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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa produtora de carbapenemase foi descrita pela Organizacao
Mundial da Satde como microrganismo “de prioridade 17 isto ¢é, bactérias
caracterizadas por possuir um perfil de resisténcia a maltiplos farmacos e para as quais
as opcoes terapéuticas sao extremamente limitadas. Diante deste fato, as naftoquinonas
em especial a beta-lapachona, representam uma importante fonte de substancias
bioativas, ou seja, moléculas organicas de baixa massa molecular que apresentam uma
ampla diversidade quimica e efeitos diversos sobre organismos vivos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana da beta-lapachona com antimicrobianos
convencionais contra sete cepas de origem clinica de Pseudomonas aeruginosa com
fenotipos de resisténcia previamente determinados. Pseudomonas aeruginosa ATCC
27922 foi inserida como cepa padrdo. As Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM)
desses compostos foram determinadas pelo método de macro diluicdo e o estudo das
associacfes com antimicrobianos pelo método Overlay inoculum susceptibility disc.
Todas as cepas de Pseudomonas aeruginosa no teste da CIM mostraram um perfil de
resisténcia a todos os antimicrobianos avaliados, cujos valores variaram de 1024 a 32
pg/mL, com excecdo da cepa LFBM H3 mostrou ser a mais sensivel a beta-lapachona
(CIM=32ug/mL). A maior parte das cepas apresentou CIM que variaram de 1024 a 128
pg/mL. Um efeito sinérgico da beta-lapachona com os antimicrobianos foi observado
principalmente para a associagdo com a amicacina. A beta-lapachona foi capaz de inibir
0 crescimento das cepas de P. aeruginosa produtora de carbapenemase e pode servir de

prototipo para futuros compostos com atividade antimicrobiana.

Palavras chaves: Pseudomonas aeruginosa, Beta-lapachona, Sinergismo, CIM.



ABSTRACT

Carbapenemase-producing Pseudomonas aeruginosa has been described by the World
Health Organization as a “priority 1” microorganism, that is, bacteria characterized by
having a multidrug resistance profile and for which therapeutic options are extremely
limited. Given this fact, naphthoquinones, especially beta-lapachone, represent an
important source of bioactive substances, that is, organic molecules of low molecular
mass that present a wide chemical diversity and diverse effects on living organisms. The
objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of beta-lapachone with
conventional antimicrobials against seven strains of clinical origin of Pseudomonas
aeruginosa with previously determined resistance phenotypes. Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27922 was inserted as a standard strain. The Minimum Inhibitory Concentrations
(MIC) of these compounds were determined by the macro dilution method and the study
of the associations with antimicrobials by the Overlay inoculum susceptibility disc
method. All strains of Pseudomonas aeruginosa in the MIC test showed a profile of
resistance to all antimicrobials evaluated, whose values ranged from 1024 to 32 pg/mL,
with the exception of the LFBM H3 strain, which showed to be the most sensitive to
beta-lapachone (MIC= 32ug/mL). Most strains presented MICs that ranged from 1024
to 128 pg/mL. A synergistic effect of beta-lapachone with antimicrobials was observed
mainly for the combination with amikacin. Beta-lapachone was able to inhibit the
growth of carbapenemase-producing P. aeruginosa strains and may serve as a prototype

for future compounds with antimicrobial activity.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Beta-lapachone, Synergism, MIC.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, ndo fermentador de
glicose e ubiquitdrio. Em ambiente hospitalar comporta-se como um patdgeno
oportunista, capaz de causar sérias infec¢bes principalmente em pacientes
transplantados, internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) ou portadores de
doencas cronicas como fibrose cistica (AZAM et al., 2019). Trata-se uma bactéria que
pode crescer em condi¢OGes adversas como em equipamentos cirargicos, dispositivos
intravasculares e suportes respiratorios. A formacdo de biofilme é um dos principais
fatores de viruléncia que o torna resistente a descontaminacdo e esta diretamente
implicado no estabelecimento de infeccdo, na tolerancia antimicrobiana, na resisténcia a
resposta imunologica do hospedeiro e na disseminacdo da multirresisténcia a diversos
farmacos, tornando-se uma grande ameaca no ambiente hospitalar (MORADALI et al.,
2017).

A Organizacdo Mundial da Saude classificou Pseudomonas aeruginosa
resistente aos carbapenémicos como microrganismo “de prioridade 1” isto €, bactérias
caracterizadas por ter um perfil de resisténcia a multiplos farmacos, para as quais as
opcOes terapéuticas sdo extremamente limitadas (Organizacdo Mundial da Saude.
2017). Diante disso, a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos bem como
novas abordagens terapéuticas sdo necessarias.

Neste cenario, surgem as naftoquinonas, metabdlitos secundarios de
microrganismos, algas e plantas superiores com inimeras propriedades farmacolégicas
(PANG et al., 2019, TAHARA et al., 2020, WELLINGTON et al., 2020). AssociacOes
entre metabolitos secundarios e antimicrobianos tem sido uma alternativa para melhorar
a eficacia desses Ultimos e sdo uma alternativa para tratar infecgbes causadas por
microrganismos resistentes a varios farmacos, especialmente cepas multidroga
resistentes (SILVA et al., 2009).

