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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do lapachol, a-lapachona,
B-lapachona e de cinco agentes antimicrobianos (ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
cefoxitina, ciprofloxacina e meropenem), frente a 12 cepas de Staphylococcus aureus, cujo
fenotipo de resisténcia fora previamente determinado pelo método de difusdo em meio sélido.
Cinco cepas de S. aureus (LFBM 16, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 31, LFBM 33)
apresentaram resisténcia a todos os agentes antimicrobianos testados e foram selecionados
para a segunda etapa do trabalho: avaliacdo da interacdo entre B-lapachona e agentes
antimicrobianos, que foi realizado pelo método do tabuleiro de xadrez (checkerboard). Os
critérios utilizados para esta avaliacdo, foram definidos pelos valores do Indice de
Concentracdo Inibitoria Fracionada (FICI). Entre as naftoquinonas avaliadas, a B-lapachona
foi a mais eficaz. A combinacdo de B-lapachona com os agentes antimicrobianos resultou em
uma redugio > 5 vezes o valor da CIM destes Gltimos. Os valores do indice de Concentragio
Inibitéria Fracionada (FICI) para as associac@es variaram de 0,07 a 0,5 sugerindo uma
atividade sinérgica. A cinética bactericida da associacdo de B-lapachona e meropenem foi
avaliada frente as cepas LFBM 01 e LFBM 26 de S. aureus multirresistentes. As drogas foram
testadas sozinhas e em combinagdes de %2 e ¥4 MIC para a B-lapachona e para o meropenem
respectivamente. A associacdo dos antimicrobianos foi capaz de reduzir o crescimento das
cepas de S. aureus LFBM 01 e LFBM 26 em 3,5 logio UFC/mL ap06s 12h; e esterilizou estas
culturas em 24h. Este estudo demonstrou que a B-lapachona combinada com antimicrobianos
beta lactamicos, fluoroquinolonas e carbapenémicos, agem sinergicamente, inibindo cepas de

S. aureus multiresistentes.

Palavras-chave: B-lapachona, naftoquinonas, Staphylococcus aureus multidrogas resistentes;

tabuleiro de xadrez; indice de Concentragéo Inibitéria Fracionada (FICI).



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the lapachol, a-lapachone,
B-lapachone and five antimicrobials (ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cefoxitin,
ciprofloxacin, and meropenem), against 12 of Staphylococcus aureus strains which resistant
phenotype was previously determined by the disk diffusion method. Five S. aureus strains
(LFBM 16, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 31, LFBM 33) showed resistance to all
antimicrobial agents tested and were selected for the study of the interaction between (-
lapachone and antimicrobial agents, by the checkerboard method. The criteria used to
evaluate the synergic activity were defined by the Fractional Inhibitory Concentration Index
(FICI). Among naphthoquinones the B-lapachone show be to most effective against S. aureus
strains. The combination of the B-lapachone with the antimicrobial agents resulted in a
reduction > 5 fold MIC the last. The fractional inhibitory concentration index (FICI) ranged
from 0.07 to 0.5, suggesting a synergic interaction against multi-drug resistant S. aureus
strains. In order, the Time-Kill testing to B-lapachone and meropenen was perfomed against S.
aureus LFBM 01 and LFBM 26 strains. The drugs were tested alone and in combinations at 2
and ¥ MIC to B-lapachone and meropenen respectively. The combination was able to reduce
3.5 logio CFU/mL the S. aureus LFBM 01 and LFBM 26 strains after 12h. This combination
sterilized these cultures in 24h. This study demonstrated that B-lapachone combined with beta
lactamics antimicrobials, fluoroquinolones and carbapenems, acts synergistically inhibit

multidrug resistant S. aureus.

Keywords: B-lapachone; naphthoquinones, multi-drug resistant Staphylococcus aureus;

Checkerboard; Fractional Inhibitory Concentration Index.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos e quimioterapicos € uma realidade bastante
divulgada no meio cientifico e constitui um sério problema de saude publica (KLEVENS,
EDWARDS, RICHARDS, 2007).

O aumento na prevaléncia das infecgdes causadas por cocos Gram-positivos
multidroga resistentes isolados do ambiente hospitalar inspiram preocupacdo dos 6rgdos de
vigilancia epidemiolodgica. Internacdes prolongadas aumentam o custo financeiro e torna o
paciente mais suscetivel a infeccbes graves. Resultando em um aumento da relacdo
morbidade/mortalidade (VIGANOR et al., 2011).

Entre os patdgenos mais comumente associados as infec¢fes nosocomiais, destacam-
se Staphylococcus aureus. Estas bactérias podem provocar desde simples infeccdo, como
espinhas e furinculos, até patologias mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite,
artrite bacteriana e septicemia (PEREIRA, SIQUEIRA-JUNIOR, TAKAKI, 2004; AN et al.,
2011).

Um estudo realizado pelo Programa de Vigilancia Antimicrobiana da América Latina
(SENTRY) revela, especialmente no Brasil, um aumento na prevaléncia de MRSA
(Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) isolados nos centros médicos, de 33,7% em
1997 para 40,2% em 2006 (PICAO, SADER, JONES, 2008). No Rio Grande do Sul, em
2003, S. aureus foi o micro-organismo mais prevalente isolado de infec¢bes nosocomiais,
sendo que 64% destes eram MRSA (LISBOA et al., 2007).

O aumento da resisténcia microbiana frente a antibi6ticos de Gltima geracdo e a
ineficacia das drogas tém induzido os pesquisadores a buscar novos farmacos de diversas
origens, bem como novos métodos de obtencdo e administracdo destas drogas
(HEMAISWARYA, KRUTHIVENTI, DOBLE, 2008).

Dentro desta perspectiva, os fitofarmacos surgem como uma estratégia para a inovagao
terapéutica, principalmente aquela destinada as infec¢gbes por micro-organismos
multirresistentes (MURASE et al., 2010; SEPUTIENE et al., 2010). Estas moléculas possuem
uma diversidade estrutural e farmacologica, possibilitando a obtencdo de protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos (OLIVEIRA, SILVA, 2008).

Neste contexto, surgem as quinonas, metabolitos possuidores de diferentes
propriedades farmacoldgicas tais como: antitumorais (SANTANA et al., 1968), moluscicidas
(SANTOS et al., 2000), antiulcerantes (GOEL et al., 1987), antiinflamat6rias (ALMEIDA et
al., 1990), antifingicas (GUIROUD et al., 1994), antiprotozoarias (TEIXEIRA et al., 2001) e
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antimicrobiana (SILVA, FERREIRA, SOUZA, 2003). Dentre as quinonas de origem natural,
as naftoquinonas tém no lapachol o seu representante maior.

O lapachol é isolado de varias espécies botanicas, pertencentes as familias
Verbenaceae, Proteaceae, Leguminosae, Sapotaceae. Tem maior ocorréncia na familia
Bignoniaceae, particularmente no género Tabebuia (COLMAN et al., 1997; DUARTE et al.,
2000; ITO et al., 2000; SHETGIRI, KOKITKAR, SAWANT, 2001). A partir do lapachol
foram obtidas varias outras naftoquinonas, xiloidonas, a-lapachona e a B-lapachona, cujas
atividades farmacoldgicas foram anteriormente descritas (LIMA et al., 1962; SANTANA et
al., 1968; GOEL et al., 1987; ALMEIDA et al., 1990; GUIROUD et al., 1994; SANTOS et
al., 2000; TEIXEIRA et al., 2001; SILVA, et al ., 2003). Destas, a B-lapachona destaca-se
por possuir uma atividade antimicrobiana relevante quando comparado com as demais
naftoquinonas (LIMA et al 1956; 1962; 1967; 1972).

Apesar de amplamente conhecidas as propriedades farmacoldgicas da B-lapachona
(LIMA et al., 1962; SANTANA et al., 1968; GOEL et al., 1987; ALMEIDA et al., 1990;
GUIROUD et al., 1994; SANTOS et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2001; SILVA, et al ., 2003),
raros sdo os estudos que associam esta naftoquinona com agentes antimicrobianos (SILVA,
MESQUITA, XIMENES, 2009).

Diante deste fato, o presente estudo teve como objetivo, numa primeira etapa,
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Minima Bactericida
(CMB) do lapachol, a-lapachona e B-lapachona, bem como de drogas comerciais (ampicilina,
ciprofloxacino, gentamicina, meropenem, amoxicilina/acido clavulanico e cefoxitina). Avaliar
o0 potencial sinérgico das associacdes destes agentes antimicrobianos com B-lapachona, e por
fim, verificar a atividade bactericida da associacdo de [B-lapachona—meropenen ao longo de
24h.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito sinérgico entre a B-lapachona e os agentes antimicrobianos frente a cepas de
Staphylococcus aureus multirresistentes.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Minima Bactericida
(CBM) do lapachol, a-lapachona, B-lapachona, bem como de drogas comerciais (ampicilina,
ciprofloxacino, meropenem, amoxicilina/acido clavulanico, cefoxitina, gentamicina), frente a

12 cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes;

Avaliar a associacdo entre a [-lapachona e o0s agentes antimicrobianos, através da
determinagéo do Indice de Concentracéo Inibitria Fracionada (FICI), frente a cinco cepas de

Staphylococcus aureus multirresistentes;

Determinar a cinética bactericida da associacdo mais efetiva da p-lapachona- antimicrobiano,

frente a duas cepas de Staphylococcus aureus, as mais resistentes.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Familia Bignoniaceae e Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb (Ipé-roxo)

Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb., € uma espécie vegetal pertencente a familia
Bignoniaceae que engloba aproximadamente 120 géneros e 800 espécies (Figura 1). Ocorrem
nas regides tropicais e subtropicais, especialmente na América do Sul e Africa Central
(LORENZI, MATQOS, 2002).

