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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um microrganismo oportunista associado a diversas infec¢des
nosocomiais e que possui inUmeras estratégias para resistir a acdo dos antibidticos. A cepa
ATCC 19606 foi utilizada tanto como cepa de referéncia quanto modelo para o estudo da
emergéncia e evolucdo de resisténcia, patogénese e para a descoberta de novos alvos
antibacterianos. Diante deste fato, a pesquisa por novos farmacos, bem como novas
abordagens terapéuticas como as associacdes de antimicrobianos sdo necessarias. Seguindo
essa diretriz, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do
lapachol, da pB-lapachona e de seis antibioticos (ampicilina/sulbactam, cefepima,
ciprofloxacino gentamicina, meropenem e polimixina B) frente a nove cepas de Acinetobacter
baumannii LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07, LFBM 09, LFBM 14, LFBM 15,

LFBM 19 e LFBM 21 com fenétipo de resisténcia previamente determinado aos
carbapenémicos. Dentre as naftoquinonas, a B-lapachona foi a mais eficaz e apresentou a CIM
mais baixa e teve a CIM mais baixa, cujo valor foi 512 pug/mL. Numa segunda etapa foi
avaliado o efeito das associagcBes B-lapachona-antibidticos, realizado pelo método do tabuleiro
de xadrez (Checkerboard). Os critérios utilizados para essa avaliacdo, foram definidos pelos
valores do Indice da Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF). As cepas de Acinetobacter
baumannii mostraram-se sensiveis a polimixina B e resistentes a maioria dos antibioticos
avaliados. Os valores de ICIF variaram de 0,06 a 0,5, sugerindo uma interagdo sinérgica
frente as cepas de Acinetobacter baumannii produtoras de carbapenemases. Um efeito aditivo
foi observado para a associacdo p-lapachona-cefepima e p-lapachona-meropenem para as
cepas LFBM 06 e LFBM 21, respectivamente. De uma forma geral a f-lapachona associada a 3-
lactdmicos ou fluoroquinolonas ou carbapenémicos, atua sinergicamente inibindo o crescimento
de cepas de Acinetobacter baumannii. Além disso, essas associagdes mostraram- se capazes de
reverter o perfil de resisténcia. Estudos devem ser realizados, tanto in vivo quanto in vitro,
para avaliar a biosseguraca, eficécia, efeitos toxicos, farmacoldgicos, principalmente em relagédo

aos efeitos colaterais.

Palavras-chave: naftoquinonas; efeito sinérgico; Acinetobacter baumannii; produtor de

carbapenemases



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an opportunistic microorganism associated with several
nosocomial infections and which has numerous strategies to resist the action of antibiotics.
The ATCC 19606 strain was used as both a reference and model strain to study the emergence
and evolution of resistance, pathogenesis and for the discovery of new antibacterial targets.
Given this fact, research for new drugs, as well as new therapeutic approaches such as
combinations of antimicrobials, is necessary. Following this guideline, the present study
aimed to evaluate the antimicrobial activity of lapachol, B-lapachone and six antibiotics
(ampicillin/sulbactam, cefepime, ciprofloxacin gentamicin, meropenem and polymyxin B)
against nine strains of Acinetobacter baumannii LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07,
LFBM 09, LFBM 14, LFBM 15, LFBM 19 and LFBM 21 with a previously determined
resistance phenotype to carbapenems. Among the naphthoquinones, -lapachone was the most
effective and had the lowest MIC, the value of which was 512 pg/mL. In a second stage, the
effect of B-lapachone-antibiotic associations was evaluated, using the Checkerboard method.
The criteria used for this evaluation were defined by the values of the Fractional Inhibitory
Concentration Index (FICI). Acinetobacter baumannii strains were sensitive to polymyxin B
and resistant to most of the antibiotics evaluated. FICI values ranged from 0.06 to 0.5,
suggesting a synergistic interaction against Acinetobacter baumannii strains that produce
carbapenemases. An additive effect was observed for the association p-lapachone-cefepime
and B-lapachone-meropenem for strains LFBM 06 and LFBM 21, respectively. In general, -
lapachone associated with B-lactams or fluoroquinolones or carbapenems, acts synergistically
to inhibit the growth of Acinetobacter baumannii strains. Furthermore, these associations
were capable of reversing the resistance profile. Studies must be carried out, both in vivo and
in vitro, to evaluate biosafety, efficacy, toxic and pharmacological effects, especially in

relation to side effects.

Keywords: naphthoquinones; synergistic effect; Acinetobacter baumannii; carbapenemase

producer
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1INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii é uma bactéria oportunista, frequentemente associada a
infeccbes adquiridas em ambientes hospitalares, conhecidas como infeccbes nosocomiais
(Lucidi et al., 2024). O género Acinetobacter spp. compreende até 74 espécies, entre elas a
espécie Acinetobacter baumannii, responsavel por cerca de 80% das infeccbes (Vazquez-
I6pez et al., 2020).

As bactérias multirresistentes podem ser agrupadas em trés grupos, a saber MDR
(Multidrug-resistant), que sdo as bactérias ndo suscetiveis a pelo menos trés classes de
antimicrobianos; XDR (Extensively drug-resistant), que sdo bactérias ndo suscetiveis a pelo
menos um agente em todas as classes, exceto duas classes de antimicrobianos; e PDR (Pandrug-
resistant), que sdao bactérias resistentes a todos os antimicrobianos testados (Mills; Marchaim,
2021).

De acordo com essa constatacdo, a Organizagdo Mundial da Saude classificou o0s
'patdgenos prioritarios’ resistentes a antibioticos. A. baumannii resistente aos carbapenémicos
é considerada um dos microrganismos de maior relevancia em termos de satde publica (OMS,
2023).

Dessa maneira, a polimixina B representa a Ultima opcéo terapéutica para o tratamento
de infeccOes causadas por A. baumannii multidroga resistente (Zhu et al., 2023).

A resisténcia & acdo dos antimicrobinanos adotada pela Acinetobacter baumannii
engloba a producdo de enzimas inativadoras, modificacbes nas proteinas de ligacdo a
penicilina e o uso de bombas de efluxo. Além disso, o surgimento de cepas de A. baumannii
que demonstraram resisténcia a combinacdes de antibidticos, como ceftazidima-avibactam,
piperacilina-tazobactam e ampicilina-sulbactam, restringe ainda mais as opcOes terapéuticas
disponiveis (Shields et al., 2023).

Dada essa realidade, torna-se imprescindivel investir em pesquisas € no
desenvolvimento de novos farmacos, bem como adotar novas abordagens terapéuticas, como
a utilizacdo de associacgdes sinérgicas com antibioticos.

Nesse contexto, as naftoquinonas emergem como metabdlitos secundarios presentes
em microrganismos, algas e plantas superiores, destacando-se por sua vasta gama de
propriedades farmacoldgicas (Mir et al., 2023). A combinacdo de metabdlitos secundarios
com antibidticos convencionais surge como uma estratégia alternativa para aprimorar a
eficacia desses Ultimos, oferecendo uma solu¢do promissora no tratamento de infeccdes

provocadas por microrganismos que demonstram resisténcia a multiplos farmacos, em
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particular A. baumannii multidroga resistente, para o qual as opg¢des terapéuticas sdo limitadas
(Gong et al., 2021).

A B-lapachona e seu isémero alfa-lapachona, também denominados 3,4-di-hidro- 2,2-
dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona, sdo naftoquinonas de origem natural que podem ser
extraidas da casca de diversas plantas brasileiras, como o Lapacho (Tabebuia avellanedae), ou
produzidas sinteticamente a partir do lapachol ou lomatiol. Essas substancias sdo amplamente
reconhecidas por suas diversas propriedades farmacoldgicas, que englobam atividades
antitumorais, anti-inflamatdrias, antitripanossoma e antimicrobianas (Ramos- Milaré et al.,
2023).

Até o momento, ndo foram conduzidos estudos abordando a inibicdo do crescimento
de A. baumannii multidroga-resistente (MDR) por meio do uso de lapachol e seus derivados,
como a pB-lapachona e alfa-lapachona, nem investigagdes sobre possiveis sinergias entre
naftoquinonas e antibiéticos.

Diante dessa premissa, 0 presente estudo foi conduzido com o objetivo de, em um
primeiro momento, determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) de substancias como lapachol e p-lapachona, além de
medicamentos comerciais amplamente utilizados em clinica tais como ampicilina/sulbactam,
cefepima, ciprofloxacino, gentamicina, meropenem. Além disso, procurou-se avaliar o efeito
sinérgico da B-lapachona em associacdo com antibioticos convencionais frente a cepas de A.

baumannii produtoras de carbapenemases.
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20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana e sinergica do lapachol, da B-lapachona e de seis
antimicrobianos (ampicilina/sulbactam, cefepima, ciprofloxacino gentamicina, meropenem e

polimixina B) frente a nove cepas de Acinetobacter baumannii produtoras de carbapenemases.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) do lapachol, da B-lapachona, bem como dos seguintes antimicrobianos ampicilina/subactam,
cefepima, ciprofloxacino, gentamicina, meropenem e polimixina, frente a cepas de Acinetobacter
baumannii produtoras de carbapenemases;

Identificar a naftoquinona com melhor atividade antibacteriana (mais potente);

Avaliar o efeito sinérgico da B-lapachona em associagdo com antimicrobianos convencionais

frente a cepas de Acinetobacter baumannii produtoras de carbapenemases.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 GENERO ACINETOBACTER

Inicialmente descrito pelo microbiologista holandés Beijerinck em 1911 como
Micrococcus calcoaceticus, o género Acinetobacter (do grego ‘akinetos”, imovel) foi
proposto 43 anos depois por Brisou e Prevot para diferencid-lo dos organismos moveis do
género Achromobacter spp (Brisou; Prevot, 1954).

Entretanto, apenas em 1971 o Subcomité em Taxonomia de Moraxella e Bactérias
Afins reconheceu oficialmente o género Acinetobacter spp. com base nos resultados da
publicacdo de Baumann e recomendou que o género deveria incluir apenas cepas citocromo-
oxidase negativas (Lessel, 1971).

O género Acinetobacter spp. pertence ao dominio Bacteria, ao filo Proteobacteria, a
classe Gammaproteobacteria, a ordem Pseudomonadales e a familia Moraxellaceae. Esse
género comporta bactérias Gram-negativas, identificadas bioquimicamente como oxidase e
indol negativos, catalase positiva, ndo sdo seletivas quanto ao crescimento em meios de
cultura, sdo imoveis, aerdbias, ndo formadoras de esporos, e podem apresentar céapsula e
fimbrias para adesdo e formac&o de biofilmes (Almasaudi, 2018).

Quanto & morfologia na coloracdo de Gram (Figura 1), apresentam-se como bastonetes
curtos e espessos, com diametro de 1,0 a 1,5um e 1,5 a 2,5 um de comprimento na fase
exponencial de crescimento, tornando-se cocobacilares durante a fase estacionaria, geralmente

presentes aos pares ou em longas cadeias de comprimento varidvel (Almasaudi, 2018).

Figura 1. Acinetobacter baumannii na coloracdo de Gram.

. | -\'_'c‘.'
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.

Fonte: Oautor (2024).

As espécies de Acinetobacter em placas de Agar Mueller Hinton (Figura 2) apresentam-
se com colbnias de formas e tamanhos caracteristicos, podendo ser incolores, decor branca ou

creme, lisas ou mucoéides. Quando encéapsuladas, sdo leitosas, com diametro de
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1,0 a 2,0 mm, ap6s 18 a 24 h de incubacdo a 37° C. Em meio Agar Eosina Azul de Metileno,

as coldnias apresentam cor azulada a cinza azulada (Almasaudi, 2018).

Figura 2. Coldnias deAcinetobacter baumannii em Agar Mueller Hinton.

Fonte: Oautor (2024).

Muitas cepas sdo incapazes de reduzir o nitrato a nitrito e a temperatura ideal de
crescimento é de proximamente 33 a 35°C. A parede celular de Acinetobacter é tipica das
bactérias Gram-negativas, porém a descoloracdo é dificil porque o cristal violeta fixa
fortemente na parede celular e isso pode levar a identificagdo errbnea como cocos Gram-
positivos (Nguye; Joshi, 2021).

