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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é um bastonete Gram-negativo néo fermentador,
considerada uma bactéria oportunista. As infec¢cBes causadas por esse micro-
organismo representam um problema de saude publica no Brasil e no mundo, sendo
responsaveis pelas altas taxas de mortalidade e morbidade relacionadas a infec¢des
hospitalares. Essas bactérias, em sua maioria, sdo resistentes aos antimicrobianos
atuais, devido a formacé&o de biofilme, que impede a penetracdo dos antimicrobianos,
e, a outros mecanismos de resisténcia, relacionados aos fatores de viruléncia dessa
bactéria, mediados pelo quorum sensing. A Organizacdo Mundial de Saude designa
esta espécie como prioridade para o desenvolvimento de novas terapias. Desta
maneira, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana do
alendronato de sédio e dos agentes antimicrobianos: amicacina, cefepima,
ceftriaxona, ceftazidima, meropenem, levofloxacino e polimixina B, frente a cepas
Pseudomonas aeruginosa (n=12) oriundos de isolados clinicos e duas cepas controle
Pseudomonas aeruginosa PAO1 e Pseudomonas aeruginosa SPM-L1. Inicialmente foi
determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguida da Concentracédo
Bactericida Minima (CBM). A partir do método Checkeboard foi avaliada in vitro a
associacado desses antimicrobianos com o alendronato de sodio. A interpretacao da
atividade de interacdo foi realizada com base na determinacdo do indice de
Concentracéo Inibitéria Fracionada (indice CIF). Por fim, foi avaliada a atividade
antibiofilme do Alendronato de sédio (AS), isolado, frente as cepas de Pseudomonas
aeruginosa (n=12) e sua atividade antibiofilme quando nas seguintes associagoes:
AS/cepepima, AS/ceftazidima e AS/meropenem. Além disso, foi avaliada a atividade
do AS por microscopia 6ptica para visualizar a alteracdo na morfologia do biofilme.
Todas as cepas apresentaram perfil de resisténcia aos antimicrobianos testados, com
excecao da polimixina B. O valor CIM variou de 32 a 1024pug/mL para amicacina, 64
a 1024ug/mL para cefepima, 512 a 1024ug/mL para ceftriaxona, 16 a 1024ug/mL para
ceftazidima e levofloxacino, 8 a 1024ug/mL para meropenem, e 2 a 4ug/mL para
polimixina B. O valor da CIM do AS foi de 1024ug/mL para todas as cepas avaliadas.
O efeito sinérgico foi observado entre todas as associa¢des de antimicrobianos e AS,
com os valores do indice de Concentrag&o Inibitoria Fracionada variando de 0,75 a
0,16. A reducédo da CIM dos antimicrobianos foi igual ou superior a 75% para todas as

cepas. A associacdo do AS com antimicrobianos de diferentes classes atuou



sinergicamente, inibindo cepas de P. aeruginosa resistentes a multiplos farmacos. O
estudo das concentracdes do indice CIF frente as cepas de P. aeruginosa apresentou
efeito de reducéo do biofilme estatisticamente significativo em relagdo ao controle (p<
0,0001), com reducdo de até 85,4% da formacdo do biofilme. Além disso, foi
observada a atividade antibiofiime do AS em até 87,1%. Corroborando com o efeito
visualizado por microscopia optica em relacéo a inibicdo da formacédo do biofilme. O
alendronato de sédio parece aumentar a sensibilidade das cepas de P. aeruginosa
multirresistentes e diminuir satisfatoriamente a producdo do biofilme, revelando ser
um tratamento promissor para infecgfes causadas por estas espécies bacterianas

multirresistentes.

Palavras-chave: Fatores de Viruléncia. Biofilme. Sinergismo Farmacoldgico.
Resisténcia Bacteriana a Antibioticos. Bactérias Aerobias Gram-Negativas.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a non-fermenting Gram-negative rod, considered an
opportunistic bacterium. The infections caused by this microorganism represent a
public health problem in Brazil and in the world, being responsible for the high rates of
mortality and morbidity related to hospital infections. Most of these bacteria are
resistant to current antimicrobials, due to the formation of biofilm, which prevents the
penetration of antimicrobials, and to other resistance mechanisms, related to virulence
factors of this bacterium, mediated by quorum sensing. The World Health Organization
designates this species as a priority for the development of new therapies. Thus, the
present study aimed to evaluate the antimicrobial activity of sodium alendronate and
antimicrobial agents: amikacin, cefepime, ceftriaxone, ceftazidime, meropenem,
levofloxacin and polymyxin B, against strains Pseudomonas aeruginosa (n=12) from
clinical isolates and two control strains Pseudomonas aeruginosa PAOl1 and
Pseudomonas aeruginosa SPM-1. Initially, the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was determined followed by the Minimum Bactericidal Concentration (CBM).
Using the Checkeboard method, the association of these antimicrobials with sodium
alendronate was evaluated in vitro. Interaction activity was interpreted based on the
determination of the Fractional Inhibitory Concentration Index (CIF Index). Finally, the
antibiofilm activity of sodium Alendronate (AS), isolated, was evaluated against the
strains of Pseudomonas aeruginosa (n=12) and its antibiofilm activity when in the
following associations: AS/cepepima, AS/eftazidime and AS/meropenem. In addition,
the AS activity was evaluated by optical microscopy to visualize the change in the
biofilm morphology. All strains showed a resistance profile to the tested antimicrobials,
except for polymyxin B. The MIC value ranged from 32 to 1024ug/mL for amikacin, 64
to 1024pug/mL for cefepime, 512 to 1024ug/mL for ceftriaxone, 16 to 1024ug/mL mL
for ceftazidime and levofloxacin, 8 to 1024 pg/mL for meropenem, and 2 to 4 pg/mL
for polymyxin B. The MIC value for AS was 1024 ug/mL for all strains evaluated. The
synergistic effect was observed between all associations of antimicrobials and AS, with
the values of the Fractional Inhibitory Concentration Index ranging from 0.75 to 0.16.
The MIC reduction of antimicrobials was 75% or more for all strains. The association
of AS with antimicrobials of different classes acted synergistically, inhibiting strains of
P. aeruginosa resistant to multiple drugs. The study of the concentrations of the CIF

index against the strains of P. aeruginosa showed a statistically significant reduction



effect on the biofilm compared to the control (p <0.0001), with a reduction of up to
85.4% of the biofilm formation. In addition, AS antibiofilm activity was observed in up
to 87.1%. Corroborating the effect visualized by optical microscopy in relation to
inhibition of biofilm formation. Sodium alendronate seems to increase the sensitivity of
multidrug-resistant P. aeruginosa strains and satisfactorily decrease biofilm
production, revealing to be a promising treatment for infections caused by these

multidrug-resistant bacterial species.

Keywords: Virulence factors. Biofilm. Pharmacological synergism. Bacterial

resistance to antibiotics. Gram-Negative Aerobic Bacteria



Figura 1 —
Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —
Figura 10 —

Figura 11 —
Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

LISTA DE FIGURAS

Quadro de classificacdo do género Pseudomonas.

Estrutura quimica de moléculas autoindutoras presentes em
Pseudomonas aeruginosa.

Vias de ativacdo do quorum sensing em Pseudomonas
aeruginosa.

Estagios referente as etapas de formacédo do biofilme.
Estrutura do pili tipo V.

Adesdo através do flagelo de Pseudomonas aeruginosa
PAQOL1 a superficie hidrofobica.

llustracdo do mecanismo de defesa de Pseudomonas
aeruginosa.

Quadro classificatorio dos diferentes tipos de resisténcia
bacteriana por P. aeruginosa.

Mecanismo de a¢ao dos B-lactamicos.

Estrutura quimica da polimixina B e sua interagdo com a
membrana da célula bacteriana.

Estrutura quimica dos bifosfonatos.

Estrutura quimica do &acido alendronico e do alendronato de
saédio.

Esquema do teste fenotipico para determinacéo da formacao
da MBL.

Esquema da técnica de extracdo de DNA de Pseudomonas
aeruginosa.

Esquema de distribuicdo dos antimicrobianos pelo método
do tabuleiro xadrez.

Perfil dos isobologramas com os possiveis efeitos entre as
associacbes de farmacos: A (Aditivo), B (Sinérgico) e C
(Antag0nico).

Diagrama dos farmacos utilizados para determinacdo da

atividade antibiofilme.