A beta-lapachona, (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) é
uma substéncia natural encontrada como constituinte minoritario do cerne de arvores da
familia Bignoniaceae, conhecidas no Brasil como ipés. Esta naftoquinona natural é
conhecida desde 1858, e € facilmente extraida da serragem da madeira de especies de
ipés (FERREIRA et al 2010). Ou sintetizada a partir do lapachol ou lomatiol. Essa

naftoquinona é conhecida por possuir uma variedade de propriedades farmacologicas,
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incluindo  atividades  antitumorais, anti-inflamatérias, anti-tripanossoma e
antimicrOobianas (SILVA et al., 2009).

Nesse contexto, até o presente estudo na literatura apresenta apenas um trabalho
sobre a associa¢do da beta-lapachona com antimicrobianos o de Aradjo, 2015. Diante
desse fato o trabalho em questdo tem com finalidade avaliar em primeira parte a
Concentracédo Inibitéria Minima da beta-lapachona frente a Pseudomonas aeruginosa e
a segunda etapa desse trabalho foi de avaliar o efeito sinérgico da beta-lapachona em
associacdo com antimicrobianos convencionais (Amicacina; Aztreonam; Cefepima;
Ceftazidima; Ciprofloxacino; Ceftriaxona; Gentamicina; Imipenem), comumente usados

no tratamento de Pseudomonas aeruginosa multidroga-resistentes.

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana da beta-lapachona e de sua associacdo com
antimicrobianos frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa multidroga-resistentes.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da beta-lapachona, frente
a cepas de Pseudomonas aeruginosa;

Associar a beta-lapachona em concentragdes subinibitorias (1/20 x CIM) a
discos de antimicrobianos de amicacina, aztreonam, cefepima, cefatoxina, ceftriaxona
ciprofloxacina, gentamicina e imipenem;

Determinar o tipo de efeito dessas associagOes sobre cepas de Pseudomonas
aeruginosa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram-negativo de forma reta ou
ligeiramente curvos que apresentam motilidade por meio de um flagelo polar, sdo
bactérias aerdbias estritas, utilizam glicose e outros carboidratos de forma oxidativa e
s&o positivos para a citocromo oxidase biossintetisada pelo citocromo Az (ARAI, 2011).

O género Pseudomonas € classificado no dominio Bacteria, filo Proteobacteria,
classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales e familia Pseudomonaceae
(BRENNER et al., 2005), uma caracteristica desse género € a sua capacidade de
produzir um pigmento azul-esverdeado conhecido como piocianina-pioverdina, que 0s
caracteriza como bacilo piocianico (DEBRITTO et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria que pode crescer sob condicbes
adversas como por exemplo em equipamentos cirurgicos, dispositivos intravasculares e
suportes respiratérios. Este bacilo resiste a resposta imunoldgica do hospedeiro e
quando portadores de genes de esta resisténcia, se dissemina facilmente aos diversos
farmacos sendo uma grande ameaca para 0s pacientes, médicos e para-médicos
(MORADALI et al.,, 2017), Essa bactéria tem distribuicio mundial, pertence a
microbiota normal de plantas e animais, podendo também causar infeccbes individuais
em ambientes comunitarios ou hospitalares, onde prevalece a circulacdo de cepas
multirresistentes, produzindo quadros clinicos variando de infeccao superficial da pele a
sepse fulminante (GONCALVES et al., 2021).

Pacientes com queimaduras ou fibrose cistica estdo mais propensos a infeccdo
por Pseudomonas aeruginosa devido ao seu estado de imunodepressdo. No ambiente
hospitalar essa bactéria se comporta como um microrganismo oportunista, capaz de
causar sérias infeccBes principalmente em pacientes transplantados, internados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) ou portadores de doencgas cronicas como a fibrose
cistica (AZAM et al., 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica as cepas de
Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, como: Imipenem,
Meropenem, Tienamicina e Ertapenem, onde eles atuam inibindo a sintese de parede
celular, o que desencadeia a morte da bactéria. Ela foi classificada como microrganismo

“de prioridade 17 isto €, bactérias caracterizadas por ter um perfil de resisténcia a



15

multiplos farmacos e para 0s quais as opgdes terapéuticas sdo extremamente limitadas
(ORGANIZAC;AO MUNDIAL DA SAUDE., 2017).

Pseudomonas aeruginosa apresenta uma série de fatores de viruléncia (Figura
1), sendo esses 0s principais responsaveis pela gravidade da infeccdo e 0 aumento da
sua resisténcia no ambiente hospitalar (ROCHA et al., 2019). Um desses fatores € a
producédo de alginato um exopolissacarideo composto pelos acidos D-manurdnico e L-
glucorénico que é imprescindivel a sobrevivéncia da bactéria por contribuir com a
formacéo de biofilmes. O alginato é a principal causa do fenétipo mucoide das colonias
isoladas de pacientes com infeccdes crénicas como na fibrose cistica (MORADALI et
al., 2017).