Atualmente, o género Acinetobacter contém 74 espécies. Em nivel de espécies, 0s
isolados de Acinetobacter ndo sdo facilmente identificados devido as similaridades fenotipicas
e genotipicas. Desse modo, testes moleculares, como a Reagdo em cadeia da Polimerase
(PCR), séo necessarios para auxiliar na correta identificacdo (Vijayakumar, 2019). Por esta
razdo, espécies de Acinetobacter tais como A. baumannii, A. nosocomialis, A. pittii, A.
seifertii e A. lacticae, além das espécies ambientais como A. calcoaceticus, consideradas
membros do chamado complexo Acinetobacter baumannii-Acinetobacter calcoaceticus (ABC)

séo clinicamente significativas quando isoladas (Nguye; Joshi, 2021).

3.2 IMPORTANCIA CLINICA E EPIDEMIOLOGICA

Embora outras espécies do género tenham sido relatadas em seres humanos, como A.
johnsonii e A. radioresistens, A. lwoffi, os membros do Complexo Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii (ABC), com excecdo do A. calcoaceticus, sdo 0s que apresentam significancia clinica
(Vijayakumar, 2019).

No tocante ao Complexo, A. baumannii tem maior incidéncia em espécimes clinicos, e
esta envolvida na colonizacdo e infeccdo de muitos pacientes que sdo admitidos em servigos

de satde. Além disso, A. baumannii apresenta maior resisténcia a um nimero maior de
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antibidticos quando comparada ao complexo ABC, sendo habitualmente associada a uma
maior taxa de mortalidade (Rosenthal, 2021).

Apesar dos carbapenémicos, mereopenem e imipenem, por exemplo, pertencerem a
classe dos B-lactdmicos e apresentarem maior espectro e atividade in vitro contra bacilos gram-
negativos, 0 aumento das taxas de resisténcia tem comprometido a utilizacdo desses antibi6ticos
na clinica (Rosenthal, 2021).

Contudo, as taxas de suscetibilidade aos carbapenémicos apresentam variacbes a
depender da regido geografica. Entre as espécies de Acinetobacter coletadas entre os anos de
2016 a 2018 pelo Programa de Vigilancia Antimicrobiana (SENTRY), as taxas de
suscetibilidade mais baixas ao meropenem foram observadas na Africa e no Oriente Médio
17,2%, seguidas pela América Latina 19,6%, Asia-Pacifico Sul 31,4%, Europa 33,8% e
América do Norte 63,6% (Seifert, 2022).

De acordo com o ultimo relatério da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e do
Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas (ECDC), os indices percentuais de
espécies de Acinetobacter resistentes a carbapenémicos variaram na Europa em 2020. Dos 38
paises e areas que reportaram os dados, trés paises apresentaram taxas de ocorréncia inferiores
a 1%, enquanto 35 revelaram taxas igual ou superior a 50%. Os paises com as taxas mais
baixas de resisténcia aos carbapenémicos foram a Irlanda, os Paises Baixos e a Noruega,
enquanto aqueles que apresentaram taxas iguais ou superiores a 50% estdo localizados
sobretudo no Leste e no Sul Europeu (ECDC; OMS, 2022).

Na Itélia, por exemplo, dois estudos chamaram a atengdo dos pesquisadores. O
primeiro revelou um aumento da colonizacdo ou da infeccdo pelo Acinetobacter baumannii
resistente a carbapenémicos (CRAB) nas unidades de terapia intensiva (UTIs) destinadas aos
pacientes com COVID-19. Esse estudo mostrou que 19% dos pacientes com COVID-19
foram colonizados ou infectados por CRAB durante sua permanéncia na UTI (Montrucchio,
2022).

Num segundo trabalho realizado também na Italia, conduzido em trés importantes
centros médicos durante janeiro e abril de 2020, foi observado um aumento das mesmas taxas
de incidéncia de infeccdo e de colonizacdo pelo CRAB em UTI observado no primeiro estudo
(Duran-Manuel, 2021).

Em relacdo a colonizagdo por CRAB, o0 segundo estudo registrou um aumento de 7,5
vezes em relagdo ao primeiro, enquanto as infeccbes por CRAB aumentaram em 5,5 vezes.
Esses dados destacam a tendéncia de aumento da presenca desse patdgeno resistente em

ambientes de cuidados médicos no pais europeu durante o periodo em andlise (Pascale, 2022).
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Vale ressaltar que o aumento no numero de infeccbes por A. baumannii durante a
pandemia de COVID-19 ndo esta restrito a uma unica localidade, mas esse tendéncia foi
observada em varias regides geograficas. Isso ressalta a importancia de uma vigilancia global
e de esforcos coordenados para entender e controlar o impacto dessa resisténcia bacteriana em

meio & crise de salde publica causada pelo coronavirus (Durdn-Manuel, 2021).

3.3 FATORES DE VIRULENCIA E PATOGENICIDADE DE A. baumannii

Acinetobacter baumannii apresenta diversos fatores de viruléncia, os quais sao
cruciais na sobrevida e na adaptacdo ao ambiente (Cangussu, 2020). A combinacdo desses
fatores conflui para a patogenicidade do A. baumannii que, em conjunto, leva a infeccdo. A
constituicdo da superficie bacteriana desse patogeno € formada por diversos componentes
moleculares (Mea; Yong; Wong, 2021). O componente mais encontrado, nas cepas de A.
baumanni, é a proteina de membrana externa A (OmpA). Além desse constituinte, estdo
envolvidas outras estruturas, como o lipopolissacarideo (LPS), as fosfolipases e os biofilmes
(Figura 3) (Jacabs et al., 2010).

Figura 3. Fatores de viruléncia presentes no Acinetobacter baumannii.
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Acinetobacter baumannii apresenta fatores de patogenicidade, como as fimbrias,
capsula bacteriana e biofilme, que estdo em constante evolucdo, adaptando-se para enfrentar o

sistema imunoldgico do hospedeiro e sobreviver em diferentes ambientes (Bartal et al., 2022).

Os pili de A. baumannii desempenham um papel na aderéncia a superficies, tanto
inertes quanto vivas, bem como na formacdo de biofilmes bacterianos. Além de promover a
aderéncia, os pili, quando acoplados aos receptores das células hospedeiras, ttm a capacidade
de induzir a inflamacdo, desencadeando a produgdo de mediadores, incluindo quimiocinas e

citocinas (lruegas et al., 2023).

Outro importante fator de patogenicidade é a capsula lipopolissacaridea. Ela é formada
por polimeros de alto peso molecular de repetidas unidades de oligossacarideos, 0s quais sdao
compostos pela unido de agUcares, sintetizados por vias especificas. Esse revestimento esta
intimamente associado a doengas em mamiferos. Acredita-se que a camada de
exopolissacarideos que constitui a cdpsula fornece uma barreira protetora que protege as
celulas bacterianas do ambiente externo. Isso resulta em uma maior resisténcia a fagocitose,

processos de desinfecgédo e dessecacdo (Akoolo et al., 2022).

A capacidade das bactérias do género Acinetobacter spp. de formar biofilme é um
fator importante em sua viruléncia e resisténcia aos antibidticos. O biofilme € uma
comunidade microbiana aderida a uma superficie e envolta por uma matriz extracelular. Essa
matriz € composta de véarias substancias poliméricas, incluindo proteinas, exopolissacarideos
e &cidos nucleicos, que sdo secretados pelas proprias bactérias (Zeighami et al., 2019).

A formacédo de biofilmes ocorre em trés etapas: aderéncia e colonizacdo, formacao de
matriz e maturacdo (Figura 4) (Azizi et al., 2016). Na primeira fase da formacéo de biofilme,
0s microrganismos se aderem a superficie, num processo e se dividem a partir das
microcolonias. Por sua vez, estas se fundem em grandes agregados, deixando canais abertos
para permitir a passagem de fluidos contendo nutrientes. Ao passo que o biofilme envelhece,
as células sésseis tornam-se cobertas com a matriz polimérica e exopolissacaridica, comportando-
se como barreira de difusdo contra os antimicrobianos, células fagocitarias e contra a atividade
bacteriana do soro sérico. O quorum sensing (QS) € um mecanismo de comunicagdo entre as
células bacterianas que envolve a producdo e deteccdo de moléculas de sinal chamadas
autoindutores. Estas moléculas sdo liberadas pelas células bacterianas a medida que crescem

e sua concentragdo aumenta com a densidade celular. Quando a
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concentracdo de autoindutores atinge um determinado limiar, as células respondem
coordenadamente, desencadeando diversas respostas fenotipicas e genotipicas (Roy et al.,
2022).

Figura 4. Representacio esquematica do ciclo de formacéo debiofilme.
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Dessa forma, o crescimento das interagcdes celulares, mediante o aumento da deteccdo
de lactonas N-acil-homoserina (AHLs) que €é um autoindutor, resulta na aceleracdo do
processo de formacgédo de biofilme mediada por vias QS (Kyriakidis et al., 2021). De acordo
com Azizi e colaboradores (2016), a lactona N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina (AHL-12)
ativa funcbes importantes para a defesa de celulas fagociticas, que abrange o aumento da
fagocitose, aumento da expresséo de receptores de adesdo e inducdo de quimiotaxia. Isso leva
a hipdtese de que o reconhecimento precoce de biofilmes em desenvolvimento pode ser a
chave para uma defesa bem sucedida do hospedeiro contra infec¢des por biofilme (azizi et al.,
2016).

Os biofilmes sdo estruturas ativas, nas quais as transicbes entre os modos de
crescimento planctonico e séssil ocorrem em resposta a diferentes sinais ambientais. As
células de A. baumannii quando em biofilme, comparadas com células planctdnicas,
mostraram uma maior organizagdo no metabolismo de aminoacidos e 4&cidos graxos,
motilidade, transporte ativo, metilacdo de DNA, aquisicdo de ferro, regulacédo transcricional e
quorum sensing (Roy et al., 2022).

As infeccBes associadas a dispositivos médicos por A. baumannii sdo frequentemente
relacionadas a formacdo de biofilme em superficies abidticas, tais como intubacdo
endotraqueal e cateteres vasculares, o que contribui para a sobrevivéncia desse

microrganismo, aumentando, desse modo, os riscos de infec¢Bes respiratorias e da corrente
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sanguinea. Ja nas infec¢des da pele e dos tecidos moles, A. baumannii forma biofilmes, tanto

em feridas como nos curativos oclusivos (Eze et al., 2019).

3.3.1 Genes de viruléncia relacionados ao biofilme

A capacidade das bactérias de aderir a superficies e formar biofilmes envolve uma
interacdo complexa entre varios fatores, incluindo a expressdo temporal de genes relacionados
a adesdo, motilidade e sintese de componentes da matriz. Até o presente momento, uma
matriz de genes determinantes de viruléncia relacionados ao biofilme nesse patdgeno incluem
o sistema de pili CsuA/BABCDE, regulado por um sistema de dois componentes
(BfmS/BfmR), a proteina de membrana externa OmpA, a proteina associada & formacdo de

biofilme (Bap), os autoindutores de sintase Abal, parte do sistema quorum sensing e 0 operon

pgaABC responsavel pela produgdo de poly-B-1,6-N-acetilglucosamina (PNAG) (Kyriakidis
etal., 2021) (Figura 5).
Figura 5. Rede regulatoria da formacéao de biofilme de Acinetobacter baumannii.
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A maioria das cepas de A. baumannii codifica e produz um sistema de pili
CsuA/BABCDE, também denominado por Csu pili, que € regulado por um sistema de
dois componentes bfmRS, e sdo importantes para a formagdo e manutencdo de biofilme em

superficies inanimadas, como poliestireno, mas ndo sdo necessarios para a associagcao



com superficies abioticas, como células epiteliais humanas. O gene csuE codifica
parte do sistema de montagem do Csu pili e atua como uma adesina de ligacdo a
superficie, contribuindo, desse modo, para a formacdo de biofilme (Pakharukova et al.,
2022). Além disso, o sistema BfmR/BfmS consiste em um sensor-quinase que detecta as
condicdes ambientais e um regulador de resposta (Zeighami et al., 2019). De acordo com
Liou et al., 2014, o bfmS inativado reduziu a formacdo de biofilme em A. baumannii
ATCC 17978. Esse sistema tem sido considerado alvo potencial de farmacos, conforme
estudo de Russo et al 2016, que relatou que a inibicgdo do BfmR aumentou
significativamente a suscetibilidade de A. baumannii em relacdo aos antimicrobianos.