26
28

30

32

34

36

53

55

57
61

62
63

70

71

76

77

78



Figura 18 —

Figura 19 —
Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

Esquema da biossintese e avaliacdo da atividade antibiofilme
em microplacas.

Pseudomonas aeruginosa pelo método de Gram.

Expresséo fenotipica dos pigmentos hidrossoluveis das 12
cepas de Pseudomonas aeruginosas estudadas.

Producao de protease alcalina por Pseudomonas
aeruginosa.

Perfil de susceptibilidade de Pseudomonas aeruginosa frente
a antimicrobianos.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sbédio em associacdo com Amicacina frente a Pseudomonas
aeruginosa LFBM-H06, LFBM-HO7, LFBM-H09, LFBM-H14,
LFBM-H15 e LFBM-H16.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sbédio em associacdo com Amicacina frente a Pseudomonas
aeruginosa LFBM-H21, LFBM-CO03.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sbédio em associagdo com Cefepima frente a Pseudomonas
aeruginosa LFBM-H03, LFBM-H06, LFBM-HO7, LFBM-H14,
LFBM-H15 e LFBM-H16.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sédio em associagdo com Cefepima frente a Pseudomonas
aeruginosa LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-C03 e SPM-1.
Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sédio em associacdo com Ceftazidima frente a
Pseudomonas aeruginosa LFBM-H03, LFBM-H06, LFBM-
HO7, LFBM-HQ9, LFBM-H14 e LFBM-H15.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sbédio em associacdo com Ceftazidima frente a
Pseudomonas aeruginosa LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-
H21, LFBM-C03 e SPM-1.

79

84
85

86

87

95

96

97

98

99

100



Figura 29 —

Figura 30 —

Figura 31 —

Figura 32 —

Figura 33 —

Figura 34 —

Figura 35 —

Figura 36 —

Figura 37 —

Figura 38 —

Figura 39 —

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sbédio em associacdo com Ceftriaxona frente a Pseudomonas
aeruginosa LFBM-HO06, LFBM-H15, LFBM-H16 e SPM-1.
Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sédio em associacdo com Levofloxacino frente a
Pseudomonas aeruginosa LFBM-HO03, LFBM-HO06, LFBM-
HO7, LFBM-HQ9, LFBM-H14 e LFBM-H15.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sédio em associacdo com Levofloxacino frente a
Pseudomonas aeruginosa LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-
H21, LFBM-C03 e SPM-1.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sédio em associacdo com Meropenem frente a
Pseudomonas aeruginosa LFBM-H03, LFBM-HO06, LFBM-
HO09, LFBM-H15, LFBM-H16 e LFBM-H17.

Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de
sédio em associacdo com Meropenem frente a
Pseudomonas aeruginosa LFBM-H21, LFBM-C03, SPM-1.
Avaliacdo da producao de biofilme em microplaca.
Percentual de reducédo da formacao do biofilme das cepas de
Pseudomonas aeruginosa LFBM-HO03, LFBM-HO06, LFBM-
HO7, LFBM-H09, LFBM-H14 e LFBM H15, apds tratamento
com Alendronato de sédio (8192, 4096, 2048 e 1024 pg/mL).
Percentual de reducédo da formacao do biofilme das cepas de
Pseudomonas aeruginosa LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-
H21, LFBM-C03, SPM-1 e PAO1, ap0s tratamento com
Alendronato de sodio (8192, 4096, 2048 e 1024 pg/mL).
Grafico representativo da reducdo da producédo de biofilme
entre as associagcdes cefepima e alendronato de sodio.
Gréfico representativo da reducéo da producdo de biofilme
entre as associacdes ceftazidima e alendronato de saodio.
Gréfico representativo da redugéo da producgdo de biofilme

entre as associacdes meropenem e alendronato de sodio.

101

102

103

104

105

106

108

109

112

112

113



Figura 40 — Microplaca corada ap0s etapa de fixacao do biofilme, criando 114
uma comparacdo entre o controle de crescimento e o
tratamento com Alendronato de sédio (8192, 4096, 2048 e
1024 pg/mL).

Figura 41 — Microscopia Optica do biofilme. 115



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

LISTA DE TABELAS

Sitio de origem dos isolados de Pseudomonas
aeruginosa utilizados no estudo.

Antimicrobianos e critérios de classificacdo da
resisténcia.

Primers utilizados para amplificagdo dos genes de
Pseudomonas aeruginosa.

Critérios de interpretacdo da resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos, com
base nos valores de concentragdo inibitéria minima
(CIM).

Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa por reacdes
bioquimicas.

Deteccéo dos genes de resisténcias aos 3-lactamicos e
teste fenotipico da MBL.

Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracéo
Bactericida Minima do alendronato de sédio e dos
antimicrobianos frente a cepas de Pseudomonas
aeruginosa multidroga resistentes.

Associacdo do Alendronato de Sodio com agentes
antimicrobianos frente a Pseudomonas aeruginosa
multidroga resistentes.

Percentual de reducéo da producgéo de biofilme frente ao

tratamento com AS.

65

69

72

74

84

87

89

92

110



AMH
3-o0x0-C12-HSL
AHL
algL
AMI
Anvisa
ATCC
BF
C4-HSL
Ca2+
CAZ
CBM

c-di-GMP

CIM
CLsSI
CMH
CMP
CRO
DNA
eDNA
EPS
EUCAST
H202
H2S
HHQ
KIA
LFBM
LVX
MER
NET

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Agar Mueller-Hinton
N-3-oxo-dodecanoil homoserina lactona
Acil-homoserina lactone

Alginato liase

Amicacina

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
American Type Culture Collection
Bifosfonatos

N-butanoil-homoserina lactona

Calcio

Ceftazidima

Concentracdo Bactericida Minima

Diguanilato ciclico ou bis-(3’-5’)-ciclico-dimérico-guanosina-

monofosfato

Concentracéo Inibitéria Minima

Clinical and Laboratory Standards Institute
Caldo Mueller Hinton

Cefepima

Ceftriaxona

Acido desoxirribonucleico

DNA extracelular

Matriz exopolissacaridea

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Peroxido de hidrogénio
Gas sulfidrico
2-hepitil-4-hepitilquinolona
Kligler Iron Agar

Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de Micro-organismos

Levofloxacina
Meropenem

Neutroéfilos



NO2 Di6xido de nitrogénio

NO3 Nitrato

PMN Polimorfonucleados

POL Polimixina B

psli Locus de sintese de polissacarideo
QS Quorum sening

RNAr RNA ribosomal

ROS Espécie reativa a oxigénio

TP4 Pili tipo IV

UFC Unidade Formadora de Col6nia
UTI Unidade de Terapia Intensiva
WHO World Health Organization

°C Graus Celsius

A Alfa

B Beta

% Porcentagem

mL Mililitro

uL Microlitro

pum Micrometro

viv volume/volume

Logio Logaritmo decimal

AS Alendronato de Sodio

CIF Concentracéo Inibitéria Fracionada
LB Lurian Bertani

KPC Klebsiella pneumoniae carbapenemase



2.1
2.2

3.1

3.2

3.3

3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.5

3.6
3.6.1
3.6.1.1
3.6.1.2
3.6.1.3
3.6.2
3.7

3.7.1

3.7.2

3.7.3

3.74
3.7.5

SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

REVISAO DE LITERATURA

Pseudomonas aeruginosa

QUORUM SENSING

BIOFILME

ESTRUTURAS ENVOLVIDAS NA FORMACAO DO BIOFILME
Adesinas

Pili

Flagelo

Segundo mensageiro di-GMP

LIPOPOLISSACARIDEO

MATRIZ DO BIOFILME

Exopolissacarideos

Alginato

Psl

Pel

DNA Extracelular

INFLUENCIA DOS IONS METALICOS NO METABOLISMO DE
Pseudomonas aeruginosa

Funcdo do Magnésio no metabolismo de Pseudomonas
aeruginosa

Funcado do Zinco no metabolismo bacteriano especialmente
em Pseudomonas aeruginosa