As espécies do género Tabebuia sdo conhecidas popularmente como “Ipé”. O nome
comum ipé, bem como outros nomes , pau d"arco e lapacho sdo usados para muitas espécies
diferentes de arvores de Tabebuia (PANIZZA, 1997).

o —
B

TN T 1=

i

Figura 1 - Tabebuia avellanedae (A) Flores (B), Frutos (C) Folhas (D) Sementes (E).

Fonte: http//w3.ufsm.br/herbarioflorestal

Trata-se de uma arvore com 20 a 35 m de altura, possui uma casca grossa de cor
marrom escura com fissuras longitudinais finas e espacadas. Esta arvore possui ramificacdes
grossas e tortuosas, formando uma copa grande de folhagem esparsa verde-escura. As folhas
sdo digitadas, coriaceas, glabras, com margem serrilhada, (com 5 foliolos) desiguais. As
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flores séo rdseas a violaceas que florescem de agosto a meados de setembro. O fruto é uma
silica deiscente, coriacea, pontuada, medindo 25 — 30 cm de comprimento. As sementes sdo
aladas e retangulares, sendo facilmente transportadas pelo vento (LORENZI, MATOS, 2002).

Dentre as espécies catalogadas destacam-se: o Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae) Lord,
que possuem flores roxas, roseas ou lilas, tendo como sinonimia cientifica: Tabebuia ipé
(Martius), Tecoma curialis (Freire), Tecoma violaceae (Hub), Tecoma ipé (Martius), e as
espeécies afins Tabebuia impetiginosa (Martius) e Tabebuia serratifolia (\Vahl). Estas espécies
possuem caracteristicas, componentes quimicos, propriedades farmacologicas e uso popular
similar (PANIZZA 1997; LUBECK 2001; LORENZI; MATOS 2002).

A denominagdo conhecida entre os indios: pau d’arco, em Tupi; rorot deve-se a
utilizacdo para preparo de arcos e bodoques, devido a sua resisténcia e durabilidade. Os
efeitos conhecidos do Ipé para tratar diversas doencas, consagrou sua utilizacdo na cultura
Indigena (LORENZI; MATOS 2002; GRACA, AIRES, 1994).

Na medicina tradicional, o Ipé-roxo tem uma longa e bem documentada histéria de uso
pela populacdo, destacando-se as propriedades adstringentes, utilizacdo para o tratamento de
Ulceras pépticas, para as infeccdes do trato urinario, para o diabetes, alergias, reumatismo e
artrites. No entanto, sdo propriedades atribuidas sem a comprovacdo atraveés de estudos
cientificos (TAYLOR, 2005).

Inicialmente foi utilizada pela tribo dos Callawaya, descendentes dos Incas, na
medicina caseira (PANIZZA 1997), para tratar doencas, originando o uso de decoccles e
infusBes das cascas secas para tratamento local de eczemas e impetigos, em tratamento oral
para uso de inflamagdes, dores de dente, dores articulares, como antimicrobiano, antitumoral
e no Herpes (LUBECK 2001; ALMEIDA, 2003).

Na Amazénia, as populagbes indigenas utilizavam infusGes das cascas secas para 0
tratamento de anemia, malaria, colite, doencas respiratdrias, disturbios gastrintestinais,
resfriados, infeccBGes fungicas, febres, artrite e reumatismo, picadas de cobras, problemas
circulatorios, sifilis e cancer (LUBECK, 2001).

As naftoquinonas do Ipé-roxo foram estudadas pioneiramente na metade do
século passado pelo Instituto de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco,
com destaque para o lapachol e para a 3-lapachona. Estudos in vitro desta época, com as
quinonas do Ipé-roxo, evidenciaram suas atividades: antitumoral (SANTANA et al,

1968), antiulcerante (GOEL et al, 1987), anti-inflamatoria (ALMEIDA et al, 1990) e
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antifungica (GUIROUD et al, 1994 ); com destaque no seu potencial antitumoral e
antimicrobiano (LIMA et al., 1956; 1962; 1967; 1972).

Além do lapachol, foram isolados de Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb
(Bignoniaceae) e em outras espécies, naftoquinonas e antraquinonas. Das naftoquinonas
destacam-se: as menaquinonas-1, lapachol, a —lapachona, B-lapachona, desoxilapachol e
xiloidona. Das antraquinonas sdo citadas: a 2-metilantraquinona (tectoquinona),
2-aldeido-antraquinona, 2-carboxiantraquinona, 2-hidro-3-metilantraquinonna, 1-
hidroxiantraquinona, 1-metoxiantraquinona, 2-hidroximetilantraquinona, 2-
acetoximetilantraquinonae tabebuina. Contém ainda lapachenol, quercetina, acido orto- e
para-hidroxibenzoico. A presenca de filoquinona (vitamina K) foi registrada apenas nas folhas
desta planta. As substancias mais estudadas nesta espécie sdo: o Lapachol, os dois
isomeros, a-lapachona e B-lapachona, e a xiloidona (desidro-a-lapachona), todos com
atividades biologicas (BURNET, THOMSON, 1967; FONSECA, BRAGA, SANTANA,
2003; TAYLOR, 2005).

T. avellanedae possui atividade antiinflamatoria, superior a fenilbutazona (ALMEIDA
colaboradores, 1990). Esta atividade foi confirmada em outro estudo realizado por
MIRANDA e colaboradores, (2001) que demonstrou a acdo antinociceptiva e
antiedematogénica do extrato aquoso da casca de T. avellanedae. Estes efeitos devem-se,
provavelmente ao bloqueio dos mediadores da inflamacdo, como bradicinina e
prostaglandinas. De acordo com estes autores, uma dose de 150mg/kg de lapachol
administrado por via oral ndo produziu alteragdes nos ratos.

T. avellanedae possui amplo espectro de acdo frente a diversas infec¢bes cutaneas
causadas por micro-organismos. Varios estudos apresentaram forte atividade in vitro contra
bactérias, fungos filamentosos e leveduras, principalmente frente a Candida spp., Aspergillus
spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Brucella spp. e Helicobacter pylori (LIMA et
al., 1956; 1962; 1967; 1972; TAYLOR, 2005). O extrato aquoso, obtido a quente da casca de
T. avellanedae mostrou acdo contra Staphylococcus aureus e Helicobacter pylori, bactéria
causadora da ulcera péptica (TAYLOR, 2005). O extrato da casca obtido com diclorometano
da T. avellanedae apresentou atividade antifingica de amplo espectro (PORTILLO et al.,
2001).

Estudos realizados da atividade antimicrobiana com extratos de 54 plantas
caracterizadas como antimicrobianas, o Ipé-roxo apresentou a maior atividade, comparado aos
demais extratos de diferentes plantas (ANESINI, PEREZ, 1993). As bactérias Gram-

negativas que foram inibidas pelo extrato aquoso da casca de Ipé-roxo incluem os géneros
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Haemophilus spp., Moraxella spp., Campylobacter spp.e Helicobacter spp. (NAGATA et al.
1998). Entretanto, muitas bactérias Gram-negativas ndo sdo inibidas pelos extratos de Ipé-
roxo como: Escherichia coli, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Klebsiella
spp., Proteus spp., Morganela spp., Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. e Neisseria spp.
(NAGATA et al., 1998; ANESINI, PEREZ, 1993).

Estes resultados validam o uso popular do Ipé-roxo e indicam o potencial desta planta
para 0 desenvolvimento de medicamentos no tratamento de infeccdes por bactérias Gram-
positivas (ANESINI, PEREZ, 1993; MACHADO et al. 2003).

Nagata e colaboradores, 1998, descreveram a atividade antifungica da T. avellanedae
sobre Tricophyton spp., micro-organismos causadores de micoses superficiais e subcutaneas
em grande frequéncia . O uso tradicional para o tratamento de doencas na pele, do extrato
aquoso da casca do Ipé-roxo demonstrou “in vitro” que sua atividade era direcionada para
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Microsporum gypseum, Trichophytum
mentagrophytes, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Penicilinum purpurogenum
(PORTILLO et al., 2001).

As propriedades farmacoldgicas do extrato aquoso da casca do Ipé roxo, sendo elas:
antibacteriana, antivirais, antifungicas, antioxidante, moluscicida, tripanossomicida,
antimalarica, embriotoxica e antineoplasica, devem-se a presenca de naftoquinonas, cujo
efeito oxidativo desencadeia a producdo de radicais livres de oxigénio, peroxido de
hidrogénio e superoxido. Estes radicais promovem peroxidacdo de lipidios e desnaturam as
proteinas. (KUMAGAI et al., 1997; RIFFEL et al., 2002).

3.2. Quinonas de ocorréncia natural

Quinonas formam um grupo de compostos coloridos com 2 grupamentos carbonilas,
que podem ser adjacentes ou separados, geralmente em um anel insaturado de seis atomos.
Representam uma grande e diversificada familia de metabolitos de distribuicdo natural. E
relevante o destaque cada vez maior que estes metabolitos vém apresentando (THOMSON,
1971).