Nas cepas de A. baumannii, a OmpA ¢é uma porina codificada pelo gene ompA, e
tem vérias funcbes na patogénese bacteriana, como na adesdo e formagdo de biofilme,
resisténcia antimicrobiana, entre outras. A interrupcdo do gene ompA diminuiu as
concentracdes inibitorias minimas (CIMs) dos antimicrobianos cloranfenicol, aztreonam
e acido nalidixico, o que sugere que OmpA participa da expulsdo de antibiéticos do
espaco periplasmatico através de sistemas de bomba de efluxo. Em consonéncia com o
potencial antibiofilme da xantona natural a-mangostina, Sivaranjani et al., 2018
observaram que a reducdo no nivel de expressdo do gene ompA in vitro configurou
dificuldade de adesdo de A. baumannii. Nesse sentindo, a OmpA é um alvo atraente para
o0 desenvolvimento de novos antimicrobianos e estratégias de prevencdo terapéutica (Lee,
etal., 2019).

Um passo determinante na colonizacdo dos tecidos do hospedeiro é a aderéncia as
celulas eucaridticas e pode, por isso, ser considerado um dos primeiros passos na
progressao da doenca. A proteina Bap, codificada pelo gene bap, é uma adesina de
superficie que medeia a ligacdo priméaria as superficies bidticas e abidticas e estd
envolvida na adesdo intercelular dentro do biofilme maduro. A mutacdo do gene bap na A.
baumannii ocasiona diminuicdo na espessura e no volume do biofilme. Esses dados
sugerem que a proteina Bap é um componente-chave na formacdo de biofilme em A.
baumannii e pode ter participacdo na persisténcia da bactéria nas infeccdes em ambiente
hospitalar (Aldali, 2023).

A sintese de substdncias poliméricas extracelulares (EPS), que consiste
essencialmente em polissacarideos, acidos nucléicos, lipidios e proteinas é crucial
durante a formacdo de biofilme. Essas substancias poliméricas ocupam 0 espaco
intercelular de agregados bacterianos que, por sua vez, fornecem uma estrutura

tridimensional e uma arquitetura complexa para a matriz de biofilme. A EPS produzida
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pela A. baumannii € codificada pelo gene epsA. A producdo de EPS estd envolvida na
adesdo célula-superficie e célula-célula, como também protege as bactérias contra os
mecanismos de defesa do hospedeiro. Logo, inibir a producdo de EPS pode aumentar a
suscetibilidade bacteriana aos antimicrobianos e facilitar a inibicdo da formacdo de

biofilme (Sivaranjani et al., 2018).

3.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA DE A. baumannii AOS ANTIBIOTICOS
Atualmente a maioria das cepas de Acinetobacter baumannii se tornou resistente aos
antibidticos de amplo espectro utilizados na pratica clinica. A resisténcia nesse patdgeno é
complexa e multifacetada, abrangendo diversas estratégias de evasdo aos tratamentos
disponiveis. Acinetobacter baumannii demonstra uma capacidade de desenvolver mecanismos
de resisténcia que atingem vérias classes de farmacos (Smitten, 2020).

A resisténcia desse patogeno tem implicacdes sérias, comprometendo a capacidade da
comunidade médica em tratar efetivamente infeccGes e garantir a seguranca dos pacientes
(Aldali, 2023).

Um dos principais mecanismos da Acinetobacter baumannii envolve a reducdo da
permeabilidade da membrana bacteriana. Esse processo permite que a bactéria intensifique a
atividade de suas bombas de efluxo, que atuam como ‘porteiros’ celulares, bombeando
ativamente os antibidticos para fora da célula bacteriana impedindo que alcancem alvo
molecular (Zhang, 2021).

Os sistemas de efluxo desempenham um papel essencial na desintoxicacdo de
metabdlitos intracelulares, na sinalizacdo intercelular, na manutencdo da homeostase celular e

na patogenicidade bacteriana (Xu et al., 2019).

Os sistemas de efluxo podem ser agrupados em seis principais familias: a familia
MATE (extrusdo de compostos toxicos e multidrogas), a super-familia ATP “binding cassette”
(ABC), a super-familia facilitadora principal (MFS), a familia RND (resisténcia-nodulagéo-
divisdo), a familia SMR (baixa resisténcia a multidrogas) e a familia de efluxo de compostos

antimicrobianos de proteobactérias (Rafiei et al., 2022).

Dentre essas familias, a RND apresenta papel de destaque na resisténcia intrinseca de
bactérias Gram-negativas aos antimicrobianos, seguida pelas familias MFS e SMR. As
bombas RND sdo compostas por trés componentes e exibem ampla especificidade de

substrato, incluindo biocidas e antissépticos. Em A. baumannii, trés sistemas RND foram
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caracterizados até o momento: AdeABC, AdelJK e AdeFGH, todos associados a resisténcia

aos antimicrobianos pelo esse patdgeno (Kaviani et al., 2020).

Em relacdo a familia MATE, a proteina AbeM estd envolvida no efluxo de
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, cloranfenicol, trimetoprim e brometo de etidio. No
entanto, estudos mais recentes sugerem que esse sistema exerce impacto relativamente
limitado na resisténcia antimicrobiana quando comparado a outros sistemas (Coyne et al.,
2011).

Na familia MFS, destacam-se as proteinas TetA, TetB, AmvA, CmlA, FIoR e a mais
prevalente CraA. Essa Ultima confere resisténcia intrinseca ao cloranfenicol. Além disso,
FloR proporciona resisténcia tanto ao cloranfenicol quanto ao florfenicol, enquanto CmlIA
confere resisténcia exclusivamente ao cloranfenicol. AmvA, por sua vez, é responsavel pela
resisténcia a desinfetantes e eritromicina, sendo sua superexpressdo associada ao aumento da
resisténcia em amostras clinicas de A. baumannii. A proteina TetA é a principal envolvida no
efluxo de tetraciclinas, enquanto TetB esta relacionada ndo apenas a resisténcia a tetraciclinas,

como também a doxiciclina e a minociclina (Kim et al., 2021).

O sistema AbeS € codificado no cromossomo e pertence & familia SMR. Essa bomba
de efluxo apresenta resisténcia ao cloranfenicol, as fluoroquinolonas, a eritromicina e

acnovobiocina (Yu et al., 2020).

O segundo mecanismo envolve a inativagdo direta dos antibioticos por meio de
modificacdes ou hidrolise. Nesse contexto, as bactérias desenvolvem a capacidade de alterar
quimicamente os antibidticos ou quebra-los, tornando-os inativos (Zhang, 2021).

Além disso, Acinetobacter baumannii apresenta mecanismos que incluem alteragdes
em proteinas presentes na membrana externa da bactéria, a producdo de p-lactamases
(enzimas que quebram antibidticos B-lactdmicos), a degradacdo pela enzimas modificadoras
de aminoglicosideos - EMAs que atuam catalisando uma modificagdo nos grupos quimicos --
OH ou -NH2 do nucleo da 2-desoxitreptamina ou por¢cdes acucares dos farmacos
aminoglicosideos, impedindo que o farmaco se ligue as subunidades dos ribossomos, além
daquelas relacionadas a permeabilidade celular e mudangas nos locais onde o0s
antimicrobianos exercem sua agao (Montrucchio, 2022).

Todos esses fatores contribuem para que a A. baumannii tenha progressivamente

acumulado resisténcia as penicilinas, cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos.
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Consequentemente, os carbapenémicos tornaram-se a terapia de escolha para as infecgdes
graves causadas pelo género (Montrucchio, 2022).

O principal mecanismo de resisténcia a p-lactamicos é a producdo de B-lactamases
cromossomais ou plasmidiais, como a hiper-expressdo do gene cefalosporinase cromossomal
do tipo C (AmpC). A resisténcia a penicilinas, cefalosporinas e aztreonam € observada
principalmente pela expressdo de genes de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e,
muitas vezes, responsavel pelo fen6tipo de multirresisténcia (Longjam et al., 2023).

As B-lactamases estdo agrupadas em quatro classes de acordo com a classificacdo de
Ambler (A-D), compreendendo as classes A (penicilinases), B (metalo-betalactamases), C
(adenosina monofosfato clico-AmpC) e D (oxacilinases), que se baseia na sequéncia
especifica de aminoéacidos que as compdem. Essa classificacdo é essencial para entender a
diversidade dessas enzimas e suas variagdes na capacidade de hidrolise do anel B-lactamico.
Essas enzimas possuem a capacidade de hidrolisar antimicrobianos carbapenémicos, bem
como degradar outras penicilinas e cefalosporinas (Tsivkovski et al., 2020,Wu, 2023).

As pB-lactamases de amplo espectro (ESBL), que pertencem & Classe A de Ambler,
conferem resisténcia a um amplo leque de cefalosporinas, com excecdo das cefamicinas (Ingti
et al., 2019). A aquisicdo de varias variantes de ESBL em A. baumannii ¢ mediada por
mecanismos especificos. No entanto, a prevaléncia dessas enzimas ainda ndo € totalmente
compreendida devido as técnicas de deteccdo laboratorial (Philippon et al., 2019).

As principais enzimas da Classe A de Ambler sdo TEM, SHV, CTX-M e KPC. As
enzimas TEM, CTX-M e KPC sdo capazes de hidrolisar penicilina, cefalosporina e
carbapenem. Dentre elas, a familia CTX-M € a predominante na América do Sul, Espanha e
no Leste Europeu. Além disso, o uso de antibidticos possibilita a evolucdo dessas enzimas e o
desenvolvimento de resisténcia a medicamentos cada vez mais potentes (Longjam et al.,
2023).

A classe A de Ambler abriga diversas carbapenemases, incluindo a NMC-A
(carbapenemase que ndo € uma metaloenzima), a IMI-1 (imipenemase) e a SME (enzima de
Serratia marcescens), que sao codificadas no cromossomo bacteriano. Além disso, temos a
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) e a GES (Guiana extended-spectrum), cujos
genes estdo frequentemente presentes em integrons e ou plasmideos. Estas classes de enzimas
tém a capacidade de hidrolisar um amplo espectro de substratos, englobando penicilinas,

algumas cefalosporinas, aztreonam e carbapenémicos. Observa-se que, dentre essas enzimas,
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tanto KPC quanto GES ja foram identificadas em A. baumannii, o que representa um desafio

em relagdo a resisténcia antimicrobiana (Ramirez et al., 2020).

As metalo-B-lactamases (MBLs) da Classe B de Ambler, que dependem de zinco, sdo
frequentemente encontradas associadas a cassetes genéticos de integrons, o que facilita sua
disseminagdo entre diversas variedades de bactérias (Nikibakhsh et al., 2021). As metalo-B-
lactamases (MBLs) sdo classificadas em trés subclasses distintas. As subclasses B1 e B3 séo
caracterizadas pela sua inativacdo catalitica através da presenca de dois fons de Zn*,
enquanto a subclasse B2 é cataliticamente inativada por apenas um ion de Zn?*. Essa
diversidade na ativacdo e inibicdo dessas enzimas & um aspecto fundamental de seu

funcionamento bioquimico (Ramirez et al., 2020).

As principais enzimas da Classe B de Ambler s&o New Delhi Metalo-betalactamase
(NDM), Verona imipenemase (VIM), Sdo Paulo MBL (SPM), Seoul imipenemase (SIM), e
Imipenemase (IMP). A presenca de plasmideos facilita a rapida disseminacdo do gene MBL, e
a propagagdo do NDM-1 esta intimamente associada a resisténcia a medicamentos em
Acinetobacter baumannii. Com excecdo da familia SIM, todas as outras ja foram previamente

identificadas em A. baumannii, inclusive em amostras coletadas no Brasil (Lépez et al., 2019).