Funcéo do Cobre no Metabolismo Bacteriano

Metabolismo do Cobalto em Pseudomonas aeruginosa
Influéncia do Molibdénio no metabolismo de Pseudomonas

aeruginosa

23
25
25
25
26
25
27
31

33
33
34
36
37
38
38
38
39
40
40
41

43

44

45

46
47



3.7.6

3.7.7

3.7.8
3.8

3.9
3.9.1
3.9.2
3.9.2.1
3.9.3
3.94
3.10

4.1
41.1
4.1.2
4.2
421
4.2.2

4221
4422
4.2.2.3
4224
4.2.2.5
4.2.2.6
4.3

4.4

4.5
45.1

Funcbes do Manganés do Metabolismo de Pseudomonas
aeruginosa

Influéncia do Niquel no metabolismo de Pseudomonas
aeruginosa

Metabolismo do Ferro em Pseudomonas aeruginosa
MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANO
ANTIMICROBIANOS

Aminoglicosideos

B-lactamicos

Metalo-B-lactamases

Fluoroquinolonas

Polimixinas

BIFOSFONATOS COMO AGENTE QUELANTE

METODOS

MICRO-ORGANISMOS

Isolamento

Preservacao e conservacao de Pseudomonas aeruginosa
IDENTIFICACAO BACTERIOLOGICA DO MICRO-ORGANISMO
Producéo de pigmentos

Provas preliminares para identificacdo bioquimica de
Pseudomonas aeruginosa

Semeio em Agar triplice agtcar-ferro (tsi)

Atividade da citocromo oxidase

Utilizacéo do citrato

Atividade da uréase

Producéo de hemolisinas

Producao de protease alcalina

DETERMINAGAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA
DETERMINACAO FENOTIPICA DA PRODUCAO DE METALO-B-
LACTAMASE

ANALISE MOLECULAR DE Pseudomonas aeruginosa

Extracao e quantificacdo de DNA

48

49

50
52
55
55
56
59
60
60
62
65
65
65
66
66
66
67

67
67
67
67
68
68
68
69

70
70



45.2

4.6

4.6.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.7

4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4

4.7.5
4.8

4.8.1
4.8.2
4.8.3
4.8.4
4.8.5
4.8.6
4.8.7

4.8.8

4.8.9

Deteccao dos genes de Metalo-B-Lactamase (blaspm-1, blaimp,
blaviv) € 0 blakpc

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E
CONCENTRA(}AO BACTERICIDA MINIMA

Preparacédo e padronizacdo do inéculo

Drogas

Determinacao da atividade antimicrobiana

Critérios de interpretacao

AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIPSEUDOMONAS DO
ALENDRONATO DE sODIO ASSOCIADO A
ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS

Micro-organismos

Agentes antimicrobianos

Preparacéo e padronizacéo do inéculo

Avaliacdo do efeito das associacdes entre alendronato de
sodio e antimicrobianos — método do tabuleiro xadrez
Critérios de interpretacao

BIOSSINTESE DO BIOFILME POR CEPAS DE Pseudomonas
aeruginosa E A ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO ALENDRONATO
DE SODIO ISOLADO E ASSOCIADO COM ANTIMICROBIANOS
Micro-organismos

Meio de cultura

Agentes antimicrobianos

Preparacéo do inoculo

Avaliagcao da formacé&o do biofilme in vitro

Critérios de interpretacéo e classificacdo do biofilme
Determinacao da atividade antibiofilme frente as associacdes
de antimicrobianos e alendronato de sédio

Determinacao da atividade antibiofilme frente ao alendronato
de sodio

Andlise estatistica

71

72

72
72
73
73
74

74
74
75
75

76
77

77
77
78
78
78
80
80

81

81



4.9

49.1
4.9.2
4.9.3
49.4
4.9.5

5.2
5.3

5.4
5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

AVALIACAO POR MICROSCOPIA OPTICA DA PRODUCAO DO
BIOFILME E DA  ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO
ALENDRONATO DE SODIO EM Pseudomonas aeruginosa
Micro-organismos

Meio de cultura

Droga

Preparacéo do in6culo

Avaliagdo da formacg&o do biofilme em placa de poliestireno
para andlise microscépica

RESULTADOS

IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS CEPAS CLINICAS DE
Pseudomonas aeruginosa

DETERMINACAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA
DETECCAO DOS GENES DE Metabo-B-Lactamase (BLAspwm-1,
BLAmp, BLAvim) E O BLAkrc

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

EFEITO DA ASSOCIAQAO DE ALENDRONATO DE SODIO COM
ANTIMICROBIANOS — TABULEIRO XADREZ

AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME PELO METODO DE
MICROPLACA

ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO ALENDRONATO DE SODIO
DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME ENTRE AS
ASSOCIACOES DE ALENDRONATO DE SODIO E AS
CEFALOSPORINAS

ANALISE DESCRITIVA DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME POR
MICROSCOPIA OPTICA

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

APENDICE A - PEDIDO NACIONAL DE INVENCAO BR
102020009449 1

APENDICE B - CARTA DE ACEITE DE ARTIGO REVISTA
RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT

82

82
82
82
82
83

84
84

86
87

88
90

106

106

111

113

116

127

129

151

152



23

1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou a primeira lista com os
patdgenos resistentes a antibidticos que devem ser prioridade para desenvolvimento
de antimicrobianos, nessa lista esta inserida a bactéria Pseudomonas aeruginosa
(WHO, 2017). Caracterizado por ser um bacilo, Gram-negativo, ubiquo e oportunista,
Pseudomonas aeruginosa esta frequentemente associado a infecces nosocomiais
graves em pacientes imunocomprometidos e portadores de patologias como fibrose
cistica (CIOFU et al, 2015; PANG et al, 2019).

Para infectar o hospedeiro esse micro-organismo é capaz de biossintetizar uma
variedade de moléculas autoindutoras, as quais estdo associadas a viruléncia da cepa
e sdo moduladas através do quorum sensing (QS) (KARIMINIK; BASERI-SALEHI;
KHEIRKHAH, 2017). Esse mecanismo permite a comunicacdo entre as células, em
periodos de alta densidade celular e esta relacionado ao controle da populacéo
microbiana, otimizando a adaptacdo do micro-organismo ao meio (MOGHADDAM et
al, 2014). Dentre os fatores de viruléncia modulados pelo QS, o biofilme é um dos
principais (O’LOUGHLIN et al, 2013).

Pseudomonas aeruginosa apresenta a capacidade de se aderir e colonizar
diversas superficies bioticas e abioticas, sendo a adesao a etapa anterior a formacao
do biofilme. Esta organizacdo microbiana atua oferecendo protecdo contra acéo de
antibiéticos e o ataque do sistema imunol6gico do hospedeiro, aumentado a sobrevida
no sitio infeccioso (TAYLOR; YEUNG; HANCOCK, 2014; BRINDHADEVI et al, 2020).

A homeostase dos metais bioldgicos, como cobalto, cobre, ferro, magnésio,
manganés, molibdénio e niquel, sdo essenciais para 0s processos metabdlicos da
bactéria, embora ainda sejam pouco elucidados (SCHALK; CUNRATH, 2016). Esses
metais podem atuar no metabolismo de Pseudomonas aeruginosa, principalmente nas
fungbes enziméticas, na estruturagcdo da proteina e como cofatores (HALL et al, 2016;
NOVOA-APONTE; RAMIREZ; ARGUELLO, 2017; CRESPO; BLANCO-CABRA;
TORRENTS, 2018; JU et al, 2018). Estando também relacionados aos fatores de
viruléncia bem como na estruturagéo e produgéo do biofilme (D’ORAZIO et al, 2015;
GONZALEZ et al, 2018; MARGUERETTAZ et al, 2014).

Considerando que inviabilizar a acdo desses ions nas células bacterianas
possa comprometer seu metabolismo e sua atividade bacteriana, sabendo que o

alendronato de sodio € um composto quelante, utilizado na clinica para outras terapias
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farmacologicas. Suas propriedades fisico-quimicas de ser caracterizado por ser um
bisfsfonato e possuir acdo quelante devido aos grupos fosfatos carregados
negativamente (LONG; FILMS, 2006; ALI et al, 2015), despertou o interesse para
avaliagcdo da sua atividade frente a Pseudomonas aeruginosa.