As quinonas desempenham fungdes importantes na bioquimica celular e exercem
relevante atividade biologica; Sao facilmente oxidadas ou reduzidas. As ubiquinonas e as
plastoquinonas participam de etapas importantes do ciclo de vida dos seres vivos, atuando
como componentes maoveis no transporte de elétrons da respiracdo e da fotossintese nos

diversos niveis da cadeia respiratdria e participam dos processos enzimaticos, onde atuam
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como co-fatores (MALTA, 2000; ABREU, FERRAZ, GOULART, 2002; MURRAY et al.,
2003). As naftoquinonas atuam como vitaminas do tipo K, que sdo bastante necessarias aos
seres Vvivos, participando diretamente do processo de coagulacdo sanguinea (NELSON, 2004).

Baseado em sua estrutura molecular, as quinonas podem ser classificadas em
diferentes grupos, estabelecendo o tipo de sistema aromético relacionado com o anel
quinonoidico: Benzoquinonas — um anel benzénico; Naftoquinonas — um anel naftalénico;

Antraquinonas — um anel antracénico linear ou angular (THOMPSON, 1971).

Tem sido observado um aumento no interesse dessas substancias, devido a sua
importancia nos processos bioquimicos vitais, como também & descoberta de atividades
apresentadas em variados estudos farmacologicos (MAHLER, LORDES, 1971).

3.3 Naftoquinonas do ipé-roxo (lapachol, a-lapachona, p-lapachona)

Naftoquinonas sdo compostos com destacada atuacdo, tanto na quimica quanto na
farmacologia (PORTELA, VILLAMIL, STOPPANI, 1996).

As andlises fitoquimicas do Ipé-roxo registram como componentes principais da
madeira, as naftoquinonas, com destaque para o lapachol, considerado um dos principais
representantes do grupo das quinonas, e seus principais derivados, a B-lapachona e a a-
lapachona (ALMEIDA et al., 1990; ALMEIDA, 2009; STEINERT, KHALAF, RIMPLER,
1996; PANIZZA, 1997; LORENZI, MATOS 2002).

3.3.1 Lapachol, a-lapachona, B-lapachona

O lapachol (Figura 2A) foi descoberto e estudado desde o século passado. Foi descrito
pela primeira vez por Paterno, em 1882, tendo sua estrutura quimica estabelecida desde 1896,
por Hooker, que o identificou como sendo uma naftoquinona de férmula, 2-hidroxi-3-(3-
metil-2-butenil)-1,4-naftalenodiona, de peso molecular 242,26g/mol, tem forma de cristais
prismaticos, sua férmula quimica CisH1403, com ponto de fusdo 139,5 — 140,2°C. Sofre a
acao controlada do calor, e fornece em sequéncia, a desidrolapachona (xiloidona) e os
isdbmeros a- e B- lapachona (D’ALBUQUERQUE, 1968).

a-lapachona € uma naftoquinona (Figura 2C) obtida a partir do lapachol, metabdlitos

encontrados na espécie vegetal de Tabebuia avellanedae.
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B-lapachona é uma naftoquinona (Figura 2B) encontrada como constituinte
minoritario em extratos da casca do caule do ipé roxo (Tabebuia avellanedae). Sua
producdo em larga escala é realizada através da ciclizacao acida do lapachol, composto
natural mais abundante nos extratos de ipé roxo. A -lapachona tem sido amplamente
estudada devido ao seu potencial farmacolégico frente a diferentes doengas. Esta
molécula possui potente atividade antitumoral (SANTANA et al., 1968), moluscicida
(SANTOS et al ., 2000), antiulcerante (GOEL et al, 1987), anti-inflamatéria (ALMEIDA et
al, 1990), antifangica (GUIROUD et al., 1994 ), antiprotozoaria (TEIXEIRA et al., 2001),
mas é destacado o seu potencial antitumoral e antimicrobiano (SILVA, et al, 2003; DA

SILVA et al,, 2010).
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Figura 2: Estrutura quimica do lapachol (A), B-lapachona (B) ¢ a-lapachona (C)

3.3.2 Atividade antimicrobiana das naftoquinonas

Desde os primeiros trabalhos de Oswaldo G. de Lima e colaboradores (1956; 1962;
1967; 1972;) e Ivan Ledncio D’Albuquerque (1968), que a atividade antibiotica do
lapachol é estudada, sendo, contudo verificada uma predominancia de atividade contra
certos micro-organismos Gram-positivos e acido resistentes, porém uma baixa atuacdo
contra Gram-negativos, exceto contra o género Brucella. Por estes pesquisadores, verificou-se

também que a medida que se eleva o grau de pureza do lapachol, diminui-se progressivamente
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sua atividade antimicrobiana, o que pode ser explicado pelo fato de que outras naftoquinonas
extraidas junto com o lapachol também possuem atividade antimicrobiana.

Guiraud e colaboradores (1994), compararam a atividade bactericida e fungicida do
lapachol e B-lapachona e determinaram a sua concentracdo inibitéria minima. Os resultados
confirmaram que a B-lapachona tem uma maior eficiéncia antimicrobiana quando comparada
ao lapachol, e estes dados confirmaram os reportados por Gongalves de Lima e
colaboradores (1962). Os fungos foram consideravelmente mais sensiveis que as bactérias,
particularmente para a B-lapachona. Lapachol e a B-lapachona foram mais ativos quando
comparados ao cetoconazol.

As quinonas apresentam diversas biodinamicidades, com destaque, dentre
tantos, para as propriedades: microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas e
antitumorais (MIRANDA, 2001; SILVA, FERREIRA, SOUZA, 2003).

Atualmente, na farmacologia, ha um grande interesse no modo de atuacgdo
dessas substancias, como é evidenciado pelo numero de publicacfes que vem
crescendo sobre o mecanismo de atuacdo da B-lapachona (ALMEIDA, 2009).

O avanc¢o da quimica computacional, na evolucdo dos conhecimentos da
atividade enzimadtica, pode contribuir muito para a explicagdo em maior
profundidade dos mecanismos de atividade dessas substancias e consequentemente
para o planejamento de novos medicamentos comerciais (SILVA, FERREIRA,
SOUZA, 2003; ALMEIDA, 2009).

3.3.3 Mecanismo de acéo das naftoquinonas

As etapas bioquimicas do processo do estresse oxidativo induzido pelas quinonas,
relatadas por diversos autores nos ultimos 30 anos, estd apresentada de forma sucinta na
figura 3 (SILVA, FERREIRA, SOUZA, 2003). Um substrato quinonoidico catalisado pelas
enzimas flavinas NADPH redutases, reduz-se com um elétron para formar o anion
semiquinona (Q).

Vaérios fatores influenciam e determinam a cinética da reducéo, incluindo o potencial
de reducdo da quinona. Apos a formacdo da semiquinona Q°, a mesma reduz o oxigénio
molecular ao anion-radical superéxido O.°, estando na presenga da enzima superoxido
dismutase (SOD) é transformado em perdxido de hidrogénio. O anion-radical superéxido Oz~

gera HO' no interior da célula, seja por reagcdo com peroxido de hidrogénio (reacdo de Harber-
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Weiss), seja por catélise com metais de transicdo (reagdo de Fenton). O radical hidroxila (HO)

é a principal espécie responsavel pelo estresse oxidativo celular (SILVA, FERREIRA,

SOUZA, 2003)

Ciclo Redox parcial das Quinonas
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*CAT = Enzima catalase; SOD = Enzima superixido desmutase; GPX = Glutationa peroxidase
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Esquema 1. Ciclo redox induzido por quinonas

Figura 3 — Mecanismo de acdo das naftoquinonas (SILVA et al., 2003).

3.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos pertencentes a familia Micrococcaceae.

Possuem aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, sdo imoveis, ndo produzem esporos, €

geralmente, ndo apresentam capsulas. Esses micro-organismos podem apresentar-se de forma

isolada, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente, com aspecto semelhante a

um cacho de uva (TRABULSI, 2005; SANTOS et al., 2007).

O género Staphylococcus, atualmente, esta composto por 33 espécies, das quais 17

podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. A espécie de maior interesse medico,

principalmente em ambiente nosocomial é o Staphylococcus aureus, descrito pela primeira
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vez h& mais de 120 anos pelo médico escocés Alexander Ogston (CASSETTARI,
STRABELLI, MEDEIROS, 2005; KONEMAN, 2008).

S. aureus possuem coldnias arredondadas, lisas e brilhantes. A coloracdo destas
col6bnias varia de cinza ao amarelo. A pigmentacdo amarelada aumenta com o prolongamento
do tempo de incubacdo, exceto nos casos de crescimento em condi¢fes anaerdbicas ou na
cultura em meio liquido. A presenca do halo de hemolise desenvolvido em torno das colénias
formadas em placas de &gar-sangue é devido a presenca da hemolisina, enzima, que promove
a lise das hemacias (TRABULSI, 2005; SANTOS et al., 2007).

Esse patdgeno esta envolvido em diversas infecgdes nos seres humanos, desde lesdes
superficiais, como foliculites e furinculos, até infeccbes sistémicas, tais como, osteomielites,
endocardites, bacteremias, meningites e pneumonias. Sendo também o maior causador de
intoxicagdo alimentar, sindrome da pele escaldada e sindrome do choque toxico (ALVAREZ-
LERMA et al., 2006; SANTOS et al., 2007).