Outra enzima que confere resisténcia antimicrobiana ¢ a NDM. Apds a identificacdo
do NDM-1 na India, foram subsequentemente identificadas mais de 24 variantes deste gene
(Ejaz et al, 2020). As enzimas NDM, que consistem em 270 amino&cidos, tém a capacidade
de hidrolisar a maioria dos PB-lactamicos, inclusive os carbapenémicos, porém ndo afetam os
monobactamicos. E importante destacar que essas enzimas NDM ndo podem ser inibidas
pelos inibidores de p-lactamases utilizados em clinica, como avibactam, clavulanato,

sulbactam e tazobactam (Wu et al., 2019).

Por outro lado, a producdo de vérias B-lactamases do tipo serina oxacilinases (OXA) é
a mais comumente observada na resisténcia aos carbapenémicos. As enzimas [-lactamases
classe D hidrolisadoras de carbapenémicos (CHDLs) ndo apenas degradam as penicilinas,
mas também apresentam capacidade de hidrolisar o imipenem e o meropenem, ainda que com
menor eficacia, enquanto ndo demonstram uma ac¢do significativa sobre cefalosporinas de
amplo espectro e o aztreonam. Atualmente, diferentes grupos de CHDLs s@o reconhecidos
com base na sequéncia de aminodcidos que os codificam. As carbapenemases do tipo OXA
mais comuns incluem OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51 e OXA-58. Entre elas, OXA-23,
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OXA-24, OXA-48 e OXA-58 sdo carbapenemases adquiridas, enquanto OXA-51 € intrinseca

a0 Acinetobacter baumannii (Shi et al., 2021).

Embora as bombas de efluxo, a deficiéncia de porinas e a hiperproducdo da
cefalosporinase AmpC desempenhem um papel significativo nos elevados niveis de
resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii, as enzimas do tipo OXA ainda sdo
reconhecidas como a causa primaria de sua ndo susceptibilidade a essa classe de antibidticos
(Hamidian et al., 2019).

Essas enzimas sdo subdivididas em vérios grupos, sendo sua classificagdo baseada em
caracteristicas estruturais e bioquimicas. Essa diversidade de grupos reflete a sua

complexidade e capacidade de adaptacéo a diferentes f3-lactdmicos (Seifert, 2022).

As enzimas do tipo OXA sdo importantes por seu papel na resisténcia aos p-
lactimicos em bactérias como Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa. Elas
demonstram a capacidade de hidrolisar antibidticos como metacilina, amoxicilina e algumas
cefalosporinas e principalmente em oxacilina (Gill, 2023).

Em geral, as enzimas do tipo OXA ndo sdo classificadas como p-lactamases de
espectro estendido (ESBLs), pois ndo tém a capacidade de hidrolisar cefalosporinas de amplo
espectro. No entanto, ha algumas excegdes a essa regra, como a OXA-20 encontrada em P.
aeruginosa e a OXA-37 em A. baumannii, que apresentam a capacidade de hidrolisar

cefalosporinas de amplo espectro (Gill, 2023).

Até o momento, foram identificadas aproximadamente 350 enzimas OXA, e esse
ndmero continua a crescer, & medida que novas variantes sdo descobertas em resposta a
pressao seletiva exercida pelo uso generalizado de antibidticos. Essas enzimas podem ser
codificadas tanto no cromossomo bacteriano quanto em plasmideos, o quais facilitam a
disseminacdo de genes de resisténcia (Boral, 2019).

A primeira identificacdo do gene blaOXA-5 ocorreu em Pseudomonas aeruginosa e
subsequentemente foram identificadas variantes como blaOXA-23-like, blaOXA-s;-like e blaOXA-
134, em diferentes espécies de Acinetobacter, incluindo Acinetobacter radioresistance,

Acinetobacter baumannii e Acinetobacter Iwofii (Boral, 2019).
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3.5 TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR ACINETOBACTER SPP.

Quando as infeccbes sdo causadas por cepas de Acinetobacter suscetiveis a
antibidticos, geralmente ha varias opcOes terapéuticas disponiveis. Essas escolhas podem
envolver o uso de uma cefalosporina de amplo espectro como a ceftazidima ou a cefepime,
uma combinacdo de um antibidtico beta-lactdmico com um inibidor de beta-lactamase como
aqueles que contém sulbactam ou um carbapenémico por exemplo, imipenem ou meropenem
(Kanj et al., 2022).

Os carbapenémicos demonstram alta eficacia bactericida contra cepas suscetiveis de
Acinetobacter. No entanto, é importante observar que, dado que isolados suscetiveis ao
imipenem podem apresentar resisténcia ao meropenem e vice-versa, a suscetibilidade ao
carbapenémico especifico deve ser confirmada antes de sua administracdo (Smitran et al.,
2023).

O inibidor de beta-lactamase sulbactam também demonstra uma atividade bactericida
contra isolados de Acinetobacter. Nos Estados Unidos, o sulbactam est4d disponivel
exclusivamente em combinagdo com a ampicilina. Dados de estudos observacionais indicam

que a ampicilina-sulbactam é compardvel em eficacia ao imipenem (Onita et al., 2023).

3.5.1 Ciprofloxacino

O cloridrato de ciprofloxacino pertence a classe das fluoroquinolonas, cujo mecanismo
de acdo se da pela inibicdo da enzima DNA topoisomerase I, causando desse modo, danos
celulares as bactérias. Essa classe apresenta acdo lenta, visto que, € possivel observar células
viaveis por aproximadamente duas horas ap0s a exposicdo com o antimicrobiano, isso pode

estar ligado ao desenvolvimento de fatores de resisténcia (Ojkic et al., 2020).

3.5.2 Cefepima

O cloridrato de cefepima € um antimicrobiano da classe das cefalosporinas
classificado como de quarta geracdo, possui amplo espectro de eficacia para microrganismos
Gram positivos e Gram-negativos. Ele é indicado para infeccbes bacterianas em varios
sistemas, tais como: trato urinario, epitelial e respiratorio. O seu mecanismo de acdo se da
pela inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, ligando-se a uma ou mais proteinas

ligadoras de penicilina (Penicillin-binding proteins-PBPs). Estas estdo situadas na face
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externa da membrana citoplasmatica, e consequentemente, inibe a fase final da
transpeptidacdo peptidioglicano havendo lise osmotica, impedido assim a sintese da parede
celular (Pais et al., 2022).

3.5.3 Gentamicina

A gentamicina faz parte da classe dos antibioticos aminoglicosideos, assim como a
amicacina e a tobramicina. Seu mecanismo de acdo se da por indugdo de estresse no reticulo
endoplasmatico (RE) visto que, diferente da amicacina, age atraves da ligagdo ao ribossomo
80S eucaridtico (Prokhorova et al., 2017). Além de que, a gentamicina também é responsavel
por ativar a resposta de proteina desdobrada (UPR) e danifica as mitocondrias em células
eucarioticas (Peyrou et al., 2007). Desse modo, 0 uso da gentamicina deve ser comedido
devido ao seus potenciais efeitos adversos como a nefrotoxicidade, ototoxicidade e, menos

comumente, o blogueio neuromuscular (Fowler et al., 2006).

3.5.4 Meropenem

O Meropenem é um antibidtico beta-lactimico da classe dos carbapenémicos com
amplo espectro de acdo e baixa toxicidade. Esse composto exerce a sua atividade bactericida
através da inibicdo da sintese da parede da célula bacteriana, em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, através da ligacdo a proteinas que se ligam as penicilinas (PBPs). O uso do meropenem
é indicado para tratar infeccdes bacterianas graves, além de ser utilizado no tratamento de

doentes com neutropenia (Steffens et al., 2021).

3.5.5 Ampicilina/sulbactam

A ampicilina/sulbactam é uma combinacdo de antibiéticos composta por ampicilina,
um beta-lactamico e sulbactam, um inibidor de beta-lactamases. A ampicilina inibe a
biossintese do mucopeptideo da parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
aerébias e anaerdbias, enquanto que o sulbactam € inibidor irreversivel da beta-lactamase,
ampliando o espectro da ampicilina contra as betalactamases mediadas por plasmideo nos
organismos resistentes a penicilina. Desse modo, promove a lise bacteriana. Sobre o uso desta
combinacdo de ampicilina/sulbactam, ela é indicada no tratamento de infeccbes do trato

respiratorio superior e inferior (Peechakara; Gupta 2024).
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3.5.6 Polimixinas

3.5.6.1 Colistina

A Colistina é um antibi6tico polipeptidio, isto é, da classe das polimixinas, também é
conhecido como polimixina E. E considerada como um dos ultimos recursos terapéuticos em
infeccbes por microrganismos multirresistentes, por esse motivo, o surgimento de cepas
resistentes a acdo desse composto representa grave ameca a salde publica. Seu mecanismo de
acdo se da pela alteracdo da permeabilidade celular, através da ligagdo entre moléculas de
lipidios A anidnicos de Gram-negativas, levando ao extravasamento celular e,
consequentemente, a lise (Andrade et al., 2020). No entanto, a colistina € considerada
nefrotoxica e neurotoxica, razdo pela qual limita sua utilizagdo em hospitais (Gogry et al.,
2021).

3.5.6.2 Polimixina B

S&o antibidticos polipeptidicos catidnicos, que causam morte celular bacteriana atraves

da sua ligacdo com o lipideo A dos lipopolissacarideos presentes na

membrana celular das bactérias Gram-negativas, desse modo, as polimixinas sdo ineficazes
para Gram-positivas (Hancock, 1997; Clausell et al., 2007; Meredith et al., 2009). Esse
processo leva a um aumento da permeabilidade da membrana celular bacteriana,
extravasamento de constituintes celulares e consequentemente, lise celular (Velkov et al.,
2010; Yunet al., 2018).

3.6 TABEBUIA AVELLANEDAE LOR. EX GRISEB. (BIGNONIACEAE)

Esta arvore possui vérias denominacBes na medicina popular devido as suas
propriedades medicinais e a sua ampla distribuicdo geografica na América do Sul. O Ipé-
Roxo, Pau D'Arco ou Lapacho é valorizado por suas propriedades medicinais e tem sido
usado tradicionalmente para tratar uma variedade de condicbGes de salde. Suas caracteristicas
e usos podem variar entre diferentes regides e culturas na Ameérica do Sul (Lorenzi; Matos,
2002).

O Brasil representa o centro da diversidade dessa familia, abrigando 56 géneros e

cerca de 340 espécies, incluindo muitos tdxons endémicos. As espécies de Bignoniaceae sao
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encontradas em uma variedade de ambientes, desde o Cerrado até florestas tropicais, tornando-
a principal familia de lianas nas florestas brasileiras. As espécies desse grupo, como 0sS
jacarandas (Jacaranda brasiliana) e os ipés amarelos e roxos (Tabebuia alba e Tabebuia
avellanedae), sdo os exemplos mais representativos da familia e estdo distribuidas em regides
tropicais em todo o mundo, embora sejam mais comuns no continente americano (Bramara et
al., 2017).

Esta arvore atinge uma altura de 20 a 35 metros e possui uma casca grossa de cor
marrom escura, com fissuras longitudinais finas e espagadas. Suas ramificacGes sdo robustas e
sinuosas, formando uma copa ampla com folhagem verde-escura esparsa. As folhas sdo
digitadas, coriaceas, sem pelos, com margens serrilhadas e compostas por 5 foliolos desiguais.
Suas flores tém tonalidades que variam de rosa a violeta e desabrocham entre agosto e meados
de setembro. O fruto é uma silica deiscente, coridcea e pontilhada, com aproximadamente 25
a 30 centimetros de comprimento. As sementes sdo retangulares e aladas, o que facilita seu

transporte pelo vento (Lorenzi; Matos, 2002).

Dentre as espécies catalogadas, destacam-se o Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae) Lord
(Figura 6), cujas flores podem ser encontradas nas cores roxas, rosas ou lil&s. Esta espécie
possui diversos sinbnimos cientificos, incluindo Tabebuia ipé (Martius), Tecoma curialis
(Freire), Tecoma violaceae (Hub), Tecoma ipé (Martius), bem como as espécies relacionadas
Tabebuia impetiginosa (Martius) e Tabebuia serratifolia (Vahl). Essas espécies compartilham
caracteristicas semelhantes, componentes quimicos, propriedades farmacologicas e sédo

amplamente utilizadas na medicina popular (Panizza, 1997).
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Figura®. Ipésroxo e branco.

Fonte: Adaptado Ferreiraet al., 2010.