(A) Pseudomonas aeruginosa attacking respiratory epthelial cells

Type IV Pili

~ /‘ <« Pseudomonas
e aeruginosa

f \ Type lll Secretion System
Flagellum
\/” - Secreted Virulence Factors:
g A *ExoS ExoU
Respiratory *ExoT ExoY
epithelial cells oo 00 e 00 * PemA PemB
P. aeruginosa breaking free
(B) Pseudomonas aeruginosa biofilm formation from biofilm to infect further
' areas of lung
Biofilm — & o )
- &\

Extrapolysacchiride matrix

0. 0 (0 . 0(0 0o, ()

vie
I._. Damaged

Respiratory
Epithelial Cells

Figura 1 - Mecanismos de viruléncia e formagdo de biofilme em infec¢des por Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: REYNOLDS, KOLLEF, 2021.

P. aeruginosa possui um flagelo polar unico, que lhe proporciona motilidade,
adesdo as células hospedeiras e formacdo de biofilmes (BUCIOR et al., 2012). Esses
flagelos sdo altamente imunogénicos devido a presenca de uma proteina especifica a
flagelina, que atua como um padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP), ativando
receptores “toll like” (TLR 5) nas células hospedeiras e induzindo a /imunidade inata
estimulando assim, uma resposta inflamatoria protetora que contribui para a eliminagdo
do patégeno (CAMPODONICO et al., 2010). Nas camadas mais externas, P.
aeruginosa possui apéndices denominados de pili do tipo 1V, constituidos por inUmeras
copias de pequenas proteinas chamadas pilinas. Essas estruturas facilitam a adesdo em
células epiteliais do hospedeiro, colonizagdo, maturacdo do biofilme, adesdo em
superficies inertes (MARKO et al., 2018). A adesdo bacteriana as células do hospedeiro

é uma etapa importante para o estabelecimento da infeccdo e é realizada mediante
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interacdes entre adesinas bacterianas e receptores de células humanas (REYNOLDS;
KOLLEF, 2021).

O principal constituinte da membrana externa de bactérias Gram-negativas é o
lipopolissacarideo (LPS), que estruturalmente apresenta trés regides: o lipidio A, de
carater hidrofobico, responsavel por ancorar o LPS a membrana externa; o
oligossacarideo central, que contribui para manter a integridade da membrana externa; e
o0 antigeno O, que estd em contato direto com o meio externo (MALDONADO et al.,
2016; KAKOULLIS et al., 2021).

Os biofilmes s&o comunidades bacterianas altamente estruturadas, envolvidas
por uma matriz extracelular que adere as superficies bidticas ou abidticas. A maturagdo
do biofilme de P. aeruginosa inicia pela adeséo reversivel da forma plancténica a uma
superficie, envolvida por uma camada de proteinas. Dentro de 5 a 7 dias, a micro
colénia de bactérias se multiplica e sua adesdo se torna irreversivel, aumentando a
camada de proteinas e se multiplicando, produzindo a matriz polimérica e se
transformando no biofilme maduro (DIAS, 2022). Essa matriz é composta
principalmente por polissacarideos, proteinas, DNA extracelular e lipidios. Esta
estrutura torna as condi¢cbes mais favoraveis para a persisténcia da resisténcia
bacteriana, uma vez que oferece protecdo contra a resposta imune do hospedeiro e
contra a terapia antimicrobiana (MAURICE et al., 2018). O biofilme de Pseudomonas
aeruginosa € caracterizado por ser resistente, apresenta polissacarideos, DNA
extracelular, proteinas e lipidios (GHAFOOR et al., 2011).

A Piocianina (N-metil-1-hidroxifenazina) metabdlito secundério, de coloracdo
azul-esverdeado, produzido em grandes quantidades por culturas ativas de P.
aeruginosa. Caracteriza-se por ser um potente pigmento bacteriano com atividade de
oxi-reducdo (DEBRITTO et al., 2020). Dentre as caracteristicas de viruléncia da
piocianina destaca-se que a inducdo de espécies reativas de oxigénio nas células do
hospedeiro, levando ao estresse oxidativo e, consequentemente, ao dano e morte celular.
Também foi sugerido que a piocianina favorece o crescimento de biofilmes,
promovendo interacBes entre células de Pseudomonas aeruginosa e as células do
hospedeiro (ALATRAKTCHI et al., 2020).

Entre os mecanismos de viruléncia de P. aeruginosa esta o sistema de secrecao
tipo 111, que permite injetar proteinas efetoras na célula hospedeira e € imprescindivel
para a protecdo do patdgeno contra as respostas fagociticas e inflamatdrias. As bombas

de efluxo sdo proteinas de transporte ativo localizadas ao longo da membrana
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citoplasmatica de Pseudomonas aeruginosa cuja funcdo é a expulsdo de substancias
toxicas, como antibiodticos e metabdlitos secundarios para fora da célula. Apresentam
capacidade em reconhecer grande nimero de compostos devido as suas propriedades

fisico-quimicas, sendo os antibioticos facilmente reconhecidos (NEVES et al., 2011).