A distribuicdo na natureza de S. aureus é muito grande, por se tratar de uma bactéria
altamente resistente a dessecacéo e ao frio, pode permanecer vidvel por bastante tempo. O seu
principal reservatério é o homem, embora seja um micro-organismo facilmente encontrado no
ambiente em que os seres humanos circulam (SANTOS et al., 2007).

Staphylococcus aureus € encontrado em diversas partes do corpo, como: fossas nasais,
garganta, intestinos e pele. Destes sitios anatdmicos, as narinas possuem 0 maior indice de
colonizacdo, cuja prevaléncia € de cerca de 40 % na populacdo adulta, podendo ser ainda
maior, dentro de hospitais (SANTOS et al., 2007).

Recém-nascidos e individuos submetidos a internamentos prolongados em unidades de
terapia intensiva constituem uma populacdo de risco para a infecgdo causada por S. aureus.
Outros fatores importantes para o inicio de uma infeccdo é o comprometimento das barreiras
naturais do corpo, como pele e mucosas; e através de traumas ou cirurgias, que provoca
colonizacdo do tecido e consequente lesdo local (ROBERT, CHAMBERS, 2005; SANTOS et
al., 2007).

Um estudo realizado por Sales e colaboradores (2006) reporta S. aureus resistente a
meticilina como a segunda maior causa da sepse em unidades de terapia intensiva. E
preocupante o crescimento do S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que se tornou uma
endemia nas instalacdes hospitalares de todo o mundo (ALANIS, 2005; CAVALCANTI et
al., 2005).
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3.4.1 Antibiocoterapia

A implantacdo da antibioticoterapia no inicio da década de 1930, com o emprego da
sulfanilamida, aparentemente decretavam o fim das doencas infecciosas. Contudo, ao analisar
a evolucdo da resisténcia do S. aureus, observa-se que, no final daquela década, surgiam as
primeiras cepas de S. aureus resistentes (ALANIS, 2005).

Com a introducdo da penicilina na clinica médica no inicio da década de 40,
imaginava-se que o sucesso da antibioticoterapia para as infec¢des estava garantido. Contudo,
apesar de penicilina ter sido bastante eficiente num primeiro momento, dois anos depois, S.
aureus passou a desenvolver resisténcia a este P-lactdmico por produzir uma enzima (f-
lactamase) capaz de hidrolisar o anel B-lactamico da penicilina e torna-la ineficaz (ALANIS,
2005).

Em 1944, apenas 5% das cepas de S. aureus eram resistentes a penicilina, em 1949,
esta resisténcia passou para 29% (ALANIS, 2005).

Em 1959, a resisténcia a penicilina chegou a 80% das cepas de S. aureus, sendo
atualmente também resistentes a amoxicilina e a ampicilina (ALANIS, 2005; SANTOS et al.,
2007).

Sabe-se hoje que mais de 90% dos Staphylococcus spp. isolados sdo produtores da
B-lactamase (OLIVEIRA et al., 2002).

Com a resisténcia desenvolvida pelo Staphylococcus aureus aos antimicrobianos f-
lactdmicos, surge a meticilina, como a primeira penicilina semi-sintética resistente a f-
lactamase, tendo como alvo as cepas de S. aureus produtoras dessa enzima. Entretanto em
1961, dois anos apds a introdugdo da meticilina, S. aureus desenvolveu resisténcia a este
antimicrobiano, devido a aquisicdo do gene Meca, o qual codifica para um nova proteina
ligadora de penicilina (PBP) denominada de PBP2a ou PBP2’. Essa nova PBP se liga
fracamente as penicilinas e a outros p-lactamicos atuando como uma transpeptidase substituta
na formacdo das pontes transversas, durante a sintese da parede celular bacteriana, quando as
PBPs normais se encontram bloqueadas pela ligacdo covalente com o B-lactamico. Dessa
forma, a biossintese da parede celular é restabelecida, mesmo na presenca do antimicrobiano.
(DEURENBERG, STOBBERINGH, 2008; BERGER, ROHRER, 2002).

No inicio da década de 70, comecaram rapidamente a serem isoladas, cepas resistentes
a meticilina, denominada MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus), que devido a
presenca do gene Meca e de outros genes como SCCmec I, SCCmec Il, SCCmec Ill, que

codificam resisténcias ndo s6 aos [-lactamicos, desenvolveram também resisténcia a
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maltiplas classes de antimicrobianos, por serem portadores de outros genes de resisténcia
integrados, dentre eles os plasmideos pUB110 e pT181 e o transposon Tn554 (genes que
codificam resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclina, eritromicina e espectinomicina,
respectivamente). (DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008; ITO et al., 2003)

Estas cepas MRSA foram rapidamente disseminadas em ambientes hospitalares
restando apenas a vancomicina e a teicoplanina como opc¢oes terapéuticas (LUTZ et al., 2003,
SANTOS et al., 2007).

A vancomicina é um antibiotico glicopeptideo, eficiente no tratamento de cepas
MRSA, embora, apresente efeitos nefrotdxicos e ototoxicos (LUTZ et al., 2003; SANTOS et
al., 2007).

O surgimento das primeiras cepas de MRSA se deu trés anos apds a introducdo da
meticilina na préatica clinica em 1961, na Inglaterra (JEVONS, 1961). A disseminacdo gradual
em alguns paises da Europa aconteceu durante toda a década de 60 e na década de 70 foi
disseminado por todo o planeta (STEFANI e VARALDO., 2003). Nas decadas de 80 e 90, a
prevaléncia dos MRSA em infecces nosocomiais teve aumento em diversos paises
(CHAMBERS e DELEO., 2009). Sendo assim, o0s MRSA tém sido para a saude publica
mundial, um grave problema, devido a sua multirresisténcia as diversas classes de
antimicrobianos hoje utilizados em clinica, dificultando o tratamento das infeccdes e
consequentemente aumentando a relagdo de morbidade/mortalidade (BRITES et al, 2006).

Dados epidemiologicos relatam que nos Estados Unidos, o principal agente etioldgico
das infeccBes nosocomiais € o Staphylococcus aureus (FRAZEE et al, 2005; MORAN et al
2006).

O Programa de Vigilancia Antimicrobiana da América Latina (SENTRY) observou
que entre 1997 e 1999 a prevaléncia dos MRSA foi de 23% na Austrélia, 67% no Japdo, 35%
na América Latina, 32% nos Estados Unidos e 26% na Europa (DIEKEMA et al., 2001). Ja o
estudo TEST (Tigercycline Evaluation and Surveillance Trial) realizado entre 2004 e 2007
detectou que 48,3% dos Staphylococcus aureus isolados de 33 centros da América Latina
foram resistentes a meticilina (ROSSI et al., 2008).

Dados do Programa de Vigilancia a Antimicrobianos no Brasil, revelam que MRSA é
responsavel por 56% da causa de infecges nosocomiais e comunitérias, sendo considerado o
patdgeno mais comum e esta se tornando cada vez mais prevalente em infeccdes de origem
comunitaria (BRITES et al, 2006).

Para a investigacdo epidemiologica no combate a resisténcia bacteriana é

imprescindivel a deteccdo precoce de portadores de MRSA, para que se faca o isolamento
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destes pacientes colonizados, auxiliando na decisdo da terapéutica mais adequada e no
controle e prevencéo da disseminacgdo destes isolados (KUMAR et al., 2008).

3.5 Resisténcia Bacteriana
3.5.1 Conceitos gerais

Uma bactéria é considerada resistente a um determinado antibacteriano quando é
capaz de crescer in vitro, em concentracdes mais altas do que a maior concentracdo alcancada
pelo farmaco no sitio da infeccdo (TORTORA, 2005; TRABULSI e ALTHERTHUM, 2005;
HOIBY et al., 2010).

As concentracOes terapéuticas possiveis de serem atingidas no sangue, que deve ser
bem inferior aquela alcancada em certos fluidos, secrecdes e tecidos, sdo bem relativas, e este
mecanismo é o que define resisténcia (ANG, EZIKE, ASMAR, 2004).

Seja qual for a estratégia de sobrevivéncia das bactérias, independentemente de seu
mecanismo de acdo frente ao antibacteriano, urge a necessidade de buscar uma nova
alternativa para o tratamento, pois a troca do antimicrobiano durante o tratamento esta cada
vez mais limitada, devido a reducdo do perfil de sensibilidade que as bactérias vém
apresentando as drogas de uso clinico (JACOBY, 2005; ROLAIN, RAULT 2005;
EBRAHIM, 2010). Esse desafio se mostra ainda mais critico nos dias atuais, frente ao
crescente aparecimento de cepas bacterianas multirresistentes e permuta de genes de
resisténcia entre as diferentes espécies bacterianas. (MIN et al., 2007; ANDERSSON,
HUGHES, 2010).

3.5.2 Resisténcia - origem e classificacao

A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ser classificada, quanto a origem, como
natural ou adquirida (FREITAS, 1989).

Quando a resisténcia esta associada ao cromossomo da bactéria, tendo assim um
caréater hereditario transmitido as células filhas, chamamos de resisténcia natural ou intrinseca.