A denominagdo conhecida entre os indios do pau d’arco em Tupi; rorot, deve-se a
utilizacdo para preparo de arcos e bodoques, devido & sua resisténcia e durabilidade. Os
efeitos conhecidos do Ipé para tratar diversas doencas, consagrou sua utilizacdo na cultura

Indigena (Lorenzi; Matos, 2002).

Na regido amazonica, as populacdes indigenas costumavam preparar infusdes das
cascas secas para tratar uma variedade de condi¢bes de salde, incluindo anemia, maléria,
colite, doengas respiratorias, disturbios gastrintestinais, resfriados, infecgdes fungicas, febres,
artrite e reumatismo, picadas de cobras, problemas circulatérios, sifilis e cancer (Almeida,
2009).

As naftoquinonas do Ipé-roxo, como o lapachol e a p-lapachona, foram objeto de
estudos pioneiros realizados pelo Instituto de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) na metade do século passado. As pesquisas iniciais in vitro com essas
quinonas do Ipé-roxo revelaram uma gama de atividades, incluindo propriedades antitumorais,
antidlcera, anti-inflamatérias e antiflngicas, com énfase especial em seu potencial antitumoral

e antimicrobiano (Santana et al., 1968).

Além do lapachol, vérias naftoquinonas e antraquinonas foram isoladas de Tabebuia

avellanedae Lor. ex Griseb (Bignoniaceae) e de outras espécies. Entre as naftoquinonas,
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destacam-se a menaquinona-1, a-lapachol, pB-lapachol, desoxilapachol, xiloidona, e
lapachenol. As antraquinonas incluem a 2-metilantraquinona (tectoquinona), 2-aldeido-
antraquinona, 2-carboxiantraquinona, 2-hidro-3-metilantraquinona, 1-hidroxiantraquinona, 1-
metoxiantraquinona, 2-hidroximetilantraquinona, 2-acetoximetilantraquinona e tabebuina.
Também foram identificados compostos como quercetina, acido orto-hidroxibenzdico e para-
hidroxibenzdico. A presenca de filoquinona (vitamina K) foi registrada apenas nas folhas
desta planta. As substancias mais estudadas nesta espécie incluem o lapachol, seus isomeros a-
lapachona e B-lapachona, e a xiloidona (desidro-a-lapachona), todos conhecidos por suas

atividades bioldgicas (Burnett; Thomson, 1967).

Tabebuia avellanedae possui um amplo espectro de acdo contra varias infeccOes
cutaneas causadas por microrganismos. Diversos estudos demonstraram uma forte atividade
in vitro contra uma variedade de bactérias, fungos filamentosos e leveduras, destacando-se
sua eficacia contra Candida spp., Aspergillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,

Brucella spp. e Helicobacter pylori (Futuro et al., 2018).

Em estudos que avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de 54 plantas
conhecidas por suas propriedades antimicrobianas, o Ipé-roxo demonstrou a mais alta
atividade em comparagdo com os extratos das outras plantas estudadas. O extrato aquoso da
casca de Ipé-roxo demonstrou capacidade de inibir diversas bactérias Gram-negativas,
incluindo os géneros Haemophilus, Moraxella, Campylobacter e Helicobacter (Nagata et al.,
1998).

3.6.1 Quinonas

As quinonas sdo uma categoria de compostos organicos que se caracterizam por conter
dois grupos carbonila, os quais podem estar posicionados préximos ou separados,
frequentemente encontrados em anéis insaturados de seis atomos. Esses compostos compdem
uma vasta e variada familia de metabdlitos naturalmente distribuidos na natureza (Subhasmita
etal., 2022).

Além de serem amplamente distribuidos no ambiente, esses compostos desempenham
papéis essenciais na bioquimica celular, exibindo uma atividade biol6gica devido a sua
capacidade de oxidacdo e redugdo. Entre esses compostos, as ubiquinonas e as plastoquinonas

desempenham func¢des vitais no ciclo de vida dos organismos, atuando como moléculas
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moveis no transporte de elétrons durante os processos de respiracdo e fotossintese. Elas
desempenham multiplos papeis nos sistemas enzimaticos, servindo como cofatores essenciais

para uma variedade de reacdes metabdlicas (Balachandran et al., 2021).

Como cofatores, as quinonas desempenham um papel semelhante a vitamina K na
coagulacdo sanguinea. Quanto a sua estrutura molecular, elas podem ser agrupadas em
diferentes categorias com base no tipo de sistema aromatico presente no anel quinonoide:
Benzoquinonas, que apresentam um anel benzénico; Naftoquinonas, com um anel naftalénico;
e Antraquinonas, que podem ter um anel antracénico linear ou angular (Badave et al., 2020).
Houve um crescente interesse nessas substancias, impulsionado pela sua relevancia nos
processos bioquimicos essenciais, bem como pela descoberta de diversas atividades

terapéuticas de estudos farmacoldgicos (Gomes et al., 2021).

3.6.2 Naftoquinonas

As naftoquinonas sdo compostos importantes tanto na quimica quanto na farmacologia.
As andlises fitoquimicas da madeira do Ipé-roxo identificaram as naftoquinonas como o0s
principais componentes, com énfase no lapachol, que é amplamente reconhecido como um
dos representantes mais importantes do grupo das quinonas. Além disso, seus principais
derivados, a B-lapachona e a o-lapachona, também sdo de grande interesse e relevancia
(Futuro et al., 2018).

O lapachol (Figura 7.A) é uma substancia que vem sendo estudada h&d muito tempo,
remontando ao século passado. Sua descoberta inicial ocorreu em 1882, sendo que sua
estrutura quimica foi completamente elucidada em 1896 por Hooker. Ele foi identificado
como uma naftoquinona com a férmula 2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftalenodiona,
com peso molecular de 242,26 g/mol. Este composto cristaliza em prismas e possui uma
formula quimica C;sH1403, com ponto de fusdo na faixa de 139,5 a 140,2°C. Quando
submetido ao calor controlado, o lapachol passa por transformacdes, dando origem a

desidrolapachona (xiloidona) e aos isémeros a- e B-lapachona (Chang et al., 2022).

A o-lapachona (Figura 7.C) é uma naftoquinona que é derivada do lapachol, um dos
metabolitos encontrados na espécie vegetal Tabebuia avellanedae. Essa substancia possui

propriedades que tém despertado interesse na pesquisa cientifica (Hussain; Green, 2017).

A B-lapachona (Figura 7.B) é uma naftoquinona que ocorre como um componente
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minoritario em extratos da casca do caule da arvore Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae). A
produgdo em larga escala dessa substincia é realizada por meio da ciclizagdo &cida do
lapachol, um composto natural mais abundante nos extratos de Ipé-roxo. A pB-lapachona tem
sido extensivamente estudada devido ao seu potencial farmacolégico em relacdo a diversas
doencas. Essa molécula demonstra diversas atividades farmacoldgicas, incluindo antitumoral,
moluscicida, antiulcerante, anti-inflamatdria, antifungica e antiprotozoaria, mas se destaca

principalmente por suas propriedades antitumorais e antimicrobianas (Gomes et al., 2021).

Figura 7: Estrutura quimica dolapachol (A), p-lapachona (B) e a-lapachona (C).
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Fonte: Adaptado de Gomes et al., 2021.
3.6.3 Atividade Antimicrobiana das Naftoquinonas

Desde os primeiros estudos conduzidos por Oswaldo G. de Lima e sua equipe (1962),
a atividade antibidtica do lapachol tem sido investigada. Foi observado que o lapachol exibe
uma atividade predominante contra certos microrganismos Gram-positivos e acido-resistentes,
enquanto sua eficacia contra Gram-negativos é geralmente baixa, com a exce¢do do género
Brucella. Além disso, esses pesquisadores constataram que, a medida que o lapachol ¢é
purificado em maior grau, sua atividade antimicrobiana diminui progressivamente. Isso pode
ser explicado pelo fato de que outras naftoquinonas presentes junto com o lapachol também

possuem atividade antimicrobiana (Macedo et al., 2013).

Em um estudo realizado por Guiraud e sua equipe em 1994, foi conduzida uma
comparacdo entre a atividade bactericida e fungicida do lapachol e da B-lapachona, com a
determinacdo das concentracdes inibitérias minimas. Os resultados revelaram que a pB-
lapachona demonstrou uma eficacia antimicrobiana superior em comparagdo com o lapachol,
corroborando os achados previamente relatados por Gongalves de Lima e colegas em 1962.

Além disso, observou-se que os fungos eram mais sensiveis as substancias testadas do que as



bactérias, com destaque para a B-lapachona. Tanto o lapachol quanto a B-lapachona exibiram

atividade mais pronunciada em compara¢do com 0 cetoconazol, um agente antifingico de

referéncia.
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O mecanismo de acdo das naftoquinonas (CioHsO,) é semelhante a outras quinonas,

como a benzoquinona e a antraquinona, por possuirem um sistema eletrénico conjugado que

pode participar de reacBes quimicas transportando elétrons para outras moléculas (Lee et al.,

2019). Essas reacOes podem resultar na geracdo de radicais livres, incluindo radicais de

oxigénio altamente ativos denominados espécies reativas de oxigénio (ROS) (Bardaweel et al.,

2018). A producdo de (ROS) ocorre quando as quinonas sdo reduzidas a semiquinonas e,

posteriormente, a hidroguinonas por redugdes de um ou dois elétrons através de diferentes

enzimas. Enquanto as ROS, em niveis intracelulares baixos e altamente regulados, contribuem

para a funcdo normal de sinalizagdo celular, o excesso delas desempenha um papel importante

na lesdo de componentes celulares como proteinas, lipidios e acidos nucléicos (None et al.,

2021).

Figura 8. Mecanismo de acdo das Naftoguinonas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS E PREPARACAO DO INOCULO

De acordo com a tabela 1, culturas de estoque de Acinetobacter baumanii foram
(LFBM) e

selecionadas com base no fendtipo de resisténcia previamente avaliado aos antibioticos,

mantidas no Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de Microrganismos

amicacina, ciprofloxacino, gentamicina, imipenem, levofloxacino, meropenem,
trimetoprim/sulfametoxazol. Essas cepas foram isoladas de diversas amostras de secrecao
clinica, como traqueal (LFBM 01, LFBMO07, LFBM15), ponta de cateter (LFBM 19), ferida
(LFBM 06, LFBM 09, LFBM 21), e as cepas de cultura de vigilancia (LFBM 02, LFBM 14).
Essas cepas foram identificados pelo sistema automatizado Phoenix ™ BD e a cepa ATCC -

American Type Culture Collection 19606 de Acinetobacter baumanii foi incluida neste estudo

como cepa controle para estudos de resisténcia a antibioticos e patogénese de A. baumannii.

Tabela 1. Origem do Isolamento e fendtipo de resisténcia denove cepas de Acinetobacter baumannii

Microrganismos Origem Fendtipo de Resisténcia Interpretacdo Comentarios
LFBM 01 Secre¢do Taqueal AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER; R Produtor de
TMP-SMX Carbapenemase
LFBM 02 Culturadevigilancia  CIP:IMI;LEV:MER; TMP-SMX R
LFBM 06 Ferida AMI:CIP;:COL:IMI;LEV:MER; R Produtor de
TMP-SMX Carbapenemase e Metalo
Beta-Lactamase
LFBM 07 Secrec¢do Taqueal AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER; R Produtor de
TMP-SMX Carbapenemase e Metalo
Beta-Lactamase
LFBM 09 Ferida AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER; R Produtor de
TMP-SMX Carbapenemase
LFBM 14 Culturade vigilancia  AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER; R Produtor de
TMP-SMX Carbapenemase
LFBM 15 Secrecdo Taqueal AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER R Potencial Produtor de
Carbapenemase e
Metalo-Beta-Lactamase
LFBM 19 Ponta de Cateter AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER; R Produtor de
TMP-SMX Metalo-Beta-Lactamase
LFBM 21 Ferida AMI;CIP;GEN;IMI;LEV;MER; R Potencial Produtor de
TMP-SMX Carbapenemase e
Metalo-Beta-Lactamase

Legenda: LFMB — Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de Microrganismos do Departamento de Antibidticos
da UFPE; R: Resistente; AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacino; GEN: Gentamicina; IMI: Imipenem; LEV;

Levofloxacino; MER: Meropenem; TMP-SMX: Sulfametoxazol-trimetoprima. #fendtipo de resisténcia detectado
pelo Bactec 9120 Phoenix DB.
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4.1.1 Culturas de Acinetobacter baumannii e preservagao

As cepas de Acinetobacter baumannii foram inoculadas em caldo Mueller Hinton
(MH) e incubadas a 37°C por 24 h. Apds esse periodo, cada cultura foi semeada em Agar
Mueller Hinton (AMH) de forma a obter col6nias isoladas. Essas col6nias foram semeadas
em frasco de vidro contendo Agar Mueller Hinton inclinado e incubadas sob as mesmas

condicdes.