3.1 Tratamento

Diferentes classes de antimicrobianos sdo utilizados para tratar infecces por
Pseudomonas aeruginosa, como beta lactdmicos, polimixinas e aminoglicosideos. Por
outro lado, temos uma longa lista de antibiéticos ineficazes, devido ao fato da bactéria
ganhado resisténcia a diferentes antibioticos (ABADI et al., 2019). Pesquisas indicam
que os principais fatores relacionados com a diminuicdo da eficacia da
antibioticoterapia, em hospitais e comunidades, é 0 uso excessivo de antimicrobianos e
um sistema precérios de controle de infeccdo e prevencdo, sendo indispensavel a busca
de novas estratégias que minimizem este problema global que ameaca a humanidade
(EICHENBERGER et al., 2019). Diante deste fato, a pesquisa e desenvolvimento de

novos antimicrobianos é essencial.

3.2 Naftoquinonas

As naftoquinonas possuem na sua estrutura basica dois anéis heterociclicos
oxigenados, podendo apresentar as formas isoméricas 1,2 ou orto-quinonoidica
(carbonilas vizinhas e 1,4, ou para-quinonoidica (carbonilas separada por dois carbonos)
(Figura 2) (TANDON; KUMAR, 2013). Apresentam propriedades biolégicas incluindo
acao antifungica, antiprotozoaria, antiviral e antibacteriana (RAVICHANDIRAN et al.,
2019). Possuem efetiva acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em
condi¢Bes planctonicas, alem de apresentar atividade contra biofilme de diversos
microrganismos como Staphylococcus aureus meticilina resistente (SARM) em
diferentes estagios de formacdo (NOVAIS et al., 2018).


https://www.sinonimos.com.br/indispensavel/
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Figura 2 - Formas isoméricas da naftoquinona (TANDON E KUMAR, 2013).

O mecanismo de a¢do das naftoquinonas esté relacionado a producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) onde, produzem anions
superdxidos responsaveis por induzir condicdes de hipdxia no meio intracelular,
alterando o equilibrio redox ou promovendo alquilacdo ou intercalacdo na dupla hélice
do DNA (RAVICHANDIRAN et al., 2019).

3.3  Beta lapachona

A beta-lapachona, (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) €
extraida da casca de varias plantas brasileiras a exemplo do ipé - roxo (Tabebuia
avellanedae) ou sintetizados a partir do lapachol ou lomatiol, que sdo conhecidos por
possuir uma variedade de propriedades farmacologicas, incluindo atividades anti-
helminticos, antitumorais, anti-inflamatdrias, anti-tripanossoma e antimicrobianas (DA
SILVA et al., 2003).

A Beta-Lapachona é uma orto-naftoquinona (figura 3) de forma cristalina
laranja-avermelhada com ponto de fusdo de 154-156 °C, é termicamente estavel até
191 °C (KIM et al., 2018). Sua solubilidade ¢é independente de pH e praticamente
insoldvel em agua (0,038 mg/mL, 25 °C). E soltvel em acetonitrila , acetona e acetato
de etila; discretamente solivel em metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol e
2-butanol; e ligeiramente soltivel em propilenoglicol em temperaturas que variam de
25 a 45 °C. Em todos os solventes organicos, a solubilidade do B-lapachona aumenta

com a temperatura (Kim et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/acetone
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/propylene-glycol
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/organic-solvent
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Figura 3 - Lapachol (1), a-lapachona (2) ¢ B-lapachona (3) estruturas quimicas.

A Dbeta-lapachona pode ser extraida da casca do ipé-roxo (Tabebuia
avellanedae) e também pode ser obtida através de sintese organica a partir do lapachol,
de outras naftoquinonas ou compostos aromaticos. A Beta-Lapachona consegue inibir a
topoisomerase | e induzir a NADPH quinone oxidoreductase 1 (GOMES et al., 2021)

Este metabdlito mostrou um efeito antimicrobiano contra larvas de Toxocara
canis e sobre o0 verme adulto de Schistossoma  mansoni,  contra
Coccidioides posadasii, Cryptococcus neoformans, Candida albicans resitentes ao
fluconazole, Staphylococcus hemolyticus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
e a Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina (MORAES et al., 2018,
XIMENES et al., 2004, SANTOS et al., 2019). Também apresenta um efeito sinérgico
em associacdo com a vancomicina frente a Enterococcus faecalis (NUNES et al., 2017).
A beta -lapachona em associagdo com a isoniazida demostrou atividade bactericida
contra duas espécies de Mycobacterium fortuitum e M. smegmatis (SILVA et al., 2009).
Fernandes et al. 2020 observaram em microscopia eletronica que a formacdo de
biofilme de isolados clinicos de Staphylococcus aureus diminuia com a presenca de
beta-lapachona. Associacfes entre metabdlitos secundarios e antimicrobianos tem sido
uma alternativa para melhorar a eficicia desses Ultimos e sdo uma opcdo para tratar
infeccBes causadas por microrganismos resistentes a varios farmacos, especialmente P.

aeruginosa multidroga resistentes para os quais, a terapia é limitada (NASR, 2020).