Diante da problemética mundial da resisténcia bacteriana de Pseudomona
aeruginosa, este trabalho objetivou avaliar o alendronato de sédio como agente
guelante dos ions metalicos, visando a reversao da resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa aos antimicrobianos tradicionais e relacionar a atividade do alendronato

de sédio frente ao biofilme.
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2 OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a atividade do Alendronato de sédio associado a antimicrobianos
convencionais frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes e
correlacionar essa atividade com a formacao do biofilme.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida

minima (CBM) do Alendronato de Sdadio frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa.

b) Determinar, in vitro, o efeito das associacfes do Alendronato de Sodio com os
agentes antimicrobianos (amicacina, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona, levofloxacino

e polimixina B), sobre Pseudomonas aeruginosa multirresistentes.

c¢) Evidenciar fenotipicamente a presenca da metalo-B-lactamase nas culturas de onze

cepas de Pseudomonas aeruginosa.

d) Pesquisar a presenca dos genes de viruléncia blaspm-1, blave, blavim € 0 blakpec nas

culturas de Pseudomonas aeruginosa de origem hospitalar.

e) Avaliar a atividade antibiofilme das associacfes do Alendronato de Sdédio isolado e

em associacao com agentes antimicrobianos.

f) Verificar por microscopia éptica o efeito do Alendronato de Sodio sobre o biofilme

de Pseudomonas aeruginosa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa foi isolada pela primeira vez em 1882 de atadura e
esse isolamento foi publicado por Gessard em 1984. A taxonomia para 0 género
Pseudomonas foi proposta em 1895 e agrupadas em Gram-negativos aerdbios
moveis (MIGULA, 1895). Este género e outros bacilos Gram-negativos nao-
fermentadores que inicialmente eram classificados como Pseudomonas, atualmente,
formam o grupo pseudomonadas (KONEMAN et al, 2018). Pseudomonas aeruginosa
€ uma espécie bacteriana pertencente a familia Pseudomonadaceae e recebe
classificagdo com base nas suas caracteristicas fenotipicas e na homologia do RNAr,
se inserido respectivamente, no grupo florescente e grupo | de RNAr (Figura 1)
(GILLARDI, 1991; PALLERONI, 2010; KONEMAN et al, 2018).

Figura 1 — Classificacdo da espécie Pseudomonas aeruginosa.

— Familia Pseudomonadaceae

— Género Pseudomonas

Caracteristicas
fenotipicas

Grupo Fluorescente

Pseudomonas
aeruginosa
|

Homologia RNAr

Grupo | de RNAr

Fonte: O autor.

7z

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, ndo formador de
esporos que mede 0,5-0,8 um de largura, 1,5-3,0 um de comprimento, apresenta
flagelo polar (WU et al, 2015). Esta bactéria ocorre amplamente na natureza e cresce
nos mais distintos ambientes, como &gua, solo, plantas e tecidos animais. P.
aeruginosa é um micro-organismo oportunista e com essa caracteristica causa varios

tipos de infeccdes em pacientes imunocomprometidos ou em pacientes portadores de
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alguma doenca de base como fibrose cistica (DAVIES, 2002; JOHANSEN et al, 1998;
NEVES et al, 2014).

Esta espécie bacteriana é ndo fermentadora de carboidratos, possui a
capacidade de oxidar glicose e cresce em temperaturas variadas (entre 5 — 42 °C),
sendo a temperatura 6tima para crescimento 37 °C (WU et al, 2015). Sdo micro-
organismos aerdbios, capazes de crescer na auséncia ou com pouca difusdo de
oxigénio, podem utilizar o 6xido nitrico (NOs) como receptor final de elétrons. S&o
produtores de varias enzimas as quais servem para a sua classificacdo, como
citocromo-oxidase, catalase, nitrato redutase, DNase, arginina dihidrolase. Esse
bacilo € capaz de metabolizar quaternarios de amodnio como acetamida e cetrimida
(PALLERONI, 2015; KONEMAN et al, 2018).

Quanto as caracteristicas morfolégicas de P. aeruginosa pode se apresentar
de diferentes maneiras, a maioria das colonias € plana, borda rugosa, mucoide, cresce
de forma espalhada na superficie do &gar. Produzem pigmentos hidrossolaveis que
lhe confere coloracbes peculiares, dentre elas: piocianina (coloracdo azul) e
pioverdina (pigmento verde-amarelado fluorescente). Algumas cepas desta espécie
produzem também, a piorrubina (coloracdo vermelha) e, a piomelanina (coloragcéo
marrom) (HOSSAIN, 2014; WU et al, 2015).

O genoma de P. aeruginosa (5,5-7,5 Mbp) €& formado por um udnico
cromossomo circular de DNA e um numero variavel de plasmideos, possui um
genoma grande, comparados a outros genomas bacterianos, como o do Bacillus
subtilis (4.2 Mbp), Escherichia coli (4.6 Mbp) e Mycobacterium tuberculosis (4.4 Mbp).
Desta forma, P. aeruginosa € capaz de biossintetizar varias enzimas implicadas no
seu metabolismo e com isso aumenta sua capacidade de adaptacéo
(KLOCKGETHER et al, 2011; PANG et al, 2019).

3.2 Quorum sensing

Pseudomonas aeruginosa utiliza um sistema chamado quorum sensing (QS)
para coordenar varias funcbes dentre elas, aquelas relacionadas aos fatores de
viruléncia responsaveis por sua patogenicidade (KLOCKGETHER et al, 2011). Este
sistema € responsavel por 10% da regulacdo dos seus genes (SCHUSTER,;
GREENBERG, 2006; KARIMINIK; BASERI-SALEHI; KHEIRKHAH, 2017).
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Durante o processo infeccioso, P. aeruginosa libera uma variedade de fatores
de viruléncia, como: elastase, ramnolipideos, piocianina, protease, para bloquear a
resposta imunologica e destruir o tecido do hospedeiro (JIMENEZ et al, 2012,
MOGHADDAM et al, 2014). Apresenta ainda, trés sistemas que regulam a expressao
dos genes dos fatores de viruléncia, os sistemas las, rhl e pgs. estes sistemas sao
controlados por moléculas autoindutoras (KARIMINIK; BASERI-SALEHI;
KHEIRKHAH, 2017).

As moléculas autoindutoras sdo constantemente biossintetizadas pelas
bactérias e exportadas para o meio extracelular. Desta forma, sua concentragédo
aumenta conforme a densidade populacional. A bactéria detecta a concentracao das
moléculas autoindutoras através de um receptor transmembranar que ativa a cascata
de estimulos e respostas do QS (HAWVER; JUNG; NG, 2016).

As moléculas autoindutoras responsaveis pelos sistemas las e rhl, sao
estruturas de acil-homoserina lactona (AHL) (Figura 2). Quimicamente, apresenta uma
porcdo homosserina lactona ionizada e outra porcdo de um grupamento acil. O
comprimento do grupo acila pode variar entre 4-18 carbonos. Um radical metilico
terminal pode ser substituido por 3-oxo ou 3-hidroxi, podendo conter varios graus de
saturacdo. A caracteristica hidrofébica das moléculas de AHLs, atingem um equilibrio
a partir da sua cadeia lateral hidrofébica e a porcdo parcialmente hidrofilica de
homosserina lactonona ionizada. Desta forma, possuem a capacidade se difundir
através das membranas celulares e apresentam estabilidade em ambiente aquoso
(FUQUA; GREENBERGL, 1998; CHURCHILL; CHEN, 2011; HUANG et al, 2016). As
moléculas resultantes do sistema las e rhl de P. aeruginosa, sdo N-3-oxo-dodecanoil
homoserina lactona e N-butanoil-homoserina lactona, respectivamente (PEARSON et
al, 1994; PEARSON et al, 1995; HAWVER; JUNG; NG, 2016).

Figura 2 — Estrutura quimica de moléculas autoindutoras presentes em Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: O autor.
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O sistema las é composto de dois pares de genes lasl e lasR, é responsavel
por produzir e gerar resposta pela molécula indutora N-3-oxo-dodecanoil homoserina
lactona (3-ox0-C12-HSL), esta € produzida por Lasl sintetase e reconhecida por um
regulador transcricional, nomeado de LasR. O sistema rhl, é controlado a partir da
molécula N-butanoil-homoserina lactona (C4-HSL) (PASSADOR et al, 1993; JIMENEZ
at al, 2012). Esta molécula é produzida por Rhll sintetase e sua deteccéo é feita pelo
regulador transcricional RhIR.