Cultura de Acinetobacter baumannii verificado na superficie da inclinagdo do AMH e
adicionado assepticamente, 6leo mineral (Biodindmica®) esterilizado a fim de cobrir toda a
extensdo do crescimento bacteriano. Os frascos foram selados com lacre de aluminio e

armazenados a 4°C em recipientes plasticos.

4.1.2 Padronizagdo do inéculo

A preparacdo dos inoculos foi realizada de acordo com a metodologia descrita pelo
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI 2023). Cada cepa de teste foi cultivada em Agar
Mueller-Hinton (MHA) e incubada a 37°C por 24 horas. Colénias isoladas foram selecionadas
e inoculadas em caldo Mueller-Hinton até obter turbidez compardvel & do padrdo 0,5
McFarland, o que equivale a uma contagem bacteriana de aproximadamente 10® UFC/mL.
Em seguida, a suspensdo bacteriana foi diluida em solucdo salina ate obter um in6culo final
de 10° UFC/mL (Figura 9).
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Figura 9: Padronizagao doindculo do Acinetobacter baumannii.
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Fonte: Adaptado doautor (2024).

4.2 ANTIBIOTICOS E NAFTOQUINONAS

O lapachol foi extraido da serragem de Tabebuia avellanedae. A extracdo do lapachol
¢ a sintese da B-lapachona foram realizadas no Departamento de Antibioticos da Universidade
Federal de Pernambuco-Brasil, conforme metodologia descrita por Lima et al. (1962).

Os antibidticos ampicilina/sulbactan (AMS), cefepima (CEF); ciprofloxacino (CIP),
gentamicina (GEN), meropenem (MER) e polimixina B (POL) foram fornecidos pela ABL
antibioticos, Brasil. A resisténcia foi definida para cada composto de acordo com os critérios

estabelecidos pelo CLSI, 2023.
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A B-lapachona e o lapachol foram solubilizadas em Etanol/Tween 80 ©/H,0
(1,0/0,5/8,5) enquanto os antimicrobianos foram solubilizados em &gua. Estas solucdes
estoques de concentracdo foram esterilizadas por filtracdo através de uma membrana com
porosidade de 0,22 pm. Solucdo controle contendo Etanol/Tween80 ®/H,O (1,0/0,5/8,5) foi

incluida neste experimento para excluir a possibilidade de efeitos toxicos nos microrganismos.

4.3 DETERMINA(;AO DA CONCENTRAQAO INIBITORIA MINIMA E
CONCENTRA(;AO BACTERICIDA MINIMA

O teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinado pelo método de
microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacgdes estabelecidas pelo CLSI, 2023 com
algumas modificacfes (Figura 10). Diluicbes em série de [3-lapachona, lapachol e antibioticos
foram preparadas em microplacas estéreis de 96 pocos contendo caldo Mueller Hinton (MHB)
para obter concentracgdes variando de 1.024-0,25 pg/mL.

As suspensdes bacterianas foram inoculadas para dar uma concentragdo final de 10*
UFC/pogo. As microplacas foram incubadas a 37° C por 24 horas. A CIM foi relatada como a
menor concentracdo de antimicrobianos que inibiu o crescimento bacteriano ap6s 24h de
incubacdo a 37°C. Aliquotas (10 pL) foram pipetadas dos pocos onde o crescimento ndo foi
observado e semeadas em &gar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi definida como a menor concentracdo
do agente antimicrobiano capaz de matar 99,9% do inoculo inicial. Todos o0s experimentos
foram realizados em duplicata em dois dias diferentes.

A partir dos resultados foi escolhido a naftoquina de maior atividade antimicrobiana.
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Figura 10. Esquema da metodologia para determinacdo da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das naftoquinonas e antimicrobianos frente a Acinetobacter

baumannii.
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Fonte: Adaptado doautor (2024).

4.4 CRITERIOS DE INTERPRETACAO

Para resisténcia de cepas Acinetobacter baumannii foi definido para cada
antimicrobiano utilizado nesse trabalho tendo por base no que preconiza o Clinical and
Laboratory Standards Institute (2023) descritos na tabela 2. E o critério para a naftoquinona

foi definido a partir dos resultados e escolhida a de maior atividade.

Tabela 2 — Critérios de interpretacéo dos valores de Concentracdo Inibitéria Minima para caracterizagao de
Acinetobacter spp. como resistentes

Antimicrobianos Limite dos valores da CIM (Breakpoint)
Ampicilina/Subactam CIM > 32/16pg/mL
Gentamicina CIM > 16ug/mL
Meropenem CIM > 8ug/mL
Ciprofloxacino CIM >4pg/mL
Cefepima CIM > 32ug/mL
Polimixina B CIM >4pg/mL

Fonte: CLSI,2023.



45

4.5 ASSOCIACAO DA B-LAPACHONA AOS ANTIBIOTICOS CONVENCIONAIS

A atividade antimicrobiana das associa¢des entre B-lapachona e os antimicrobianos foi
realizada pelo método do tabuleiro de xadrez (Checkerboard) (LORIAN, 1991). Dilui¢des da -
lapachona e antimicrobianos foram realizadas em caldo Mueller-Hinton de modo a obter
concentragBes sub-inibitdrias que variaram de 1/2 a 1/256 da CIM e de 1/2 a 1/512 da CIM
para p-lapachona e antimicrobianos, respectivamente.

Dessas solugdes, 100 puL de cada concentracdo das drogas foram transferidos para 0s
pocos da microplacas de 96 pocos. 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 poco
foram pipetados 100pL das suspensdes bacterianas (10* UFC/poco). As placas foram

incubadas a 37 °C por 24 horas.

Figura 11. AssociacOes entre B-lapachona e os antimicrobianos pelo método do tabuleiro de xadrez
(Checkerboard)
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4.5.1 Critérios de Interpretacéo

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

ICIF = CIFa + CFls (Eq. 1)

Onde,

CIFa = CIM da B-Lapachona (A) em associagdo com antimicrobiano (Eq. 2)
CIM B-Lapachona (A)

ClIFg = CIM do antimicrobiano (B) em associacdo com [-Lapachona (Eq. 3)
CIM antimicrobiano (B)

A partir dos valores de ICIF obtido nas associacdes foi possivel classificar o tipo de

interacédo entre a B-lapachona/antimicrobianos, observado na tabela 3:

Tabela 3 - Critérios de classificacdo dos valores de ICIF

ICIF Classificacéo das
interacgoes
ICIF<0,5 Sinérgico
0,5<ICIF<1,0 Aditivo
1,0<ICIF <4,0 Indiferente
ICIF>4,0 Antagonica

Fonte: Azzam, 2020.

4.5.1.1 Sinergismo

Sinergismo € um tipo de resposta farmacoldgica obtida a partir da associacdo de dois
ou mais medicamentos, cuja resultante € maior do que simples soma dos efeitos isolados de
cada um deles. O efeito antagbnico ocorre quando uma resposta farmacolégica de um
medicamento ou substancia é suprimida ou reduzida na presenca de outro, enquanto que o de
adicdo é o efeito final definido pela soma dos efeitos dos medicamentos ou substancias
isoladas. Efeito indiferente ocorre quando da associacdo de dois medicamentos, 0 mecanismo

de acdo de um ndo interfere no mecanismo de acdo do outro (Herrerias et al., 2024).
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4.5.1.2 Isobolograma

A representacdo grafica das doses isoladas e em associacdo que causam 50% (ou outro
percentual) de efeito (150) de dois agentes quimicos é chamada de isobolograma. A descricao
da acdo conjunta de dois produtos por esse método permite que 0s principios e problemas
ligados a andlise de associagdes possam ser claramente percebidos (Ezechias, 2021).

O isobole é um grafico em coordenadas cartesianas cujos eixos sdo as doses dos
respectivos farmacos. O grafico consiste em uma linha ou uma curva que representa pares de
doses, usadas em conjunto, que ddo um nivel de efeito especificado se as drogas agirem de
forma independente (Lederer et al,., 2019) .

Todos o0s pontos na is6bole representam pares de doses que se espera que déem o
efeito especificado quando ndo houver interagdo. Nesse caso, esta combinacdo de dose
observada € teoricamente um ponto na is6bole ou néo significativamente fora da isobole. Se
esse ponto observado ndo estiver tocando e abaixo da isébole, hd sinergismo, se estiver
tocando ou acima da is6bole é aditivo (Tallarida, 2012).
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Figura 12. A) lIsobolograma representando a interacdo entre p-lapachona e Ciprofloxacino, frente a
Acinetobacter baumannii. A curva cdncava indica sinergia; B). Grafico de dispersdo com ponto acima
da reta indica aditivo.
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5 RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CMB) da B-lapachona e dos antimicrobianos frente as nove cepas clinicas de
Acinetobacter baumannii e a cepa padrdo ATCC 19606 estdo apresentados na tabela 4.

Para a classificacdo da suscetibilidade destes microrganismos, 0s antimicrobianos
foram utilizados os critérios descritos pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI)
2023, exceto para a B-lapachona. A cepa ATCC 19606 foi utilizada como cepa modelo, pois é
referéncia em pesquisas sobre resisténcia antimicrobiana, regulacdo transcricional e viruléncia
tanto in vitro quanto in vivo (Artuso et al., 2022).

O lapachol e a B-lapachona apresentaram valores tanto para Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) quanto para Concentracdo Bactericida Minima (CMB) iguais a 1.024 pg/mL e
512 pg/mL, respectivamente, para as dez cepas avaliadas nesse estudo.

Todas as cepas de Acinetobacter baumannii mostraram ser sensiveis a Polimixina B,
cujos valores de CIM foram igual a 0,5. Desse modo, esse perfil de sensibilidade direcionou a
exclusdo desse antibimicrobiano para o estudo da interagdo sinérgica.

Todas as cepas de Acinetobacter baumannii foram resistentes ao ciprofloxacino,
exceto a cepa padrdo ATCC19606 e ao meropenem.

Apenas as cepas ATCC 19606, LFBM 06, LFBM 09 e LFBM 21 mostraram ser
sensiveis @ ampicilina/sulbactam, ATCC 19606 a cefepima e ciprofloxacino e a cepa LFBM

06 a gentamicina.

Tabela 4. Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima de naftoquinonas e
antimicrobianos convencionais frente a cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes

Acinebacter baumannii CIM/CBM((ug/ml)
AMS CEF CIP GET MER POLB LAP B-LAP

ATCC 19606 8.0 8.0 1.0 32 64 0.5 1024 512
LFBM 01 64 128 128 64 128 0.5 1024 512
LFBM 02 64 128 128 64 128 0.5 1024 512
LFBM 06 8.0 32 128 2.0 64 0.5 1024 512
LFBM 07 16 32 128 64 128 0.5 1024 512
LFBM 09 4.0 32 64 8.0 128 0.5 1024 512
LFBM 14 32 128 128 8.0 128 0.5 1024 512
LFBM 15 16 32 64 32 64 0.5 1024 512
LFBM 19 32 16 128 32 128 0.5 1024 512
LFBM 21 8.0 64 64 64 64 0.5 1024 512

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CBM: Concentra¢do Inibitéria Minima; ATCC: Colecdo de
Cultura Tipo Americana; LFBM: Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos; AMS:
ampicilina/sulbactam; CEF: cefepima; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; MER: meropenem; POL
B: polimixina B; LAP: lapachol; B-LAP: B-lapachona.
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5.2 ASSOCIACAO B-LAPACHONA-ANTIMICROBIANOS

A atividade da associacdo, através da técnica do Tabuleiro de xadrez (Checkboard).
foi realizada com a fB-lapachona e antimicrobianos frente a cepas do Acinetobacter baumannii
estdo apresentadas na tabela 5.