34 Método overlay inoculum susceptibility disc, para o estudo de

associagOes de antimicrobianos

O método de Overlay inoculum susceptibility disc, baseia-se na incorporagdo no

meio solido de concentraces sub-inibitorias de um antibiotico. Numa outra camada o


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/lapachol
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/aromatic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dna-topoisomerase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toxocara-canis
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toxocara-canis
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coccidioides
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cryptococcus-neoformans
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/staphylococcus-haemolyticus
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/mycobacterium-tuberculosis
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microrganismo, € incorcorado numa base de agar fundido livre de antibidticos que é
vertido para obter uma camada de indculo de sobreposicdo. As placas do controle sdo
preparadas sem antibidtico. Os discos de antimicrobianos sdo colocados sobre a placa e
incubados por 24 horas.

Um aumento no didmetro da zona de inibicdo (DZI) em relagdo ao controle de
19% corresponde a sinergia, <19% de sinergia corresponde ao efeito aditivo e nenhuma
varia¢do no DZI é um indicativo de indiferenca (CHINWUBA et al., 1991).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Microrganismos e preparacdo do inoculo

As cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (n= 7)
foram escolhidas aleatoriamente e estdo mantidas no Laboratorio de Fisiologia e
Bioqguimica de Microrganismos—Departamento de Antibi6ticos — Universidade Federal
de Pernambuco. Esses microrganismos foram cultivados em caldo Mueller Hinton
(MHB), incubados a 37° C por 24 horas. As culturas foram diluidas em solucéo salina
esterilizada para ao final obter um in6culo de 10° Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC)/mL, que corresponde a 0,5 na escala de Mc Farland, onde foram confirmados por

contagem da enumeracéo das colonias.

4.2  Agentes antimicrobianos

O lapachol foi extraido da serragem do ipé-roxo (Tabebuia avellanedae). A extracdo

de lapachol e a sintese da beta-lapachona (Figura 4), foi realizada no Departamento de

Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco-Brasil, de acordo com a metodologia

descrita por Lima e colaboradores em 1962. Os cristais de coloragdo avermelhada foram

pesados analiticamente e solubilizados em etanol/tween80/H20O (1,0/0,5/8,5 v/v).
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Figura 4 - Cristais de beta-lapachona no centro na coloragdo laranja avermelhado em um recipiente roxo.

Fonte: O autor

Discos de antimicrobrianos utilizados foram: amicacina, aztreonam, cefepima,
cefatoxina, ceftriaxona ciprofloxacina, gentamicina e imipenem do laboratério de fabricante
Laborclin foram utilizados nesse experimento. A resisténcia para esses antimicrobianos
seguiu os critérios estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI 2020). Os
critérios estabelecidos para classificacdo dos microrganismos resistentes e estdo apresentados

na tabela 1:

Tabela 1 — Antimicrobianos e critérios de classificagdo da resisténcia

Antimicrobiano Concentracao Diametro da zona de Inibigao em
milimetros (mm)

Amicacina 30ug <12
Aztreonam 30pg <I5
Cefepina 30ug <14
Cefatoxina 30ug <14
Ceftriaxona 30pg <13
Ciprofloxacina 5ug <15
Gentamicina 10pg <12
Imipenem 10pg <I5

4.3  Determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

A determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada

utilizando o método de macrodiluicdo, seguindo as recomendacdes estabelecidas pelo
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CLSI (2020) com algumas modificacGes. Diluicdes seriadas da beta-lapachona foram
preparadas de forma a obter concentragdes que variaram de 1024 a 32 pg/mL. Ao final,
a suspensédo bacteriana padronizada, foi dispensada em todos os tubos. Uma avaliagéo
antimicrobiana do sistema etanol/Tween 80/H.O (1,0/0,5/8,5 v/v) foi incluido neste
estudo, para excluir a possibilidade de efeitos toxicos sobre as cepas de Pseudomonas
aeruginosa. A CIM ¢é considerada como a menor concentracdo dos agentes
antimicrobianos capazes de inibir o crescimento bacteriano ap6s 24 h de incubacédo a
37°C. Apbs esse periodo foi determinado o nimero de Unidades Formadoras de

Colénia/mL (UFC/mL). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Associagao da beta-lapachona e antimicrobianos convencionais

Para avaliacdo das associacbes de beta-lapachona com amicacina, aztreonam,
cefepima, cefatoxina, ceftriaxona, ciprofloxacina, gentamicina ou imipenem foi utilizada a
metodologia descrita por Laishram et al. 2017.