O sistema pgs (Sinal de quinolona de Pseudomonas) funciona a partir de dois
autoindutores, a molécula de PQS é uma alquiquinolona, com nomenclatura quimica
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (Figura 2), é exclusiva de Pseudomonas aeruginosa, e
€ obtida a partir da sua molécula precursora 2-heptil-4-quinolona (HHQ)
(GALLAGHER et al, 2002).

O sistema pgs € ativado quando o sistema transcricional PgsR é estimulado
por HHQ ou PQS, amplificando a expressao do opéron pgsABCDE. O pqgsE é o quinto
gene deste operon e tem como resultado a enzima PqskE, uma metalo-B-hidrolase,
gue tem a funcdo de estimular a producdo de elastase, piocianina e ramnolipideo
(MCGRATH, WADE; PESCI, 2004; RAMPIONI et al, 2010; MUKHERJEE et al, 2018).
Estudos relevaram que a molécula PQS estimula os genes envolvidos na regulagéo
do ferro e na biossintese de sideroforos, resultando na quelacéo de ferro (DIGGLE et
al, 2007).

O sistema pgs, pode ser ativado também a partir da interacdo da molécula 3-
0x0-C12-HSL com o PgsR, este estimula a biossintese do operon pgsABCDE,
ativando a sintese do composto intermediario HHQ, sendo este convertido em PQS
por PgsH, ou seja, estimulando e aumentando ainda mais a producdo da sua molécula
autoindutora (SOHEILI et al, 2019).

O sistema pgs é capaz de otimizar a transcrigdo do gene rhll, induzindo também
a producao de C4-HSL e a expresséo do sistema rhl (MCKNIGHT; IGLEWSKI; PESCI,
2000). A expressao de pgsR e pgsABCDE € inibida por C4-HSL. Pode-se dizer que o
sistema las € o topo da hierarquia dos sistemas de regulacdo do quorum sensing, por
outro angulo, o sistema rhl é controlado pelos sistemas las e pgs, porém grande parte
dos fatores de viruléncia séo ativados por rhl. No geral, a unido dos sistemas forma
uma cascata de ativacao e gera varias reagfes que serdo desencadeadas surgindo

um verdadeiro quérum de células (LEE et al, 2013).
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Figura 3 — Vias de ativacdo do quorum sensing em Pseudomonas aeruginosa.

Produgdo de ramnolipideos; Lectinas: LecA e LecB, sideréforos: | N Formag3o de Biofilme
pioverdinae pioquelina

2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona
(PQS)

Motilidade swarming, produgdo de exopolissacarideose fatores de
viruléncia (exotoxina A, LasA, LasB, elastases e protease alcalina)

Fonte: Reproducao baseada em KARIMINIK; BASERI-SALEHI; KHEIRKHAH (2017).

Os sistemas las, rhl e pgs séo interconectados (Figura 3), no entanto, o sistema
las esta no topo da hierarquia em relagéo a regulacédo dos demais sistemas do quorum
sensing. A multimerizacao de lasR com 3-oxo0-C12-HSL, forma o complexo inicial para
ativacdo da transcricdo de rhiR, rhll, lasl e dos genes de viruléncia 0s quais sdo
mediados pelo seu regulon, caracterizando o feedback positivo. O complexo LasR-3-
0x0-C12-HSL provoca também ativacdo do PgsR. O PQS atua também estimulando
o sistema rhl. Por outro lado, a expressédo de PgsR e pqsABCDE é desestimulada por
RhIR-C4-HSL. Evidenciando a dominancia das homoserinas lactonas no controle do
sistema pgs (PEARSON et al, 1995; BLEVES et al, 2005; KARIMINIK; BASERI-
SALEHI; KHEIRKHAH, 2017).

Pseudomonas aeruginosa produz variados fatores de viruléncia durante
infeccdo aguda, através da ativacdo dos seus genes-alvos a partir de seus
autoindutores 3-o0x0-C12-HSL, C4-HSL, PQS. A 3-0x0-Cl12-HSL estimula a
biossintese da exotoxina A, catalase, pilus, formacdo do biofilme, motilidade por
flagelos ou motilidade twitchcing (KIEVIT et al, 2001). A molécula C4-HSL estimula a
producdo de raminolipideo, tanto C4-HSL quanto PQS estimulam ramnolipideo,

piocianina, lectina A e B, além desses a molécula PQS estimula também a producéo
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do cianeto de hidrogénio (JIMENEZ et al, 2012; NAKAGAMI et al, 2015). Dentre outros
fatores de viruléncia que sdo produzidos por Pseudomonas aeruginosa estao alginato,
lipopolissacarideos, proteases e fenazinas. Todos esses compostos estdo envolvidos

com a patogenicidade deste micro-organismo (ALBUQUERQUE et al, 2016).

3.3 BIOFILME

O biofilme é um fator de viruléncia importante de Pseudomonas aeruginosa,
pois durante a infeccao ele protege a célula ou populacdo bacteriana contra os
ataques das células fagocitarias do hospedeiro e da acdo dos antibioticos (TAYLOR,;
YEUNG; HANCOCK, 2014; BRINDHADEVI et al, 2020).

Estruturalmente, o biofilme consiste em comunidades bacterianas inserida
numa matriz exopolissacaridea (EPS) (FRIEDMAN; KOLTER, 2004), que podem se
formar em superficies bidticas (céries dentarias, periodontite, otite média, fibrose
cistica, pneumonia, sinusite crénica, infec¢des crbnicas de feridas, infeccdo do trato
biliar, prostatite bacteriana, endocardite, infeccdo do trato urinario) e abibticas a uma
variedade de infec¢des relacionadas a dispositivos médicos (RYBTKE et al, 2015).

A estrutura tridimensional do biofilme fornece a célula bacteriana substrato para
seu crescimento e homeostase para sua sobrevivéncia, protegendo as células das
condicbes ambientais adversas, mantendo as células unidas e permitindo a
comunicacao entre elas (SHARMA et al, 2014). A comunicacdo entre as células ocorre
através do quorum sensing (QS) (LEE; ZHANG, 2014), este tem papel fundamental
na formacéo do biofilme e devido a esse mecanismo tem sido alvo terapéutico contra
infec¢des causadas por P. aeruginosa (SHARMA et al, 2014; PATTNAIK et al, 2018).

No caso de infeccbes por P. aeruginosa as células fagocitarias como
polimorfonucleares, se tornam incapazes de desempenhar sua funcéo, por nado
conseguirem se mover no biofiime e substancias sao liberadas no tecido do
hospedeiro causando danos locais. Outras evidéncias também demonstram que 0s
neutroéfilos sédo capazes de estimular a producédo do biofilme (RADA, 2017).

No processo de formacéao de biofilme, estagio I, inicia-se pela adesao reversivel
das células planctbénicas a uma superficie de crescimento. No estagio Il, as bactérias
se ligam de maneira irreversivel a superficie, formando microcolénias com a matriz
exopolissacarideca. O crescimento dessas microcolénias constantes resulta em sua

expansao e estruturacdo fenotipica, caracterizando o estagio lll. No estagio IV, ocorre
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a colonizacédo dos espagos adjacentes, ndo colonizados, sdo ocupados por bactérias.
Por dltimo, as bactérias que estdo no estado séssil se desprendem para colonizar
outros locais, chegando ao estagio V, conforme demonstracdo da Figura 4
(RASAMIRAVAKA et al, 2015).

Figura 4 — Estagios referente as etapas de formagéo do biofilme.
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Fonte: VASUDEVAN, 2014.

A producdo da matriz exopolissacaridica (EPS) ocorre durante as ultimas
etapas da formacéao do biofilme, na fase em que as células bacterianas apresentam
alto grau de agregacdo. Essa matriz € composta de polissacarideos, lipideos,
proteinas, acidos nucléicos e biossufactantes, este ultimo auxiliando na aderéncia das
células e na estruturagdo do biofiime (FRIEDMAN; KOLTER, 2004). Os
exopolissacarideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa e que estao presentes
no biofilme sdo denominados: Pel, Psl e alginato (RYDER; BYRD; WOZNIAK, 2007).
Cada um destes apresenta sua funcdo no desenvolvimento do biofiime e na
sobrevivéncia da bactéria.

A producdo de EPS é regulada pelo di-GMP ciclico uma molécula de
sinalizacdo nucleotidica. O EPS tem a funcdo de transformar as células bacterianas
de estados planctbénicos para sésseis e auxiliar na aderéncia das células ao biofilme
(JENAL; MALONE, 2006).