Concentragdes sub-inibidoras da pB-lapachona aumentaram a atividade antimicrobiana
de todos os antimicrobianos comerciais. Individualmente estas drogas mostraram uma
atividade moderada ou nenhuma atividade. Entretanto, interacGes sinérgicas foram observadas
para as combinacbes de B-lapachona com: ampicilina/sulbactam (ICIF = 0,13 a 0,24);
cefepima (ICIF = 0,06 a 0,51), ciprofloxacino (ICIF = 0,06 a 0,37); gentamicina (ICIF = 0,07
a 0,31); meropenem (ICIF = 0,09 a 0,53); frente as dez cepas de Acinetobacter baumannii.

Nas associacOes, a atividade sinérgica foi detectada por um decréscimo dos valores da
CIM, dos antimicrobianos que variou de trés a cinco vezes e por um ICIF <0,5.

A combinacdo da B-lapachona e gentamicina mostrou os mais baixos valores do ICIF,
cujos valores variaram de 0,07 a 0,31.

A associacdo da B-lapachona com a meropenem tambeém foi eficaz apresentando
valores do ICIF que variaram de 0,09 a 0,53. Esta associagdo foi capaz de reduzir o CIM
individual de 87,5% a 96,9 %, quando os antimicrobianos foram combinados.

Para a fluroquinolona, ciprofloxacino, esta associagdo também foi eficaz, apresentando
um FICI de 0,06 a 0,37; Reduzindo o CIM individual dos agentes de 87,5 a 96,7%. Para a
cefepima, esta associacdo também foi eficaz, apresentando um ICIF de 0,06 a 0,50;
Reduzindo o CIM individual dos antibidticos de 50 a 96,9%.

As associacOes da ampicilina/sulbactam apresentaram os maiores valores do ICIF,
cujos valores variaram de 0,13 a 0,24. No entanto apesar dos valores do ICIF serem maiores,
estas associacdes também apresentaram perfil sinérgico, sendo capazes de reduzir os valores
do CIM individual de 87,5%.

Os valores de ICIF variaram de 0,06 a 0,50, sugerindo uma interacdo sinérgica frente
as cepas de Acinetobacter baumannii multidroga resistentes. Um efeito aditivo foi observado
para a associa¢do B-lapachona-cefepima ¢ B-lapachona-meropenem para as cepas LFBM 06 e
LFBM 21, respectivamente.

Embora algumas associacdes (p-lapachona-ciprofloxacino na cepa LFBM 15) tenham
apresentado percentual de reducdo na Concentracdo Inibitéria Minima mais que 93,7%, ndo

conseguiram reverter a resisténcia bacteriana.



Tabela 5. Associagdoda p-Lapachona eantimicrobianos frente a Acinetobacter baumannii

Acinetobacter  Associagdo  CIM CIM da CIF CIF indice  Efeito Redugdo
baumannii Individual Associacdo  Individual ~ (ICIF) CIM%
(Mg/mL) (Mg/mL)
B-Lap/AMS  512/8,0 32/1,0 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,7/87,5
B-Lap/CEF  512/8,0 64/0,5 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
ATCC 19606 p-Lap/CIP  512/1,0 64/0,125 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/GEN  512/32 8,0/12,0 0,01/0,06 0,07 Sinérgico 98,4/93,7
B-Lap/MER 512/64 8,0/8,0 0,01/0,12 0,13 Sinérgico 98,4/87,5
B-Lap/AMS  512/64 64/8,0* 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/CEF  512/128 16/8,0* 0,03/0,06 0,09 Sinérgico 96,9/93,7
LFBM 01 B-Lap/CIP  512/128 64/8,0 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap/GEN 512/64 64/8,0* 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/MER 512/128 64/8,0 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap/AMS 512/64 64/8,0* 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/CEF  512/128 16/16* 0,03/0,12 0,15 Sinérgico 96,9/87,5
LFBM 02 B-Lap/CIP  512/128 128/16 0,25/0,12 0,37 Sinérgico 75,0/87,5
B-Lap/GEN  512/64 64/4,0* 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap/MER 512/128 128/4,0* 0,25/0,03 0,28 Sinérgico 75,0/96,7
B-Lap/AMS 512/8,0 64/1,0* 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/CEF  512/32 8,0/16* 0,01/0,50 0,51 Aditivo 98,4/50,0
LFBM 06 B-Lap/CIP  512/128 16/16 0,03/0,12 0,18 Sinérgico 96,9/87,5
B-Lap/GEN  512/2,0 64/0,0625 0,12/0,03 0,15 Sinérgico 87,5/96,9
B-Lap/MER 512/64 32/2,0 0,06/0,03 0,09 Sinérgico 87,5/96,9
B-Lap/AMS 512/16 64/2,0* 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/CEF  512/32 16/1,0* 0,03/0,03 0,06 Sinérgico 96,9/96,9
LFBM 07 B-Lap/CIP  512/128 64/8,0 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap/GEN  512/64 16/8,0* 0,03/0,12 0,15 Sinérgico 96,9/87,5
B-Lap/MER 512/128 64/16 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/AMS 512/4,0 8,0/0,5 0,01/0,12 0,13 Sinérgico 98,4/87,5
B-Lap/CEF  512/32 32/2,0* 0,06/0,06 0,12 Sinérgico 93,7/93,7
LFBM 09 B-Lap/CIP  512/64 32/2,0* 0,06/0,03 0,09 Sinérgico 93,7/93,7
B-Lap/GEN  512/8,0 8,0/0,5 0,01/0,06 0,07 Sinérgico 98,4/93,7
B-Lap/MER 512/128 64/4,0* 0,12/0,03 0,15 Sinérgico 87,5/96,7
B-Lap/AMS  512/32 32/4,0* 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,7/87,5
B-Lap/CEF  512/128 64/16* 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
LFBM 14 B-Lap/CIP  512/128 64/16 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/GEN  512/8,0 32/0,5 0,06/0,06 0,12 Sinérgico 93,7/93,7
B-Lap/MER 512/128 32/16 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,7/87,5
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B-Lap/AMS  512/16 32/2,0 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,7/87,5
B-Lap/CEF  512/32 128/8,0* 0,25/0,25 0,50 Sinérgico 75,0/75,0
LFBM 15 B-Lap/CIP  512/64 64/4,0 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap/GEN  512/32 16/8,0* 0,06/0,25 0,31 Sinérgico 96,9/75,0
B-Lap/MER 512/64 16/2,0* 0,03/0,03 0,09 Sinérgico 96,9/96,9
B-Lap/AMS  512/32 8,0/4,0* 0,01/0,12 0,13 Sinérgico 98,4/87,5
B-Lap/CEF  512/16 64/2,0* 0,12/012 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
LFBM 19 B-Lap/CIP  512/128 16/4,0 0,03/0,03 0,06 Sinérgico 96,9/96,7
B-Lap/GEN  512/32 32/4,0* 0,06/0,12 0,18 Sinérgico 93,7/87,5
B-Lap/MER 512/128 8,0/16 0,01/0,12 0,13 Sinérgico 98,4/87,5
B-Lap/AMS  512/8,0 64/1,0 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/CEF  512/64 32/16* 0,06/0,25 0,31 Sinérgico 93,7/75,0
LFBM 21 B-Lap/CIP  512/64 64/8,0 0,12/0,12 0,24 Sinérgico 87,5/87,5
B-Lap/GEN  512/64 64/4,0* 0,12/0,06 0,18 Sinérgico 87,5/93,7
B-Lap/MER 512/64 256/2,0* 0,5/0,03 0,53 Aditivo 50,0/96,9

ATCC: American Type Culture Collection; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Biogquimica de Microrganismos;
CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; CIF: Concentracio Inibitéria Fracionada; ICIF: indice da Concentracio
Inibitéria Fracionada; AMS: ampicilina/sulbactam; CEF: cefoxitina; CIP: ciprofloxacino; MER: meropenem;
GEN: gentamicina; p-Lapachona; % Reducéo do CIM = (CIM individual — CIM associag¢éo)/CIM Individual x

100. *Reversdo da resisténcia bacteriana deacordo como breakpoint estabelecido pelo CLSI, 2023.
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6 DISCUSSAO

Acinetobacter baumannii € um dos patdgenos multirresistentes mais comuns que
causam infecgdes nosocomiais em seres humanos e a resisténcia aos antibidticos constitui um
sério problema causado por esse microrganismo (Shi et al., 2024). Desse modo, em 2017 a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) listou a Acinetobacter baumannii como uma das
bactérias que devem ter prioridade na investigacdo de novos farmacos. Nesta lista, as
bactérias ESKAPE ocupam as primeiras posi¢des, classificadas como criticamente prioritaria,
sendo elas: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Desse modo,
encontrar estratégias alternativas parece ser importante, uma vez que as descobertas de novos
agentes antibacterianos também sdo limitadas (OMS, 2017).

Alternativamente, a busca por novas moléculas e esquemas terapéuticos para
promover regimes mais eficazes e menos toxicos, as plantas e seus metabdlitos secundarios
sdo fontes promissoras para fornecer diversos compostos bioativos com grande potencial
terapéutico.

As naftoquinonas s@&o um tipo de quinona que sdo encontradas na natureza e
apresentam atividades bioldgicas, incluindo antimicrobianas, antioxidantes e antitumorais.
Naturalmente, as quinonas estdo abundantemente presentes em micrébios, plantas e animais.
Essas naftoquinonas de ocorréncia natural incluem lapachol, a-lapachona, p-lapachona,
juglona e publagina, obtidos a partir de extratos vegetais, tém despertado o interesse de
pesquisadores de todo o mundo devido a sua grande diversidade estrutural e atividades
bioldgicas (Macedo et al., 2013).

Com base no interesse pela descobertas de novas drogas eficazes, o estudo de
metabdlitos secundarios de plantas ganha espaco, no que se refere a uma alternativa
inexaurivel de compostos bioativos (Mir et al., 2023). Através desse interesse, nosso estudo
avaliou que tanto lapachol quanto a B-lapachona apresentaram atividade antimicrobina (Ramos-
Milar et al., 2023). Além disso, novas abordagens surgem com a associagdo entre medicamentos e
tendo por base o sinergismo, entre esses compostos e 0s atuais antimicrobianos disponiveis
(Calixto, 2019).

Os fundamentos para a associacdo de fitoconstituintes com drogas convencionais Sao
diversos: melhor disponibilidade, melhor atividade biologica e melhor facilidade no transporte
dessas drogas. Essas associa¢fes sinérgicas proporcionam diminuicdo das concentracdes

necessarias para que se observe o efeito esperado e tem por consequéncia menores efeitos
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adversos provocados pelos farmacos, posto que serdo utilizados em concentracbes menores.
Ademais a melhoria nas preparagdes e padronizacbes de fitocompostos, tornam esses
constituintes cada vez mais seguros (Orimaye, 2024).

O efeito sinérgico € proveniente da capacidade que os fitocompostos possuem de
modificar a atividade microbiana pela modulacdo ou reversdo da resisténcia bacteriana ou por
apresentarem novos modos de acBes dos farmacos, constatando-se como efeito final uma
alteracdo da susceptibilidade dos microrganismos patogénicos para os farmacos (Orimaye,
2024).

De acordo com os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), observou-se
que a B-lapachona e o lapachol apresentaram CIM com valores de 512 pg/mL e 1024 pg/mL,
respectivamente, para a todas as cepas frente ao crescimento das diferentes cepas de
Acinetobacter baumannii. Para que a atividade antimicrobiana seja considerada forte, ela deve
tém uma CIM de até 500 pg/mL, CIMs de 600 a 1500 pg/mL sdo considerados moderados e a
atividade fraca apresenta CIMs acima de 1500 pg/mL de acordo com Sartoratto et al. (2023).
Assim, tanto a cepa padrdo ATCC 19606 quanto as cepas clinicas mostraram forte atividade
antimicrobiana para a B-lapachona e atividade antimicrobiana moderada o lapachol.

Verificou-se que para as cepas testadas, o valor do Concentacdo Bactericida Minima
(CBM) foi igual ao valor da CIM, que é um indicador da atividade bactericida destas
naftoquinonas.