Esta resisténcia é, por conseguinte, uma caracteristica transmitida, verticalmente, as bactérias
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descendentes, que séo geradas sem a presenca dos receptores alvo do antibacteriano ou com a
presenca de estruturas e mecanismos que impede a agdo antibacteriana (BRIGOTTI et al.,
2010). A resisténcia bacteriana adquirida a um ou mais antibacterianos, consiste na exibicéo
de alguma modificacdo por alguma célula da populacdo de uma determinada espécie de
bactéria. Estes exemplares (modificados) da populagdo bacteriana ndo respondem mais a acdo
de antibacterianos, apesar de ativos contra o restante das bactérias presentes (RAVAT et al,
2010).

A resisténcia natural ndo apresenta importancia na clinica médica relevante, por ser
previsivel e constante, bastando-se conhecer o espectro de acdo do antibidtico para evité-la;
entretanto a resisténcia adquirida ao contrario, é responsavel por graves problemas de saude
publica, tendo em vista a modificacdo aos antibacterianos dos micro-organismos com
sensibilidade aos farmacos, dificultando o tratamento das infeccdes ( ROLAIN, ROULT,
2005).

3.5.3 Mecanismos bioquimicos da resisténcia bacteriana

Os mecanismos bioquimicos que as bactérias desenvolveram para conferir resisténcia
a drogas antimicrobianas, sdo diversos; Modificacdo quimica do antibacteriano, através de
enzimas especificas; alteracdo do sitio de ligacdo do antibacteriano; substituicdo do sitio de
ligacdo; diminuicdo da permeabilidade ao antibacteriano; aumento da sintese de substrato com
0 qual o farmaco compete; efluxo do antibacteriano, por intermédio de transporte ativo. Um
exemplo de bactérias que desenvolvem diversos tipos de mecanismos de resisténcia € o S.
aureus e destes as cepas resistentes a meticilina sdo um grande problema de salde publica
(JACOBY 2005; HOOPER 2005; BOMONO e SZABO, 2006; MIN et al., 2007; CLANCY,
MELVIN, MCCAFFERTY, 2010).

Cepas de S. aureus podem se tornar MRSA a partir da aquisi¢cdo do gene MecA, que
codifica a proteina ligadora de penicilina (PBP2a), presente em sua membrana, apresentando
dessa forma baixa afinidade a meticilina, bem como aos antimicrobianos betalactamicos
(TENOVER et al., 2004; WHITENER et al., 2004; SABAT et al., 2006). Desta forma as
cepas de MRSA apresentam fendtipo de resisténcia ndo somente aos beta-lactamicos, mas
tambem a fluoroquinolonas, cloranfenicol, clindamicina, tetraciclina e aminoglicosideos
(HIRAMATSU et al., 2002).

Os glicopetideos vancomicina e teicoplanina sdo utilizados para o tratamento de

infeccOes causadas por MRSA, no entanto modificagbes na terapéutica mostram-se
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necessarias devido & intolerancia por parte dos pacientes ou falha no tratamento por selecéo
de cepas resistentes (TENOVER et al., 2004).

As cepas de MRSA estdo se tornando resistentes a vancomicina, resultando em trés
cepas adicionais resistentes ao antimicrobiano: S. aureus vancomicina intermediario, S.
aureus vancomicina intermediario heterogéneo, S. aureus vancomicina resistente (CLANCY,
MELVIN, MCCAFFERTY, 2010). As cepas de MRSA com resisténcia intermediaria e
heterogénea a vancomicina podem se tornar totalmente resistentes durante infeccdes
persistentes em que ha falha na resposta ao tratamento com glicopeptideos, com significativas
mudancas de fenétipo (WHITENER et al., 2004).

Uma estratégia empregada para contornar a resisténcia bacteriana é a combinacdo de
agentes antimicrobianos. Inibidores das B-lactamases sdo administrados como co-droga. Uma
estratégia bem sucedida foi a adogdo do &cido clavulanico as drogas como amoxicilina,
sulbactam e tazobactam, para a inibicdo das B lactamases. Mas a frequente utilizagdo do
clavulanato tem favorecido o surgimento de cepas bacterianas resistentes (ENRIGHT et al.,
2002; BLASQUEZ et al., 1993; SHELBURNE et al., 2004).

Pesquisas utilizando amostras de S. aureus multirresistentes revelaram que a eficécia
de agentes antimicrobianos pode ser potencializada através da combinacdo destes farmacos
com extratos de plantas superiores, ou com seus fitoquimicos (DARWISH et al., 2002; AQIL
et al., 2005; BRAGA et al., 2005; BETONI et al., 2006; ESIMONE et a.l, 2006; ADWAN ,
ABU-SHANAB, ADWAN, 2008).

Metabdlitos secundarios, produzidos por vegetais superiores, sdo considerados como
fontes promissoras para a terapia antimicrobiana seja ela combinada ou ndo. Vérios
fitoquimicos atuam como modificadores da resisténcia bacteriana, agindo em pontos
especificos da célula procariotica, seja por modificacdo de sitios receptores ou bloqueio de
rotas metabdlicas. Desta forma, potencializa o efeito do antimicrobiano sintético
(SHELBURNE, et al., 2004; SHELDON, 2005; HEMAISWARYA , KRUTHIVENTI,
DOBLE, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Neste trabalho foram utilizadas 11 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de
amostras clinicas e de alimentos, bem como uma cepa padrdo obtida do American Type
Culture Collection, (ATCC), da colecdo 25923.

O fenotipo de resisténcia destas cepas foi obtido através do método de difusdo em
meio sélido e estd apresentado na tabela 1. Estas cepas foram mantidas em meio sélido

Mueller Hinton, sob éleo mineral inclinado. Repiques foram realizados a cada experimento.

4.2 Preparacao e padronizacdo dos inoculos

As culturas de Staphylococcus aureus foram preparadas em caldo Mueller Hinton e
incubadas por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo estas culturas foram padronizadas em
108 UFC/mL, utilizando o tubo 0,5 da escala de Mac Farland, e em seguida diluidas em soro

fisiologico a fim de obter um indculo com concentragdo final de 107 UFC/mL.,

4.3 Agentes antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos obtidos da Eurofarma Laboratério Ltda, em forma de po,
foram escolhidos com base em seus mecanismos de acdo: Ampicilina; Amoxicilina/Acido
clavulanico; Cefoxitina; Ciprofloxacino; Gentamicina; Meropenem.

O critério de resisténcia foi definido para cada agente antimicrobiano com base ao que
preconiza o Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) 2010: ampicilina (AMP, CIM >
0,25pug/mL); amoxicilina/acido clavulanico (AMC, CIM > 8ug/mL); cefoxitina (CFO, CIM >
4ug/mL); ciprofloxacina (CIP, CIM > 4ug/mL); gentamicina (GEN, CIM >8ug / mL e
meropenem (MER, CIM >16ug / mL) (CLSI, 2010)

O lapachol, a-lapachona e a B-lapachona, foram obtidos no Departamento de

Antibiodticos da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.
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Tabela 1 - Origem e susceptibilidade das cepas Staphylococcus aureus multirresistentes utilizados na

determinacgdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

Staphylococcus

Origem Sensibilidade Resisténcia
aureus
ATCC 25923 ATCC CFO; OXA; SZT; GEN; MER; TEC; AMP; CIP
AZI; AMC; TET
LFBM 01 Queijo TET, TEC CFO; CIP; SZT; AMP; AZI; AMC;
GEN; OXA; MER
LFBM 05 Secrecdo TEC; GEN; SZT;TET CFO; AMP; AZI; OXA; MER
LFBM 08 Secrecdo vaginal GEN; SZT; TEC; AMC; TET; MER CFO; CIP; AMP; AZI; OXA; GEN
LFBM 16 Escarro GEN; SZT; TEC; TET; MER CFO; OXA; AMP; AZI; CIP
LFBM 26 Sangue GEN; TEC CFO; OXA; CIP; SZT; AMP; AZI,
AMC; MER
LFBM 28 Sangue TEC; TET CFO; OXA; CIP; GEN; SZT; AMP;
AZl; AMC; MER
LFBM 29 Sangue GEN; SZT; TEC; AZI; TET CFO; OXA; AMP; AMC; CIP;
MER
LFBM 30 Secrec¢do traqueal GEN; SZT; TEC; TET CFO; OXA; CIP; AMP; AZI; AMC;
MER
LFBM 31 Secrec¢do traqueal GEN; SZT; TEC; TET; MER CFO; OXA; CIP; AMP; AZI; AMC
LFBM 32 Sangue GEN; SZT; TEC CFO; OXA; AMP; CIP; MER
LFBM 33 Sangue TET; TEC CFO; OXA; CIP; SZT; AMP; AZI;

AMC; GEN

AMP: Ampicilina 10 ug; AMC: Amoxicilina/Ac. Clavulanico 30 pg; AZI: Azitromicina 15 ug; CFO:
Cefoxitina 30ug; CIP: Ciprofloxacina 5 ng; GEN: Gentamicina 10 pg; MER: Meropenen 10 ug; TEC:

Teicoplanina 30 pg; TET: Tetraciclina 30 pg; SZT — Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg; OXA —

Oxacilina 1 ng. ATCC: American Type Culture Collection; LFBM: Laboratério de Fisiologia e

Bioquimica de micro-organismos.
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4.4 Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo
Bactericida minima (CBM)

Para determinacdo da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo, com algumas
modificagdes (CLSI, 2010). Este ensaio foi realizado em placas de microdiluicdo com 96
pocos de fundo em forma de “U” (Figura 4).