Devido as caracteristicas de protecdo as células bacterianas, o biofilme tem
sido um problema em ambientes hospitalares, onde € a causa crénica de infeccdes
de dificil tratamento (TAYLOR, YEUNG; HANCOCK, 2014).
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3.4 ESTRUTURAS ENVOLVIDAS NA FORMACAO DO BIOFILME

3.4.1 Adesinas

As adesinas provenientes de organelas bacterianas como pili e flagelo séo
essenciais para auxiliar a formacao do biofilme. As adesinas se ligam as moléculas
receptoras glicosiladas no epitélio da célula do hospedeiro e as bactérias entre elas.
Para se movimentar nas superficies, Pseudomonas aeruginosa utiliza o seu Unico
flagelo polar e os pili do tipo IV (O'TOOLE; KOLTER, 1998; BRUZAUD et al, 2015).

3.4.2 Pili

Muitas espécies de bactérias possuem estruturas filamentosas, que se
assemelham a pelos, sdo conhecidas por pili ou fimbrias e estdo localizadas na
superficie da bactéria. Nos micro-organismos patogénicos, o pili constitui um
importante fator de viruléncia, com a capacidade de reconhecer as células do tecido
do hospedeiro bem como as células do sistema imunolégico (VAN GERVEN,;
WAKSMAN; REMAUT, 2011).

Os pili do tipo IV (PT4), estédo presentes em uma ampla variedade de bactérias
Gram-negativas, dentre elas Pseudomonas aeruginosa. As fungdes inerentes a esse
tipo de pili é importante para a viruléncia do patégeno e destacam-se, como: aderéncia
a superficies bidticas e abidticas, formacgéo do biofilme, invasao celular, captacdo do
DNA, motilidade, infeccdo por bacteriofago (VAN GERVEN; WAKSMAN; REMAUT,
2011). O pili tipo IV de Pseudomonas aeruginosa tem a capacidade de aderir a
superficie e de mover-se através da ampliacao e retracdo de suas estruturas (MARKO
et al, 2018).

Os pili tipo IV s@o extremamente finos (50-80 A, com varios microns de
comprimento (~4 pm). Ainda assim, sdo extremamente fortes e capazes de suportar
altas tensfes (CRAIG; PIQUE; TAINER, 2004). Sendo formados principalmente por
subunidades estruturais de pilina (produto do gene pilA), estas sao clivadas pela
prepilina peptidase de PilD, séo liberadas para o espaco periplasmatico para formar
uma estrutura de pilus multimérica, sendo entdo secretada pelo PilQ, um poro

existente na membrana externa e por onde o pilus gerado pode sair da célula,
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conforme Figura 5 (STROM; NUNN; LORY, 1993; GILTNER; HABASH; BURROWS,
2010; CRAIG; LI, 2008).

Figura 5 — Estrutura do pili tipo IV.

AMBIENTE
EXTRACELULAR

MEMBRANA EXTERNA

\ PERIPLASMA
\, desmontagem

PiIA\’ CITOPLASMA
Fonte: BURDMAN et al, 2011.

A estrutura do TP4 de Pseudomonas aeruginosa que se inicia na membrana
interna € formada pelo subcomplexo motor a proteina PilC. No citoplasma bacteriano
estdo as ATPases, PilB e PilT, sendo estas responsaveis por conduzir a sua extenséo
e retracao, respectivamente (CHANG et al, 2016; MCCALLUM et al, 2017).

3.4.3 Flagelo

O flagelo é um filamento longo e fino que confere motilidade aos micro-
organismos que o contém. O flagelo € composto por trés estruturas: corpo basal,
gancho e filamento. O corpo basal esta inserido na membrana citoplasmatica, esse
complexo é formado pelo rotor, pelo estator e por anéis, esse conjunto atravessa 0
espaco periplasmatico até chegar a membrana externa. O gancho entdo se conecta a
esta porcao e oferece flexibilidade ao filamento através da sua rotacdo angular. Por
ultimo o filamento que é formado por até 20.000 subunidades de mondémeros de
flagelina, se apresenta de forma helicoidal e € protegida por uma capa flagelar, que é
uma mucina com funcéo de adesina (CHEVANCE; HUGHES, 2008; AIZAWA, 2015).

Os flagelos apresentam importante papel na viruléncia das bacterias como

guimiotaxia, adesdo, colonizacdo e invasdo das superficies bidticas (RAMOS;
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RUMBO; SIRARD, 2004). A motilidade de P. aeruginosa é essencial para formagéo
do biofilme e os flagelos estdo diretamente relacionados com a aderéncia da célula
bacteriana a uma superficie e maturacao desse biofilme (O’'TOOLE; KOLTER, 1998).

Ao que concerne, a resposta do hospedeiro a infeccao bacteriana a flagelina
atua como uma molécula proé-inflamatéria, ela se liga ao receptor Toll-like 5 e ativa a
liberacdo do fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6, interleucina-8 e oxido
nitrico, por monaocitos, macréfafos e neutrofilos (RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004).
Apesar de ativar a resposta imune inata, gerando assim uma forte resposta
imunolégica. Em infecgcbes provocadas por P. aeruginosa ha um drible desse sistema
através da regulacdo atenuada da liberacao de flagelina, a célula bacteriana pode até
perder flagelos através de mutacdes durante sua sobrevivéncia no muco purulento.
Dessa forma, se protege da morte celular bacteriana ou fagocitose pelo sistema
imunolégico do hospedeiro (JYOT et al, 2007).

Um estudo realizado por Bruzaud e colaboradores (2015) para avaliacao da
adesdo de Pseudomonas aeruginosa em superficies abidticas com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas e com cepas de Pseudomonas aeruginosa PAOL1 tipo
selvagem e mutantes estruturais destes apéndices, com diferentes combinacdes de
flagelo e pili tipo IV. Esse estudo demonstrou a partir da cinética que as cepas que
apresentaram flagelos aumentam a adesédo da bactéria em superficies com alta
hidrofobicidade, nenhuma alteracédo foi observada em superficies hidrofilicas. Dessa
forma, concluiram que os flagelos expressaram alta afinidade a superficies
hidrofobicas.

Pseudomonas aeruginosa parece seguir as seguintes etapas para adeséo
numa superficie hidrofébica: 1) O flagelo fixa-se a superficie antes da célula
bacteriana através do seu movimento rapido de rotacdo, atuando como uma ancora.
A rotacdo do flagelo continua ativa, se movimentando a partir do ponto que esta
ancorado. 2) o flagelo se adere a superficie de forma irregular. 3) A célula bacteriana
comeca a se ligar a superficie ainda caracterizada por ser uma ligacao reversivel e
finalmente 4) Ela liga a maior parte da sua superficie por ligacao irreversivel
(BRUZAUD et al, 2015) (Figura 6).



36

Figura 6 — Adesao através do flagelo de Pseudomonas aeruginosa PAOL1 a superficie hidrofébica.
Seguem as seguintes etapas.

1. Fixagdo do flagelo 2. Espalhamentodo 3. Adesdo reversivel 4. Adesdo irreversivel
na superficie flagelo na superficie da célula de um lado da célula

Fonte: BRUZAUD et al, 2015.

3.4.4 Segundo mensageiro di-GMP

As bactérias utilizam moléculas sinalizadoras para direcionar as condi¢cdes
fisiologicas internas em resposta aos estimulos ambientais controlando a motilidade.
O c-di-GMP é uma molécula de sinalizacao intracelular com a funcéo de controlar a
motilidade da bactéria através da ligacdo com os seus receptores (WU; CHENG;
CHENG, 2018). O bis-(3"-5")-ciclico-dimérico-guanosina-monofosfato ou diguanilato
ciclico (c-di-GMP) é um segundo mensageiro intracelular que atua na regulacdo de
diversos processos bacterianos. O di-GMP ciclico controla processos celulares nas
bactérias, dentre elas, producdo de exopolissacarideos (EPS), fixacdo e motilidade
(D’ARGENIO; MILLER, 2004).

As vias de sinalizacdo dependentes de c-di-GMP (ou di-GMP ciclico)
administram a interacdo das bactérias com as superficies bidticas e abioticas
(ROMLING; GALPERIN; GOMELSKY, 2013). Do ponto de vista sensorial bacteriano,
guando as concentracdes de c-di-GMP estao baixas significa que as células estéao se
movendo pelo efeito do flagelo e do pili retratil. Quando estdo em concentracdes
crescentes promovem a expressao da matriz adesiva, comportamento multicelular e
formacgéao de biofilme (JENAL; MALONE, 2006; MANN; WOZNIAK, 2012).