O procedimento experimental € foi basicamente uma modificacdo do método de
difusdo em meio sélido. Onde uma solucdo contendo a beta-lapachona em concentracédo
equivalente a 1/20 da CIM foi incorporada ao agar Mueller-Hinton e vertidos sobre as placas
de petri. Em seguida, apos total solidificacdo sobre ele € incorpora o microrganismo em meio
solido de agar Mueller-Hinton calibrado de forma a conter 10® UFC/mL. As placas foram
postas em superficie plana até a solidificacdo. Em seguida, discos de amicacina, aztreonam,
cefepima, cefatoxina, ceftriaxona ciprofloxacina, gentamicina e imipenem foram dispostos
sobre a superficie do meio de forma equidistante. As placas foram incubadas a 37° por 24
horas. Um aumento no diametro da zona de inibicdo (DZI) em torno do disco de 19% em
relacdo ao controle ou maior corresponde a um efeito sinérgico, <19% correspondem ao efeito
aditivo e nenhuma variacdo do DZI € indicativo de indiferenca (LAISHRAM et al 2017,
NWORU 2006).
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Figura 5 - Esquema do método de difusdo em meio solido com discos.

4.5 Analise estatistica
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Vertido em placa de
petri com Bml de dgar
WMueller Hinton salido
junte com 2 ml de beta
lapachona encorporada.

A estatistica serd realizada pela anélise de varidncia (ANOVA) utilizando

GraphPad Prism versdao 5.0 para o Windows, GraphPad software (San Diego, CA,

EUA).

5 RESULTADOS

5.1

Determinacdo da concentragdo inibitéria minina (CIM)

Os valores para a CIM da beta-lapachona estdo apresentados na tabela 2 e a

associacdo com os antimicrobianos frente as sete cepas de Pseudomonas aeruginosa

estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 2 - Origem do isolamento, fen6tipo de resisténcia aos antimicrobianos de cepas Pseudonomas

aeruginosa e Concentracéo Inibitéria Minima da beta-lapachona.

Cepas de Pseudomonas CIM da beta- Fen_otlp 0 f:ie -
. resisténcia Comentarios
aeruginosa - lapachona .
Origem (ug/mL) determinado pelo
HY Phoenix ™ BD
x AMI, GET, CIP, :
Lram 2 S s
a IPM, CAZ, PIT P
Ponta de AMI, GET, CIP,
LFBM H6 Cateter 32 LEV, MER, -
IPM, CPM, CAZ
x CIP, LEV, MER, .
Lram o S e
CAZ, PIT, ATM P
LEBM H10 Urina 1024 i Potencial Produtor de
Carbapenemase
AMI, GET, CIP .
N ! i ' Potencial Produtor de
Secregao LEV, MER,
LFBM H15 Traqueal 128 IPM, CAZ, PIT Carbapenemase
ATCC 27922 Sangue 1024 - Controle de qualidade
Mutante produtor de
PAO1 Ferida 1024 - biofilme

Amicacina (AMI); Aztreonam (ATM); Cefepima (CPM); Ceftazidima (CAZ); Cirofloxacino (CIP);

Gentamicina (GET); Imipenem (IPM); Levofloxacino (LEV); Meropenem (MER);
Piperacillina/Tazobactam (PIT); SIR — Resistente (R); Sensivel (S); Intermediério (1).
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Tabela 3 — Atividade anti-pseudomonas da beta-lapachona em associacdo com discos de antimicrobianos avaliada pelo método overlay inoculum
susceptibility disc.

Diametro de Zona de Inibicdo (DZI+DP)

Percentual de
aumento do Diametro
de zona de inibicdo +

Cepas Antimicrobianos Dop Interpretacéo
Controle (mm) Teste (mm)
AMI 0+0 0+0 0+0 Indiferenca
ATM 6,66+0,20 8,5+0,29 9,74+0,52 Aditivo
CAZ 0+0 7,04+0,11 37,05+0,59 Sinérgico
CIP 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
LFBM H3
CRO 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
CPM 0+0 11,84+0,30 62,34+1,60 Sinérgico
GET 0+0 0+0 0+0 Indiferenca
IPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
LFBM H6 AMI 0+0 9,09+0,30 47,81+1,60 Sinérgico
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ATM 0+0 0+0 00 Indiferenga
CAZ 00 7,04+0,11 37,05£0,59 Sinérgico
CIP 13,38+0,69 14,49+1,65 587510 Aditivo
CRO 6,40%0,30 16,34+0,31 52,3420,04 Sinérgico
CPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenca
GET 6,83£0,15 9,01£0,24 11,50+0.48 Aditivo
IPM 0+0 0+0 00 Indiferenga
AMI 6,91+0,28 14,21+0,23 38,42+0,23 Sinérgico
ATM 0+0 12,96+0,16 68,21+0,82 Sinérgico
CAZ 6,81+0,08 14,43+0,23 40,11+0,74 Sinérgico
H9 CIP 0+0 14,04+0,24 73,90+1,27 Sinérgico
CRO 0+0 12,52+0,25 65,87+1,30 Sinérgico
CPM 0+0 12,59+0,35 66,27+1,86 Sinérgico
6,61+0,04 11,94+0,11 28,05+0,37 Sinérgico