O lapachol, o-lapachona, B-lapachona e os agentes antimicrobianos foram pesados
analiticamente. Para solubilizacdo do lapachol, a-lapachona ¢ a B-lapachona foi utilizado um
sistema de solventes composto por DMSO (dimetilsulféxido)/Tween 80/H»O destilada
esterilizada (1:0,5:8,5 v/v/v), para 0s demais antimicrobianos foram utilizados agua destilada
esterilizada. As solucdes estoques destes agentes antimicrobianos foram filtradas utilizando
membrana milipore de 0,22 um. Destas solugdes, 200 uL foram pipetados e depositados nos
pocos de 1 a 12 da linha A. Os demais po¢os foram preenchidos com 100 uL de caldo Mueller
Hinton (MHB) duas vezes mais concentrados.

Uma aliquota de 100 uL do contetdo de cada pogo da linha A foi transferido para a
linha B, e este procedimento foi repetido até a linha H, a fim de obter concentracdes que
variaram de 1024 a 8 pg/mL para o lapachol, a-lapachona, B-lapachona e de 512 a 4 pg/mL
para 0s agentes antimicrobianos.

Um volume de 5 pL das culturas padronizadas de S. aureus foi inoculado em todos 0s
pocos. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. A analise da
inibicdo do crescimento bacteriano foi realizada por densidade 6ptica utilizando um leitor de
microplacas Thermo Plate — (TP Reader), com comprimento de onda de 630 nm.
Considerando o crescimento (100%) no pogo que continha (MHB + bactérias), o percentual
de reducdo do crescimento foi atribuido aos pocos restantes contendo 0s agentes
antimicrobianos apos subtracdo das suas absorbancias.

Para confirmacdo da inibicdo do crescimento bacteriano apds leitura
espectrofotométrica foi adicionado a cada po¢o 20 puL de uma solugdo aquosa a 0,5% de
cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) e as placas reincubadas por trés horas a 35°C. A
presenca de uma coloragéo vermelha nos pogos foi interpretada como prova negativa do efeito
inibitdrio, enquanto a auséncia da colorag@o vermelha foi considerada como prova positiva da

atividade antimicrobiana.



37

A este experimento foi adicionada uma placa de microdiluicdo para verificar a
atividade intrinseca do sistema de solventes (DMSO/Tween 80/H.0 (1:0.5:8.5 v/v/v)), sobre
as cepas de S. aureus.

A CIM foi definida como a menor concentragdo do agente antimicrobiano capaz de
inibir o crescimento visivel das cepas de S.aureus.

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), dos pogos que
apresentaram uma inibicdo de crescimento maior ou igual a 70%, foram semeados 10ul em
Agar Mueller Hinton (MHA). Apds 24 h de incubago a 37° C, 0 nimero de sobreviventes de
S. aureus foi determinado. A CBM foi definida como a menor concentracdo dos agentes
antimicrobianos capaz de inviabilizar 99,9% das bactérias. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, foi possivel estabelecer a concentracao

inibitéria minima e selecionar a naftoquinona mais ativa frente as cepas Staphylococcus

aureus.
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Figura 4 - Representagdo da técnica de microdilui¢do utilizada para a Concentracao Inibitoria
Minima
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4.5 Determinacdo in vitro da associacéo de p-lapachona e agentes antimicrobianos

O estudo da interacdo entre B-lapachona e ampicilina, ciprofloxacina, amoxicilina/ac.
Clavulanico, meropenem e cefoxitina, foi realizado de acordo com a técnica do tabuleiro de
xadrez (checkerboard method) (LORIAN, 1996).

Com base nos valores da CIM foram preparados tubos contendo solugdes em caldo
Mueller Hinton da B-lapachona e dos agentes antimicrobianos de forma a obter seis
concentragdes sub-inibidoras para a 3-lapachona e nove concentracdes sub-inibidoras para 0s
agentes antimicrobianos. Nos pogos das placas de microdilui¢do, foram pipetados 100 pL das
solugdes de p-lapachona e 100 pL das solugdes dos agentes antimicrobianos (Figura 5).

Cada pogo foi inoculado com 5 pL da suspensdo bacteriana padronizada em 107
UFC/mL das seguintes cepas, LFBM 01; LFBM 16; LFBM 26; LFBM 28; LFBM 33 e as
placas foram incubadas por 24 horas.

A interpretacdo dos resultados destas interacdes foi realizada através do indice da
Concentracdo Inibitdria Fracionada (FICI), obtido através da seguinte equacdo, FICI = (CIM
da associacdo B-lapachona-agente antimicrobiano/CIM de B-lapachona) + (CIM da associagédo
agente antimicrobiano-pB-lapachona/CIM do agente antimicrobiano). O FICI foi interpretado
como sendo sinérgico quando o valor fora < 0,5; aditivo ou indiferente quando o valor fora
= 1; e antagonico quando > 2 (ELIOPOULUS, MOELLERING, 1991).
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Figura 5: Representacao da técnica do tabuleiro de xadrez.
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4.6 Cinética Bactericida

Com base nos resultados obtidos no item 4.5 foi realizado um estudo cinético da
atividade bactericida da melhor associagédo frente aos Staphylococcus aureus, mais resistentes.

A metodologia utilizada para este estudo foi preconizada por Krogstad e Moellering,
(1986) e consistiu em determinar, por enumeracdo das unidades formadoras de coldnias, 0
namero de bactérias sobreviventes de um indculo previamente padronizado exposto a uma
concentracdo conhecida das drogas, em funcéo do tempo (Figura 6).

Neste estudo foram utilizadas concentragbes equivalentes a %2 CMI para a
B-lapachonae ¥ CIM para 0 meropenen.

Os inoculos bacterianos foram obtidos segundo metodologia descrita no item 4.2.
Volumes de 9,0 mL da cultura de S. aureus previamente padronizada em 108 UFC/mL, foram
transferidos para tubos rosqueados esterilizados que continham um volume de 1,0 mL das
solucdes de B-lapachona, meropenen ou de suas associacdes. No tubo controle foi adicionado
1,0 mL de agua destilada esterilizada (COURVALIN, 1985; KROGSTAD, MOELLERING
1986).

A enumeracdo inicial (To) das bactérias viaveis (UFC/mL), foi efetuada a partir de
uma aliquota de 0,5mL da solucio agente antimicrobiana + cultura e diluida de 10 a 10°®.
Destas dilui¢bes foram plaqueadas cinco aliquotas de 10 pL de todas as diluicbes sobre meio
solido de Mueller Hinton. As placas foram incubadas a 35°C por um periodo de 24 horas.

O acompanhamento da atividade bactericida foi realizado apds 6, 9, 12 e 24 h,
seguindo a metodologia acima descrita.

Os valores das UFC/mL obtidos, permitiram tracar para a p-lapachona, meropenen e
sua associacao, uma curva de morte (time Kill curves) representando o nimero de bactérias
viaveis, expresso em logaritmo decimal (ordenada), em fungdo do tempo de exposicdo em
horas (abscissa).

Os experimentos foram realizados em duplicata e em dias diferentes.

Desse modo, os dados apresentados sdo os resultados das médias aritméticas e o
desvio padrdo das manipulagdes.

Os critérios estabelecidos para uma boa atividade bactericida de uma associagéo,
determinam que o decréscimo do indculo bacteriano seja igual ou superior a 2logio UFC/mL
em relacdo a droga mais ativa (ELIOPOULUS, MOELLERING, 1991).
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade antimicrobiana

Os valores da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CMB) dos agentes antimicrobianos frente as 12 cepas de Staphylococcus aureus
estdo apresentados na tabela 2.

Para a classificacdo da suscetibilidade destes micro-organismos aos agentes
antimicrobianos, foram utilizados os critérios descritos pelo Clinical Laboratory Standard
Institute CLSI 2010, exceto para a -lapachona.

A atividade anti-estafilocdcica do lapachol e da a-lapachona foi inferior aquela obtida
para a B-lapachona. A CIM para o lapachol variou de 256 a 512 pg/mL e para a a-lapachona
variou de 64 a 256 pug/mL . A B-lapachona foi capaz de inibir o crescimento de todas as
cepas de MRSA, cuja concentracdo inibitéria minima variou de 8,0 a 32 ug / mL.

As cepas de MRSA mostraram-se resistentes aos agentes antimicrobianos, em
particular, aos beta lactamicos, cuja concentragdo inibitéria minima (CMI) variaram de: 4
pg/mL a 512 pg/mL para ampicilina, de 4 pg/mL a 256 pg/mL para a cefoxitina e 4 pg/mL a
64 pug/mL para a Amoxicilina/Acido clavulanico.

Todas as cepas de S. aureus mostraram serem resistentes a0 meropenen, exceto as
cepas ATCC 25923; LFBM 08; LFBM 16 e LFBM 31 com a CIM de 4 a 8 pg/mL.

Todas as cepas apresentaram sensibilidade a gentamicina, com excecdo das cepas
LFBM 01; LFBM 26; LFBM 28; LFBM 33, que foram resistentes com a CIM de 16 a 64
pg/mL.