Estudo realizado por Laventie e colaboradores (2019) demonstram que o
encontro de Pseudomonas aeruginosa com uma superficie estimula a producéo de c-
di-GMP, que ira estimular o receptor FimW de c-di-GMP, ativando a montagem do pili.
Ao se aderirem a superficie, as bactérias aderidas a superficie geram a progénie

através de divisdo assimétrica. A prole gerada poderd se mover e colonizar locais
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distantes. A fosfodiesterase é liberada estimulando a diferenciagéo celular e reduzindo

0s nives de c-di-GMP da prole mével.

3.5 LIPOPOLISSACARIDEO

A membrana externa (ME) € exclusiva das bactérias Gram-negativas e, é
formada por uma bicamada assimétrica de fosfolipideos e lipopolissacarideos (LPS),
este Ultimo presente apenas externamente. O lipopolissacarideo é composto de trés
unidades formadoras, o Lipideo A (endotoxina) — composto de um fosfolipideo a base
de glucosamina, um nucleo intermediario oligossacarideo de cadeia curta, e um
nucleo distal, o Antigeno O — quimicamente trata-se de polissacarideos (RIETSCHEL
et al, 1994; RAETZ; WHITFIELD, 2002). Internamente, a ME apresenta a mesma
composi¢cdo da membrana citoplasmatica, sendo 80 % de fosfatidiletanolamina, 14 %
de fosfatidilglicerol e 5 % de cardiolipina. O LPS ocupa desde a membrana interna até
o folheto externo da ME, passando pelo periplasma aquoso e da bicamada lipidica da
membrana externa. Nessas camadas, altamente hidrofébicas, também ha presenca
de proteinas formadoras de poros, as chamadas porinas, que oferecem a
possibilidade da passagem de substancias hidrofilicas (DELCOUR, 2009; BOTOS et
al, 2016).

O antigeno-O € constituido de polimeros de oligossacarideo, as unidades
podem variar entre uma e oito unidades de repeticdo. A estrutura de repeticao difere
entre uma bactéria e outra, levando a uma grande variabilidade estrutural,
determinando a especificidade sorolégica dos LPS e das bactérias que os contém,
funcionando como um antigeno de superficie (RIETSCHEL et al, 1994). A ME tem o
papel de fornecer uma protecdo extra ao micro-organismo, sem afetar a troca de
material essencial a sua vitalidade. O LPS protege as bactérias do estresse quimico,
fisico, ambiental e de substancias nocivas, como antibioticos. A bicamada lipidica
impossibilita a entrada de moléculas polares enquanto, os dominios de
polissacarideos excluem as moléculas apolares, devido a sua estrutura anfipatica.
(VALVANO, 2015; RUIZ; KAHNE; SILHAVY, 2009; BOTOS et al, 2016). Durante a
infeccdo bacteriana as respostas imunes inatas desencadeadas por LPS, podem
variar desde uma inflamacéao localizada até a sepse.

O lipideo A é a porc¢éao bioativa do LPS e a resposta imunolégica do hospedeiro

a infeccdo advém da estrutura particular do lipideo A das bactérias e estas variam
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amplamente entre as espécies, podendo ter mais de uma estrutura lipidica em uma
Unica espécie (RAETZ; WHITFIELD, 2002; STEIMLE; AUTENRIETH; FRICK, 2016).
O LPS é uma das estruturas mais conservadas do ponto de vista molecular, ela segue
um padrdo associado a cada micro-organismo patogénico, ou seja, a estrutura
molecular do LPS varia de uma espécie para outra e essa variacdo pode afetar a
viruléncia da bactéria (WANG; QUINN, 2010). Apds a bactéria infectar o hospedeiro,
ocorre 0 reconhecimento da bactéria pelo sistema imunologico. No entanto, quando o
crescimento bacteriano esta exacerbado e descontrolado no interior do corpo, ocorre
a liberacdo de grandes quantidades de LPS néo ligados a membrana, levando a
respostas imunes exageradas do sistema imunolégico do hospedeiro, podendo levar
a choque séptico (STEIMLE; AUTENRIETH; FRICK, 2016).

3.6 MATRIZ DE BIOFILME

3.6.1 Expolissacarideos

Os exopolissacarideos representam um importante componente da matriz do
biofilme. Em Pseudomonas aeruginosa os polissacarideos extracelulares

relacionados ao biofilme séo trés, alginato, Pel e Psl.

3.6.1.1 Alginato

Quimicamente, o alginato € um polimero acetilado, de alto peso molecular
composto de monémeros combinados de acido L-gulorénico e D-manurdnico unidos
por ligacado glicosidica entre os carbonos 1 e 4 (EVANS; LINKER, 1973), esta ligacédo
oferece rigidez a estrutura. O acido D-manurénico € normalmente acetilado no C2 ou
C3. A funcéo desta molécula vai além da estabilidade estrutural que ela oferece ao
biofime (HENTZER et al, 2001; FRANKLIN et al, 2011). A acdo de uma enzima
expressa por P. aeruginosa, chamada algL (alginato liase), ocorre a quebra polimero
em oligossacarideos curtos. A molécula perde a capacidade de ancorar as células, as
bactérias sdo separadas, permitindo a dispersdo dos micro-organismos para
colonizarem outros locais (BOYD; CHAKRABARTY, 1995; SKARIYACHAN et al,
2018).
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A resisténcia bacteriana de Pseudomonas aeruginosa € aumentada para
colénias que sdo mucoides, o alginato apresenta uma resisténcia a despolimerizacao
por radicais livres, que sao produzidos por macrofagos e neutréfilos do hospedeiro,
assim como a fagocitose do hospedeiro (CABRAL; LOH; SPEERT, 1987; SIMPSON,;
SMITH; DEAN, 1993; RYDER; BYRD; WOZNIAK, 2007). As cepas de P. aeruginosa
mucoides que contaminam os pacientes com fibrose cistica (FC) produzem alginato
em excesso. A superproducéo de alginato é considerada uma forma de protecdo das
células aos estresses ambientais ou quimicos (TAN et al, 2018). Normalmente, as
cepas de P. aeruginosa que contaminam os pacientes com FC sdo ndo-mucoides, no
entanto, com a persisténcia da infeccdo, estas cepas sofrem alteracdes genotipicas e
fenotipicas, tornando-se altamente mucoides e produtoras de alginato (FOLKESSON
et al, 2012; CIOFU et al, 2015).

3.6.1.2 Psl

A sintese e o transporte do polissacarideo Psl| é realizada pelos genes
presentes no locus de sintese polissacarideo (psl), a sua sintese é essencial para a
formacao de biofilmes em cepas com caracteristicas ndo-mucoides, sendo esse tipo
de bactéria ndo dependente do alginato como o principal polissacarideo de
estruturagéo do biofilme (BYRD et al, 2009).

Em Pseudomonas aeruginosa o locus psl contém 15 genes, pslA-pslO, co-
transcrito, porém apenas 11 genes sdo necessarios para produzir o Psl (BYRD et al,
2009). Quimicamente, o Psl é composto por pentassacarideos com repeticbes
distintas dos acucares d-manose, d-glicose e I-ramnose. Um pool de nucleotideos de
acucares precursores, GDP-d-manose, UDP-d-glicose e d-TDP-I-ramnose, estdo
comprometidos com a geracdo de Psl e com a sua adesdo superficial. O Psl é
encontrado em duas formas: associados a células bacterianas, nesse caso é
caracterizado por ter um alto peso molecular, e em sobrenadante de cultura livre de
células quando essas moléculas apresentam baixo peso molecular (BYRD et al, 2009;
MANN; WOZNIAK, 2012).

O Psl é importante para adeséo inicial das células sesseis em uma superficie
bidtica ou abidtica (BYRD et al, 2009). Ele também auxilia na estabilidade estrutural
do biofilme, por se distribuir de forma helicoidal ao redor da superficie da célula,

mantém a organizacao do biofilme e a interacao entre as células. O Psl| quando ligado
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as células tem a capacidade de conectar as bactérias, umas as outras, e sao entao
envolvidas dentro de uma matriz. Quando o biofime forma uma estrutura
tridimensional, o Psl é entdo observado na periferia e ndo no centro da microcolénia.
Ap6s o0 amadurecimento do biofilme, uma cavidade no centro inferior da microcolonia
é formada, por morte e lise bacteriana para que ocorra a degradacdo do Psl e
destruicdo da matriz, objetivando que as células bacterianas consigam soltar-se e
colonizar outros locais (MA et al, 2009; SKARIYACHAN et al, 2018).

