31-A2 e K32-A2 Klebsiella pneumoniae. Os compostos foram capazes de
devolver a sensibilidade ao antibiético a isolados bacterianos resistentes, exceto pelo
K25-A2, o qual pode dispor de outros mecanismos de resisténcia ao farmaco, mas
gue também se tornou mais suscetivel a sua acdo. Assim, a estratégia terapéutica de
associacdo da ceftazidima a menadiona e aos terpenos apresenta-se como
promissora para o futuro tratamento de infec¢des clinicas causadas por Klebsiella

pneumoniae.
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