As cepas de S. aureus LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28 e LFBM 33, demonstraram
resisténcia a todos os agentes antimicrobianos avaliados. Esse perfil de resisténcia direcionou
a escolha dos micro-organismos para o estudo da interagdo entre a B-lapachona e os agentes
antimicrobianos. Os valores da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos agentes

antimicrobianos foram iguais a uma diluig&o superior a da CIM.
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Tabela 2 — Valores da CIM/CBM de trés naftoquinonas e agentes antimicrobianos frente a cepas Staphylococcus aureus multirresistentes.

Staphylococcus

CIM/ CBM (pg/mL)

aureus AMC AMP CFO CIP GET MER LAP a-LAP B-LAP  Perfil de Resisténcia®
ATCC 25923 4,0/8,0  4,0/8,0 4,0/80 4,0/80 4,0/80 4,080 256/512  64/128 8,0/16  Cepas controle

LFBM 01 32/64 512/1024 256/512 64/128 16/32  32/64 512/1024 128/256  8,0/16 AMC, CFO, CIP, GET
LFBM 05 8,0/16  128/256 32/64 4,0/800 4,0/80 16/32 512/1024  64/128 8,0/16  AMP, AZI, CFO, PEN
LFBM 08 4,0/8,0  128/256 16/32  4,0/8,0 4,0/800 8,0/16 256/512  128/256 16/32  AMP; AZI, CIP, CFO
LFBM 16 16/32 32/64 16/32  4,0/80 4,0/8,0 8,0/16 512/1024 128/256  8,0/16 = AMP, AZIl, CFO, PEN
LFBM 26 64/128 512/1024 256/512 64/128 32/64  32/64  512/1024  128/256 16/32  AMC, AMP, CFO, CIP
LFBM 28 32/64  512/1024 128/256 64/128 32/64  16/32 512/1024 256/512  8,0/16 AMC, CIP, CFO, GET
LFBM 29 16/32 64/128 32/64  4,0/8,0 4,0/80 16/32 512/1024 256/512 16/32  AMC, AMP, CFO, PEN
LFBM 30 16/32  256/512 16/32  64/128 4,0/8,0 16/32  256/512  256/512 16/32  AMC, AMP, CFO, CIP
LFBM 31 16/32  128/256 16/32  64/128 4,0/8,0 8,0/16 512/1024 256/512 32/64  AMP, AZI, CFO; CIP;
LFBM 32 16/32  256/512 16/32  64/128 4,0/8,0 16/32  256/512  128/256 16/32  AMP, CFO, CIP, PEN
LFBM 33 16/32  256/512  128/256 64/128 64/128 16/32  256/512  128/256 16/32  AMC, AMP, CFO, CIP

CIM: Concentracdo inibitoria Minima; CBM: Concentracdo Minima Bactericida; ATCC: American Type Culture Collection; LFBM: Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Micro-organismos; AMC: Amoxicilina/ Acido clavulanico. Clavulanico; AMP: Ampicilina; AZI: Azitromicina; CFO: Cefoxitina; CIP :
Ciprofloxacino; GET : Gentamicina; PEN : Penicillina; MER : Meropenem ; LAP : Lapachol; a-LAP : a-Lapachona; B-LAP: B-Lapachona;

L perfil de Resisténcia determinado pelo método de difusdo em meio sélido.
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5.2 Atividade sinérgica da B-lapachona e agentes antimicrobianos

Os resultados obtidos da associacdo entre a B-lapachona e ampicilina, ciprofloxacino,
amoxicilina/ac. clavulanico, meropenen e cefoxitina, estdo apresentados na tabela 3.

A avaliacdo da atividade sinérgica, através da técnica do Tabuleiro de xadrez
(Checkboard), foi realizada com a [-lapachona e cinco tipos de agentes antibacterianos,
incluindo os betalactamicos: ampicilina, amoxicilina/Ac. Clavulanico, meropenen, cefoxitina e
uma fluroguinolona, ciprofloxacino.

ConcentracGes sub-inibidoras da p-lapachona aumentaram a atividade anti-estafilocécica
de todos os agentes antimicrobianos. Individualmente estes agentes mostraram uma atividade
moderada ou nenhuma atividade. Entretanto, interagcdes sinérgicas foram observadas para as
combinag¢oes de B-lapachona com: ampicilina (FICI = 0,37); ciprofloxacino (FICI = 0,25 a 0,56);
amoxicilina/Ac. Clavulanico (FICI = 0,06 a 0,31); meropenem (FICI = 0,09 a 0,37); cefoxitina
(FICI = 0,25 a 1,0), frente aos cinco isolados de MRSA.

Nas associacgdes, a atividade sinérgica foi detectada por um decréscimo dos valores da
CIM, dos agentes antimicrobianos que variou de trés a oito vezes e por um FICI <0,5.

A combinagdo da B-lapachona e amoxicilina/ac. clavulanico mostrou os mais baixos
valores do FICI, cujos valores variaram de 0,06 a 0,31.

A associagdo da B-lapachona com a meropenem também foi eficaz apresentando valores
do FICI que variaram de 0,09 a 0,37. Esta associacdo foi capaz de reduzir o CIM individual de 75
a 98,4 %, quando os agentes antimicrobianos foram combinados.

Para os isolados de MRSA avaliados, os valores da Concentracdo Inibitéria Minima do
meropenem (CMI individual de 8 a 32 pg/mL) decresceram de 1/16 (CIM da associagdo variou
de 0,5 a 4,0 pg/mL), quando este foi associado com a B-lapachona em concentra¢des iguais ou
inferiores a ¥4 da CIM.

Para a fluroquinolona e ciprofloxacino, esta associacdo também foi eficaz, apresentando
um FICI de 0,25 a 0,56; Reduzindo o CIM individual dos agentes de 50 a 99,2%.

Para a ampicilina, esta associacdo também foi eficaz, apresentando um FICI de 0,37
Reduzindo o CIM individual dos agentes de 75 a 87,5%.

As associacOes da cefoxitina apresentaram os maiores valores do FICI, cujos valores

variaram de 0,25 a 0,50, para as associa¢des que expressaram atividade sinérgica; apresentando
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efeito indiferente apenas para o LFBM 33. No entanto apesar dos valores do FICI serem maiores,
estas associagdes também apresentaram perfil sinérgico, sendo capazes de reduzir os valores do
CIM individual de 0 a 99,8%.

Para todas as cepas de MRSA foram observadas reducdes das células viaveis superior a
70% quando os agentes antimicrobianos foram associados a p-lapachona, utilizada numa

concentracdo equivalente a %2 da CIM.



Tabela 3. Efeito da associacdo de B-lapachona com agentes antimicrobianos frente a cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes.

Staphylococcus — Individual C”.VI « FIC FIC Indice ~ . Reducdo % Reducéo de

Associagao CiIM Associagéo L Interpretacao . !

aureus Individual (FICI) CIM % células viaveis
(Hg/mL) (Hg/mL)

B-Lap + AMP 8,0/512 2,0/64 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 84,33

B-Lap +CIP 8,0/64 2,0/8,0 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 91,76
LFBM 01 B-Lap + AMC 8,0/32 2,0/2,0 0,25/0,06 0,31 Sinérgica 75,0/93,7 76,36

B -Lap + MER 8,0/32 2,0/4,0 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 76,71

B -Lap + CFO 8,0/256 4,0/0,5 0,5/0,001 0,50 Sinérgica 50,0/99,8 80,76

B-Lap + AMP 16/512 4,0/64 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 80,51

B-Lap +CIP 16/64 4,0/0,5 0,25/0,007 0,25 Sinérgica 75,0/99,2 84,52
LFBM 26 B-Lap + AMC 16/64 0,5/2,0 0,03/0,03 0,06 Sinérgica 96,8/96,8 75,45

B -Lap + MER 16/32 4,0/0,5 0,25/0,010 0,26 Sinérgica 75,0/98,4 81,52

B -Lap + CFO 16/256 4,0/1,0 0,25/0,003 0,25 Sinérgica 75,0/99,6 82,02

B-Lap + AMP 8,0/512 2,0/64 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 82,21

B-Lap +CIP 8,0/64 2,0/8,0 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 85,55
LFBM 28 B-Lap + AMC 8,0/32 0,5/0,5 0,06/0,01 0,07 Sinérgica 93,7/98,4 78,96

B -Lap + MER 8,0/16 2,0/1,0 0,25/0,06 0,31 Sinérgica 75,0/93,7 80,52

B -Lap + CFO 8,0/128 4,0/1,0 0,5/0,007 0,50 Sinérgica 50,0/99,2 79,86

B-Lap + AMP 32/128 8,0/16 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 80,29

B-Lap +CIP 32/64 8,0/8,0 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 85,63
LFBM 33 B-Lap + AMC 32/16 1,0/2,0 0,03/0,125 0,15 Sinérgica 96,8/87,5 71,03

B -Lap + MER 32/8,0 1,0/0,5 0,03/0,06 0,09 Sinérgica 93,7/93,7 82,36

B -Lap + CFO 32/16 32/0,125 1,0/0,007 1,00 Indiferente 0/99,2 83,52

B-Lap + AMP 16/256 4,0/32 0,25/0,125 0,37 Sinérgica 75,0/87,5 81,54

B-Lap +CIP 16/64 8,0/4,0 0,5/0,06 0,56 Aditivo 50,0/93,7 82,56
LFBM 34 B-Lap + AMC 16/16 0,5/2,0 0,03/0,125 0,15 Sinérgica 96,8/87,5 81,53

B -Lap + MER 16/16 4,0/0,5 0,25/0,03 0,28 Sinérgica 75,0/96,8 83,52

B -Lap + CFO 16/128 8,0/2,0 0,5/0,01 0,50 Sinérgica 50,0/98,4 78,54

CIM: Concentracéo Inibitdria Minima; FIC: Concentracdo Inibitéria Fracionada; AMC: Amoxicilina/ Acid. Clavulanico; AMP: Ampicilina; CEF: Cefoxitina; CIP: Ciprofloxacina;
MER: Meropenem; B-Lapachona; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos. % Redugdo de células viaveis!: Associagdo da B-lapachona/acid. clavulanico
Y e 1/16 respectivamente. E para as demais associagdes foi utilizada %2 da B-lapachona e 1/8 dos agentes antimicrobianos.