GET
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IPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
AMI 6,68+0,08 13,61+0,20 36,50+0,64 Sinérgico
ATM 6,90+0,15 11,54+0,17 24,45+0,11 Sinérgico
CAZ 6,89+0,01 9,99+0,30 16,34+2,35 Aditivo
H10 CIpP 6,69+0,01 8,86+0,40 11,43+2,09 Aditivo
CRO 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
CPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
GET 0+0 0+0 0+0 Indiferenga
IPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenca
AMI 6,77%0,26 14,15+0,16 38,87+0,56 Sinérgico
ATM 6,68+0,07 10,99+0,16 22,66+0,48 Sinérgico
H15 CAZ 6,65+0,13 9,28+0,47 13,82+1,82 Aditivo
CIP 6,91+0,11 8,09+0,25 6,21+0,74 Aditivo
CRO 0+0 0+0 0+0 Indiferenca



28

CPM 00 13,99+0,23 73,63+1,19 Sinérgico
GET 6,7+0,1 10,83+0,23 21,74+0,67 Sinérgico
IPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenca
AMI 6,64+0,03 14,71+0,45 42,47+2,53 Sinérgico
ATM 8,12+0,74 13,35+0,17 27,53+2,98 Sinérgico
CAZ 12,42+0,45 14,57+0,15 12,97+1,60 Aditivo
CIP 13,08+0,78 14,54+0,10 10,58+3,57 Aditivo
ATCC 27922
CRO 7,82+0,86 13,65+0,19 33,84+5,51 Sinérgico
CPM 7,05+0,05 9,92+0,16 15,29+0,56 Indiferenca
GET 0+0 12,11+0,19 63,71+1 Sinérgico
IPM 0+0 0+0 0+0 Indiferenca
AMI 8,25+0,11 13,66+0,17 28,47+0,3 Sinérgico
PAO 1 ATM 7,03+0,22 15,99+0,14 47,18+0,41 Sinérgico
CAZ 7,88+0,27 13,06+0,11 27,56+0,82 Sinérgico



CIP

CRO

COM

GET

IPM

12,13+0,12
0+0

6,62+0,04
0+0

0+0

15,27+0,36
13,74+0,31
12,34+0,37
13,79+0,3

0+0

16,53+1,27
72,32+1,64
30,11+1,79
72,55+1,60

0+0
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Aditivo
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Indiferenca

Amicacina (AMI); Aztreonam (ATM); Cefepima (CPM); Ceftazidima (CAZ); Ciprofloxacino (CIP); Ceftriaxona (CRO); Gentamicina (GET); Imipenem (IPM).
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Figura 6 - Na direta (A) demostra o controle e na esquerda (B) demostra o teste dos antimicrobianos com a
beta-lapachona, cepa LFBM H3. Imipenen (1), Aztreonam (2), Ceftazidima (3), Cefepima(4), a seta aponta para
o melhor resultado.

Figura 7 - Na direta (A) demostra o controle e na esquerda (B) demostra o teste dos antimicrobianos com a
beta-lapachona, cepa LFBM H6. Imipenen (1), Aztreonam (2), Ceftazidima (3), Amicacina (4), a seta aponta
para o melhor resultado.



31

Figura 8 - Na direta (A) demostra o controle e na esquerda (B) demostra o teste dos antimicrobianos com a
beta-lapachona, cepa ATCC27922. Ciprofloxacino (1), Ceftazidima (2), Imipenen (3), Gentamicina (4), a seta
aponta para o melhor resultado.

Figura 9 - Na direta (A) demostra o controle e na esquerda (B) demostra o teste dos antimicrobianos com a
beta-lapachona, cepa PAO 1. Ciprofloxacino (1), Amicacina (2), Cefepima (3), Gentamicina (4), a seta aponta
para o melhor resultado.
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Figura 10 - Atividade anti-pseudomonas da beta-lapachona em associacdo com discos de antimicrobianos avaliada pelo método overlay
inoculum susceptibility disc.
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Legenda: Amicacina (AMI); Aztreonam (ATM); Cefepima (CPM); Ceftazidima (CAZ); Ciprofloxacino (CIP);
Ceftriaxona (CRO); Gentamicina (GET); Imipenem (IPM).

Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima da beta-lapachona sobre as cepas de
Pseudomonas aeruginosa variaram de 1024 a 32 pg/mL. A cepa LFBM H6 mostrou ser a
mais sensivel cuja CIM foi 32ug/mL. Isso pode ter ocorrido devido a dois mecanismos de
acao diferente um da beta-lapachona e o outro dos antimicrobiano utilizado.

Todas as cepas de Pseudomonas aeruginosa mostraram um perfil de resisténcia para
todos os antimicrobianos avaliados.

Os resultados para a associacao entre a beta-lapachona em concentracdo sub-inibitoria
(51,2 ou 3,2 pg/mL) e discos de antimicrobiano da Amicacina, Aztreonam, Cefepima,
Ceftazidima, Ciprofloxacina, Ceftriaxona, Gentamicina, Imipenem frente a sete cepas de
Pseudomonas aeruginosa estdo apresentadas na tabela 3.

Quase todas as associacGes mostraram-se sinérgicas, sendo caracterizadas por um
aumento percentual do halo de inibicdo do crescimento microbiano que variou de 21,74 a
73,90%. Para algumas associagdes, principalmente com Imipenem, ndo foi observado
aumento na atividade desse cabapenémico, cujo efeito foi indiferente para todos os testes
realizados.