De acordo com Hafidh et al. (2011), um composto é considerado bactericida ou
bacteriostatico e, para isso, a propor¢do de CBM e o CIM ¢ analisado. Quando esta propor¢do
esta entre 1:1 e 2:1, o composto é considerado bactericida e, para ser considerado
bacteriostatico, a proporcao deve ser superior a 2:1.

Assim, para a cepa padrdo ATCC 19606 e para as cepas clinicas foi possivel observar
forte atividade bactericida tanto para a p-lapachona quanto para o lapachol.

Os resultados apresentados de moderada e forte da atividade inibitéria e forte da
atividade bactericida da pB-lapachona e do lapachol frente as cepas de Acinetobacter
baumannii pode estar associada a concentracdo do composto 2-Hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-
il)naftalen-1,4-diona (lapachol), conhecido por ter propriedades antimicrobianas (Yap et al.,
2021). Além disso, os autores sugerem que 0 modo de acdo para a atividade antibacteriana da 1,4-
naftoquinona e seus derivados envolve o aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que é seguida por morte celular apoptética. A geragdo de ERO leva a restricdo de
enzimas celulares, responsaveis pela morte celular apoptética. Além disso, 0 estudo mostrou

que os grupos carbonila em C1 e C4 das naftoquinonas aumentam sua
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atividade antimicrobiana. Os dois anéis do nucleo da naftoquinona sdo essenciais para a
atividade antimicrobiana desses compostos. (Ravichandiran et al., 2019).

Outro composto naftoquinona obtido da casca do lapacho (Tabebuia avellanedae) ¢ a -
lapachona. Lei et al. (2024) confirma que a natureza deste composto o torna um agente
antibacteriano promissor contra patdgenos bacterianos multirresistentes, como E. coli.
Portanto, esta bioatividade do lapacho ¢ devida a essas naftoquinonas.

O trabalho de Macedo et al. (2013) demonstrou uma atividade sinérgica entre a
associacdo da [-lapachona e os antimicrobianos de uso clinico ampicilina, ciprofloxacina,
amoxicilina, meropenem e cefoxitina frente a cepas de S. aureus meticilina resistente. Nesse
estudo a B-lapachona demostrou uma forte atividade antimicrobiana e foi capaz de diminuir a
concentracdo inicial dos antimicrobianos convencionais em pelo menos oito vezes. Nos
nossos resultados observamos percentuais de reducfes nas concentragdes iniciais de CIM dos
antimicrobianos que variaram entre 50 a 96,9% diferentes dos de Macedo et al. que variaram
entre 87,5 a 99,2%.

Um estudo realizado por Yap et al. (2021) com o objetivo de investigar a atividade
antibacteriana sinérgica entre a 1,4-naftoquinona e antibidticos p-lactdmicos frente a
Staphylococcus aureus resistente @ meticilina (MRSA), revelou que a 1,4-naftoquinona age
sinergicamente com imipenem, cefuroxima e cefotaxima contra cepas clinicas de MRSA e
poderia potencialmente ser usada em antibioticoterapia adjuvante contra bactérias
multirresistentes. Além disso, o estudo revelou que a 1,4-naftoquinona mostrou atividade
antimicrobiana contra um amplo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Ravichandiran et al., 2019).

Em nosso estudo, os antimicrobianos avaliados em associagdo com a B-lapachona, sdo -
lactdmicos (meropenem, ampicilina/sulbactam e cloridrato de cefepima), fluorogquinolona
(ciprofloxacino) e aminoglicosideo (gentamicina). A ampicilina inibe a biossintese do
mucopeptideo da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas aerobias e
anaerdbias, enquanto que o sulbactam é inibidor irreversivel da beta-lactamase, ampliando o
espectro da ampicilina contra as beta-lactamases mediadas por plasmideo nos organismos
penicilinoresistentes. 1sso posto, promove a lise bacteriana (Kousovista et al., 2021).

O meropenem e o cloridrato de cefepima apresentam mecanismos de acdo semelhantes:
penetram na célula bacteriana através de canais conhecidos como porinas, ligam-se covalente
as proteinas de ligacdo a penicilina e desregulam a formacdo de peptidoglicano. Inibindo a
sintese da parede celular (Endimiani et al., 2008; Papp-Wallace et al.,, 2011). Mas com

diferencas estruturais, meropenem apresenta enxofre na posicdo C1, e seu anel pentaciclico o
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torna mais resistente a hidrolise pelas beta-lactamases (Nukaga et al., 2008). Cloridrato de
cefepima apresenta uma cadeia lateral de amino-tiazole e um grupamento metilpirrolidinico
que promove uma rapida penetracdo pela porina (Kousovista et al., 2021).

No entanto, Acinetobacter baumannii tem desenvolvido resisténcia a uma enorme
variedade de antimicrobianos e como aqueles a base de carbapenémicos, por exemplo,
imipenem e meropenem. Essa resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter pode ser
explicada por um ou mais mecanismos, incluindo inativacdo enzimética, bomba de efluxo,
diminuicdo da permeabilidade da membrana e modificagdo dos sitios alvo de ligacdo aos
antimicrobianos.

O ciprofloxacino é um antibidtico pertencente a classe das fluoroquinolonas que atua
inibindo a acdo das enzimas DNA girase e topoisomerase IV. A quinolonas apresentam boa
resposta antibacteriana contra Acinetobacter spp. (Kashyap et al.,, 2021). No entanto, nos
ualtimos 30 anos, a resisténcia a esses antibidticos em isolados de Acinetobacter baumannii
tem aumentado. Segundo Kashyap et al. (2021), variagdes fenotipicas de células normais
formadas pela Acinetobacter baumannii podem contribuir para a sobrevivéncia desses
microrganismos sob condicdes de estresse aos antibioticos.

Kousovista et al. (2021) encontraram associagOes estatisticamente significantes entre o
uso dos antimicrobianos de amplo espectro (meropenem, cepefima e ciprofloxacino) e a
correspodente resisténcia do Acinetobacter baumannii. Isso pode estar relacionado
principalmente pelo uso indevido de antibidticos e ma gestdo terapéutica. Além disso, A.
baumannii tem poucas porinas em comparacdo com outras bactérias Gram-negativas, 0 que
pode explicar a resisténcia a passagem dos antimicrobianos para as estruturas internas dessa
bactéria. Estas alteragbes na membrana associadas a producdo de B-lactamases conferem
resisténcia aos antibidticos p-lactamicos.

No estudo de Bartal et al. (2022), a ampicilina/sulbactam é a melhor opcédo terapéutica
inicialmente contra Acinetobacter baumannii  resistente aos carbapenémicos.  Isso
provavelmente se deve a capacidade da ampicilina/sulbactam saturar as proteinas ligadoras de
penicilina tipos 1 e 3 quando administradas em altas doses (Bartal et al., 2022).

De acordo com Sookkhee et al. (2022), a gentamicina é um antibidtico comumente
utilizada para o tratamento de pacientes com infeccOes graves causadas por Gram-negativas.
Entretanto, 0 aumento da dosagem desse antibidtico ndo é possivel devido a janela terapéutica

e que pode levar a ocorréncia de toxicidade.
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O estudo de Vrancianu et al. (2020)., caracterizou a bomba de efluxo AbeM da familia
MATE. Essa bomba de efluxo estd envolvida na resisténcia a gentamicina, ofloxacina,
ciprofloxacina, norfloxacina , doxorrubicina, triclosan e imipenem.

No estudo de Yap et al. (2021), a 1,4-naftoquinona agiu sinergicamente em associacao
com a maioria dos antibioticos B-lactdmicos usados contra Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA) e Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA). O sinergismo
entre 1,4-naftoquinona e antibiéticos contra MSSA sugere que, com o uso de 14 -
naftoquinona como adjuvante, uma dose menor de antibidticos & necessaria para tratar S.
aureus nao resistente a meticilina. Isto poderia ser Gtil para mitigar o desenvolvimento de
resisténcia, limitando a quantidade de antibidticos utilizados. Esse efeito sinérgico observado
entre um adjuvante e um antibidtico também foi demonstrado anteriormente em estudos em
que anti-inflamatérios ndo esterdides em combinagdo com antibioticos p-lactdmicos foram
capazes de aumentar sua a¢ao antibacteriana contra MRSA.

Nossos resultados demonstraram que entre as associacles B-lapachona/p-lactamicos, a
associacdo B-lapachona/cloridrato de cefepima apresentou uma melhor atividade sinérgica
quando comparada a associagdo B-lapachona/meropenem e B-lapachona/ampicilina/sulbactam,
diminuindo de um a cinco vezes os valores iniciais de CIM. E quanto menores as
concentracdes dos farmacos, menores seus efeitos colaterais. Desse modo, nosso estudo esta
em conformidade com aqueles resultados encontrado por Yap e colaboradores.

Ademais, pelo seu ineditismo, nosso estudo investigou o0 sinergismo entre a -
lapachona e antimicrobianos frente a cepas de Acinetobactter baumannii e em alguns casos,

houve reversdo da resisténcia bacteriana.
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7 CONCLUSAO

Os resultados da CIM e CBM apresentados pela B-lapachona demonstra que ela possui
atividade bactericida frente Acinetobacter baumannii.

A B-lapachona apresentou atividade antimicrobiana mais potente e a CIM menor
quando comparado ao lapachol.

As cepas de Acinetobacter baumannii foram resistentes ao ciprofloxacino, exceto a
cepa padrdo ATCC19606 e ao meropenem.

A B-lapachona combinada com antimicrobianos beta-lactamicos, fluoroguinolonas,
aminoglicosideos e carbapenémicos, ageu sinergicamente em todas as cepas de A. baumannii
multidroga-resistentes, com excecdo das associacOes P-lapachona-cefepima e [-lapachona-
meropenem para as cepas LFBM 06 e LFBM 21, respectivamente.

As associagbes de B-lapachona com os antimicrobianos  beta-lactamicos,
aminoglicosideos e carbapenémicos foram capazes de reverter o perfil de resisténcia dos A.
baumannii multirresistentes, com excecdo da fluroquinolona, ciprofloxacino.

Estudos devem ser realizados, tanto in vivo quanto in vitro, para avaliar a biosseguraga,

eficacia, efeitos toxicos, farmacoldgicos, principalmente em relacdo aos efeitos colaterais.
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APENDICE A - ISOBOLOGRAMAS

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associagdo com ampicilina+sulbactam
frenteas cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07,
LFMB 14, LFMB 15e LFMB 21.
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Fonte: Adaptado doautor (2024).

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associacdo com gentamicina frente as
cepas de Acinetobacter baumannii LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07, LFMB 14, LFMB 15,
LFMB 19e LFMB 21.
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Fonte: Adaptado doautor (2024).

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associacdo com meropenem frente as
cepas de Acinetobacter baumannii LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07, LFMB 14 e LFMB 21.
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Fonte: Adaptado doautor (2024).

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associa¢do com cefepima frente as

cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFMB 14, LFMB 19 e LFMB
21.
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Fonte: Adaptado doautor (2024).

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associa¢do com ciprofloxacina as cepas
de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07, LFMB 14,
LFMB 15, LFMB 19e LFMB 21.
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Gréafico de dispersdo revelando o efeito sinérgico da p-Lapachona em associagdo com
ampicilina+sulbactam frente as cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02,
LFBM 06, LFBM 07, LFBM 09, LFMB 14, LFMB 15, LFMB 19 e LFMB 21.
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Grafico de dispersdo revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associagdo com cefepima frente
as cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07,

LFBM 09, LFMB 14, LFMB 15, LFMB 19 e LFMB 21.
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Gréfico de dispersdo revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associagdao com ciprofloxacina
frenteas cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07,
LFBM 09, LFMB 14, LFMB 15, LFMB 19 e LFMB 21.
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Gréfico de disperséo revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associagdo com gentamicina
frenteas cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07,
LFBM 09, LFMB 14, LFMB 15, LFMB 19 e LFMB 21.
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Gréfico de disperséo revelando o efeito sinérgico da B-Lapachona em associagdo com meropenem
frenteas cepas de Acinetobacter baumannii ATCC 19606, LFBM 01, LFBM 02, LFBM 06, LFBM 07,
LFBM 09, LFMB 14, LFMB 15, LFMB 19 e LFMB 21.
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