% Reducéo do CIM = (CIM individual — CIM associacé&o) x 100
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5.3 Cinética Bactericida

A viabilidade celular do S. aureus LFBM 01 e LFBM 26 ap0s exposicdo a P-
lapachona, meropenem e sua associacdo estdo apresentados na Figura7 Ae 7 B.

Para 0 estudo da cinética bactericida, a B-lapachona foi associada ao meropenem
carbapénemico que, no ensaio do tabuleiro de xadrez (Checkboard), mostrou uma redugao
acima de 80% da viabilidade celular.

Neste ensaio, a concentracdo de meropenen utilizada foi a de % da CIM e a
-lapachona com a concentracéo de %2 da CIM para as cepas de S. aureus LFBM 01 e LFBM
26. Esta combinacéo foi capaz de reduzir o crescimento das cepas LFBM 01 e LFBM 26 em
3,5 logio UFC/mL ao longo de 12h, quando comparado aos agentes antimicrobianos testados

isoladamente. Estas culturas foram esterilizadas em 24h.



Figura 7 - Cinética bactericida da p-lapachona, meropenem e de sua associacéo frente a
Staphylococcus aureus LFBM 01 (A) e Staphylococcus aureus LFBM 26 (B).
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia cada vez maior, especialmente em hospitais de cepas de Staphylococcus
aureus resistentes ndo so a meticilina, mas a uma gama de agentes antimicrobianos, incluindo
a vancomicina, tem limitado o controle e dificultado a terapia (ANDERSSON., HUGHES.,
2010).

Embora varias estratégias tenham sido propostas na tentativa de controlar a
disseminacéo, a busca de novas formas de tratar infeccdes por MRSA estimula a investigacao
de compostos isolados naturais como alternativas de tratamento dessas infeccOes
(HIRAMATSU et al, 2002).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana realizada neste estudo sé para Staphylococcus
aureus, revelou que as naftoquinonas encontradas na espécie T. avellanedae, lapachol, e seus
derivados possuem atividade antimicrobiana consideravel. Estes resultados correspondem as
primeiras observacGes sobre a acdo antimicrobiana do lapachol, realizado por Oswaldo
Gongcalves de Lima (1956).

No presente estudo, analisou-se ainda a capacidade do lapachol e seus derivados em
inibir o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus (MRSA). Os resultados revelaram
que o lapachol e a a-lapachona ndo mostraram uma atividade antiestafilococica téo eficaz
quanto comparado a B-lapachona. A CIM para lapachol e a-lapachona variou de 64 a 512
pHg/mL enquanto a B-lapachona apresentou CIM que variou de 8,0 a 32 ug / mL. Estes
resultados corroboram com o0s achados nos estudos de Gongalves de Lima (1962), o qual
registrou o primeiro estudo da atividade antimicrobiana dos derivados de lapachol isolados do
extrato do cerne do Ipé Roxo e de D’Albuquerque (1972), que demonstrou a atividade da -
lapachona contra cepas de micro-organismos Gram-positivos, entre eles S. aureus. Este fato,
possivelmente acontece, porque nos estudos pioneiros do lapachol em comparagdo com seus
isolados, observou-se que o extrato bruto do lapachol e seus derivados, apresentavam
atividade maior que o lapachol puro e que a medida que se elevava o grau de pureza do
lapachol diminuia-se progressivamente a atividade antimicrobiana do mesmo. Anos mais
tarde, Guiraud e colaboradores (1994), também propds comparar a atividade bactericida e
fungicida tanto do lapachol como da B-lapachona e determinar sua concentracdo inibitéria
minima. Os resultados confirmaram que a p-lapachona tem uma maior atividade

antimicrobiana que o lapachol, o qual demonstrou forte antividade antifungica.



50

Em relacdo aos agentes antimicrobianos, todas as cepas de S. aureus,
mostraram serem resistentes principalmente aos antibioticos beta-lactdmicos.

As cepas de S. aureus LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28 e LFBM 33, demonstraram
resisténcia a todos 0s agentes antimicrobianos avaliados, incluindo fluoroguinolonas,
aminoglicosideos e carbapenémicos. Esse perfil de resisténcia aos antimicrobianos direcionou
a escolha dos micro-organismos para o estudo da interagdo entre a B-lapachona e agentes
antimicrobianos.

Devido a falta de opgdes terapéuticas, alguns estudos tém enfocado a combinacédo de
dois ou mais agentes antimicrobianos como um tratamento alternativo para doencas
infecciosas causadas por micro-organismos multirresistentes (ADWAN et al., 2008).

Combinacdes de B-lapachona e agentes antimicrobianos com suas respectivas CIM e
concentragdes sub-inibidoras apresentaram atividades sinérgicas com FICI < 0,5 para 0s cinco
micro-organismos que apresentaram multirresistencia.

Este resultado demonstra que B-lapachona combinada com antimicrobianos beta
lactdmicos, fluoroquinolonas e carbapenémicos, agem sinergicamente inibindo cepas de S.
aureus multirresistentes.

A cinética bactericida da associacdo de -lapachona e meropenem avaliadas frente as
cepas LFBM 01 e LFBM 26 de S. aureus multirresistentes, em combinacdes de %2 para a -
lapachona e ¥4 para 0 meropenm, nos mostrou que a associagdo dos antimicrobianos foi capaz
de reduzir o crescimento das cepas de S. aureus LFBM 01 e LFBM 26 em 3,5 logio UFC/mL
ao longo de 12h, esterilizando estas culturas em 24h. Este resultado confirma a atividade
sinérgica apresentada no ensaio do tabuleiro de xadrez (checkerboard), demonstrando
claramente que a associagdo de B-lapachona e meropenem foi capaz de reduzir o crescimento
microbiano de forma mais eficaz que quando a droga foi testada isoladamente, como mostra o
gréafico apresentado na Figura 7A e 7B.

Este efeito sinérgico provavelmente deve-se a capacidade das quinonas em induzir o
estresse oxidativo através da formacao intracelular de espécies reativas do oxigénio, como o
Peroxido de Hidrogénio (H202), o anion Superéxido (O2) e o radical Hidroxila (HO"). Estes
radicais promovem peroxidagdo de lipidios, destruicdo de proteinas e &cidos nucléicos, bem
como quebra do DNA. Este é 0 mecanismo que interfere nas etapas bioguimicas vitais para a
célula que no presente trabalho € uma célula procariota (THOMSON, 1997).

Além de fornecer uma fonte de radicais livres, as quinonas sdo conhecidas por formar
complexos irrervesiveis com aminoacidos nucleofilicos nas proteinas, muitas vezes levando a

inativacdo da proteina e perda de funcdo. Por essa razdo, as quinonas tém um efeito
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antimicrobiano potente. As quinonas também podem tornar substratos indisponiveis para o0s
micro-organismos (COWAN, 1999).

Os resultados obtidos neste trabalho revelam o potencial das associacdes de
B-lapachona combinada com antimicrobianos beta lactamicos, fluoroquinolonas e
carbapenémicos, em reverter o perfil de resisténcia dos S. aureus multirresistentes aos beta-
lactdmicos e surgem como alternativas para o tratamento de doencas infecciosas causadas por

esses micro-organismos, atualmente quase que intrataveis.
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7. CONCLUSAO

A avaliacdo da atividade antimicrobiana realizada neste estudo revelou que as
naftoquinonas encontradas na espécie T. avellanedae, lapachol, e seus derivados possuem
atividade antimicrobiana consideravel, tendo na -lapachona uma atividade significativamente
maior quando comparado com o lapachol e a a-lapachona.

Todas as cepas de S. aureus, mostraram serem resistentes aos antimicrobianos
avaliados, principalmente aos antibidticos beta lactamicos.

Estes resultados demonstram que B-lapachona combinada com antimicrobianos, beta
lactdmicos, fluoroquinolonas e carbapenémicos com suas respectivas CIM e concentragdes
sub-inibidoras, para os cinco micro-organismos com perfil de multirresisténcia, apresentaram
atividades sinérgicas, inibindo cepas de S. aureus multirresistentes.

A cinética bactericida da associacdo de p-lapachona e meropenem, avaliadas frente as
cepas LFBM 01 e LFBM 26 de S. aureus multirresistentes confirmou a atividade sinérgica
apresentada pelo checkerboard method, demonstrando claramente que a associagdo de f-
lapachona e meropenem foi capaz de reduzir o crescimento microbiano de forma mais eficaz
gue quando a droga foi testada isoladamente.

Vaérios estudos devem ser realizados in vivo para estabelecer previamente seu uso

clinico, principalmente em relacdo a possiveis falhas terapéuticas e efeitos de toxicidade.
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