Por outro lado, a associacdo com amicacina, apresentou um efeito sinérgico com um
percentual maior que 28,47 %, exceto na cepa LFBM H3. A associacdo beta-lapachona com
Ciprofloxacino, mostrou um efeito aditivo com excec¢édo da cepa LFBM H3 que foi um efeito
de indiferenca e a cepa H9 onde essa associacdo apresentou um aumento de halo de inibicéo

de 73,90% demostrando um efeito sinérgico.

6 DISCUSSAO

A P. aeruginosa é um patdégeno nosocomial oportunista que causa Sérias e
complicadas infec¢cdes em pacientes imunocomprometidos. Este bacilo infecta principalmente
0 trato respiratorio e o trato urinario. E o patégeno mais isolado de pacientes queimados e o
que mais causa comum de infeccdes do ouvido externo (otite externa). E o colonizador mais
frequente de dispositivos médicos (por exemplo, cateteres), além de ter uma versatilidade
metabdlica que o permite sobreviver sob condigdes hostis colonizando rapidamente diferentes
habitats (PESANTEZ et al., 2022).
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A bactéria P. aeruginosa €é considerada a mais virulenta dentro da familia
Pseudomonadaceae, isso em razdo dos fatores que a caracterizam, como: a capacidade de
aderir as células hospedeiras atraves das fimbrias, a producédo de polissacarideos (alginato), as
toxinas extracelulares e a presenca de lipopolissacarideos (LPSs) presente na parede celular
(endotoxina) (MAYHALL, 1996).

Os antimicrobianos sdo compostos muito importantes quando se trata da sua
administracdo nas infec¢fes polimicrobianas. Os B-lactdmicos, aminoglicosideos, polimixinas
e fluoroquinolonas séo os antimicrobianos mais utilizados para o tratamento das infec¢bes por
P. aeruginosa (ELSHAMY et al., 2020; HORCAJADA et al., 2019). Contudo, esta bactéria
apresenta resisténcia a varias drogas devido a producdo de enzimas inativadoras de
antibidticos, a baixa permeabilidade em sua membrana externa, pela super expressdo de
proteinas de efluxo, pela modificacdo das suas porinas e por biossintetisar proteinas de
ligacdo a penicilina (PBPs) (BUSH et al., 2016).

Neste trabalho foi observado que a beta-lapachona apresentou atividade anti-
pseudomomas. Esses resultados corroboram ao de Aradjo 2015, onde ele apresentou variacao
da Concentracdo inibitéria minima da beta-lapachona frente a P. aeruginosa valores que
variaram de 160 a 640 pg/mL.

A associagdo da beta-lapachona, utilizada em concentragdo sub-inibidora (51,2 a 3,2
pg/mL) a farmacos da classe dos aminoglicosideos (Amicacina e Gentamicina) que atuam na
inibicdo da sintese das proteinas, as fluorquinolonas (ciprofloxacino) atuam na inibicdo da
DNA girase, gerou um efeito sinérgico, inibindo o crescimento da maior parte das cepas de
Pseudomonas aeruginosa avaliadas.

Das sete cepas de P. aeruginosa, seis foram sensiveis a associa¢do beta lapachona-
amicacina exceto LFBM H3, que apresentou um percentual do diametro da zona de inibicéo
menor que 19%, sendo um efeito de indiferenca para esse antimicrobiano.

O Imipenem, um carbapenemico, apresentou um efeito de indiferenca frente as cepas
testadas, onde ndo foi observado nenhum aumento no percentual de inibicdo do crescimento,
demostrando assim que essa associacdo se torna ineficiente para inibi o crescimento de

Pseudomonas aeruginosa.

Dentre as sete cepas avaliadas, com a associacdo de farmacos e a beta- lapachona
todas tiveram uma ou mais associacdo onde apresentaram um aumento no percentual da zona

de inibicdo superior a 19%. Com o farmaco da classe das fluorogquinolonas (Ciprofloxacino)
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todas as cepas apresentaram em sua maioria um efeito aditivo com excegdo da com excecdo
da cepa LFBM H3 com um efeito indiferente e a cepa H9 onde essa associacdo apresentou um
aumento de halo de inibicdo de 73,90% demostrando um efeito sinérgico. Esta observacéo
deve-se provavelmente a adicdo de dois mecanismos de acdo distintos, 0 aumento na geragédo
de espécies reativas de oxigénio que danificam os lipidios presentes na parede e na

membrana, bem como nas proteinas e no &cido desoxirribonucleico.

7 CONCLUSOES

A B-lapachona foi capaz de inibir o crescimento das cepas de P. aeruginosa com
potencial de producdo de carbapenemase, onde a concentracdo inibitéria minima variou de
1024 a 32 pg/mL. A grande maioria de interacGes da beta-lapachona e os antimicrobianos
apresentou efeito sinérgico nas cepas testadas. Assim, esses resultados podem servir de base
para estudos futuros desta molécula como um potencial agente antimicrobiano contra P.

aeruginosa multidroga resistentes.
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