3.6.1.3 Pel

O Pel é um exopolissacarideo catidnico, codificado pelo gene pel, a estrutura
guimica dele ainda nédo foi totalmente descrita, no entanto, acredita-se ser um
polissacarideo de glicose. O locus de pel contém sete genes que sdo responsaveis
pela sintese e exportacdo desse polissacarideo (FRIEDMAN; KOLTER, 2004;
COLVIN et al, 2011a). As cepas de Pseudomonas aeruginosa nao-mucoides, utilizam
0 Pel e o Psl como complexos estruturais primarios, uma vez que elas ndao produzem
guantidades suficientes de alginato. Do ponto de vista funcional, o Pel exerce o papel
de proteger o biofiilme em P. aeruginosa, aumenta também a resisténcia contra
antibioticos (COLVIN, et al, 2011b).

3.6.2 DNA extracelular (eDNA)

O DNA extracelular (eDNA) é um importante componente da matriz do biofilme
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). Em Pseudomonas aeruginosa, o eDNA é um dos
principais componentes e funciona como conector intercelular e apresenta a fungéo
de estabilizar o biofilme (YANG et al, 2007). Investigacao realizada por Matsukawa e
Greenberg (2004), sobre a composicao da matriz estrutural apontou que o DNA
extracelular é o polimero mais abundante, porém o EPS tem uma influéncia maior
sobre a capacidade da bactéria em formar biofilme. O efeito de organizacdo que o
eDNA oferece as células é a formacdo de uma rede estrutural. O eDNA atua
mutuamente com o Psl para formar uma rede a partir de eDNA-Ps| sendo a estrutura
inicial do biofilme. O eDNA funciona fortalecendo o biofilme, como fonte de nutrientes
em periodos de caréncia de nutricional, fornece resisténcia aos antibioticos e ajuda
na expansao do biofilme (WANG et al, 2015).
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Em P. aeruginosa, o eDNA é liberado das células por autdlise, a partir da lise
de uma subpopulacdo bacteriana, sendo controlada pelo quorum sensing. Nestas
espécies 0 eDNA esta localizado nas estruturas multicelulares do biofilme
(MONTANARO et al, 2011). O eDNA garante alinhamento do arranjo celular dentro
do biofilme, incentivando o desenvolvimento eficiente de células bacterianas para a

periférica das microcoldnias e permitindo a extensao do biofilme (GLOAG et al, 2013).

3.7 INFLUENCIA DE iIONS METALICOS NO METABOLISMO DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Os ions metalicos sdo importantes em diversos processos biolégicos na célula,
sejam eucaridticas ou procaridticas esses metais atuam como cofatores de diversas
reacdes bioquimicas bem como tem a funcdo de estabilizar proteinas. Os metais de
transicdo podem ser cofatores de enzimas como a catalase e a superoxido dismutase,
oferecendo protecdo da célula ao estresse oxidativo (REYES-CABALLERO;
CAMPANELLO; GIEDROC, 2011).

Com base nas fun¢des bioldgicas, toxicidade e concentracdo nas células, os
metais podem ser divididos em quatro grupos diferentes. No primeiro grupo, estao
presentes 0s metais essenciais ao metabolismo basico da célula, sdo eles o Na, K,
Mg e Ca (WACKETT; DODGE; ELLIS, 2004). Este metabolismo esta implicado com a
biossintese de ATP e integridade das paredes bacterianas. O segundo grupo de
metais € chamado de metais biolégicos, constituido por Co, Ni, Cu e Zn, estao
presentes em variadas concentracfes nas células e sdo responsaveis pela producao
de ATP, reacdo de oxi-reducdo e estabilidade de proteinas. Com poucas funcbes
biologicas e considerado metais toxicos o Mo e V representam o terceiro grupo. O
guarto grupo é formado por metais altamente téxicos e ndo apresentam nenhuma
funcdo bioldgica para as células bacterianas ou outras células, portanto, para impedir
a morte da célula por toxicidade esse tipo de metal deve ser eliminado das células
(HOBMAN; YAMAMOTO; OSHIMA, 2007).

Nas bactérias os ions metalicos como, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni e Zn estao
envolvidos no seu metabolismo e em fungdes relacionadas aos fatores de viruléncia.
Alguns desses ions metélicos sédo essenciais ao crescimento bacteriano, no entanto,
guando em excesso tornam-se téxicos, por desempenhar fungcdes como a geracao de

espécies reativas de oxigénio, ligando-se a sitios inespecificos de enzimas, ligando-
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se a grupamentos tidis (-SH) livres presentes em proteinas, provocando modificacdes
estruturais e inativando suas funcfes (SCHALK; CUNRATH, 2016).

A instabilidade quimica dos ions metélicos essenciais ao metabolismo
bacteriano podem causar danos quando estdo escassos, quanto em quantidade
excessivas ou quando sao téxicos, comprometendo o bom funcionamento da célula
(HOBMAN; YAMAMOTO; OSHIMA, 2007; CHANDRANGSU; RENSING; HELMANN,
2017).

Os metais biologicos sdo necessarios durante o processo de colonizagcdo e
sobrevivéncia das bactérias em infecgfes, estes metais sdo também necessérios para
0s hospedeiros. Gerando um duelo entre o agente patogénico e o hospedeiro, as
bactérias ativam mecanismos para retirar ions metalicos do hospedeiro e em
contrapartida o hospedeiro utilizam mecanismos para inibir a captacdo de metais pela
bactéria (CHANDRANGSU; RENSING; HELMANN, 2017).

Em estudos desenvolvidos por Cunrath, Geoffroy e Schalk (2015) foi observado
gue Pseudomonas aeruginosa PAO1, a distribuicdo dos ions metalicos segue a
seguinte ordem Na-K > Mg> > Ca> > Fe-Zn> > Mn-Mo-Cu-V-Cr-Ni> > Co.

Schalk e Cunrath (2016) concluiram que, sdo pouco conhecidos 0s processos
metabolicos que envolvem ions com Ni, Mn, Co, Cu em Pseudomonas aeruginosa,
em contrapartida os processos que envolvem Fe* e Fe®' sdo inimeros. O
conhecimento do metabolismo de Pseudomonas aeruginosa para captacdo desses
ions é fundamental e pode ser uma estratégia para o desenvolvimento de novos
antibidticos.

A crescente resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antibioticos gera um
desafio para o desenvolvimento de novos tratamentos voltados a acao bactericida ou
com estratégias inovadoras para tornar o0s antibidticos tradicionais ativos.
Considerando que os metais biolégicos sédo nutricionalmente essenciais nas infeccdes
bacterianas, agir sobre esses alvos pode ser uma alternativa para o desenvolvimento
de novos antibiéticos (SCHALK; CUNRATH, 2016; CHANDRANGSU; RENSING;
HELMANN, 2017).
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3.7.1 Funcéo do Magnésio no metabolismo de Pseudomonas aeruginosa

A concentracdo de magnésio (Mg2+) na célula de Pseudomonas aeruginosa
varia entre 100 a 500 mM, considerada uma concentracao elevada, ficando atras
apenas de Na-K (CUNRATH; GEOFFROY; SCHALK, 2015). O Mg?* esta envolvido
em variados processos biolégicos, como: cofatores de enzimas importantes no
metabolismo bacteriano, na estabilidade dos ribossomos, membranas plasmaticas e
acidos nucléicos. Além disso, sdo ativadores de ATP, pois para se tornarem
biologicamente ativos nas células, o ATP deve se ligar a um ion Mg?*, formando o Mg-
ATP. Nas bactérias o0 Mg?* pode funcionar como uma molécula de sinalizagéo,
modulando a expressdo dos transportadores de Mg?*, a fim de disponibilizar
guantidades suficientes desse ion para a célula (GROISMAN et al, 2013).

A homeostase do Mg?* em bactérias Gram-negativas, ndo é bem elucidada
(SCHALK; CUNRATH, 2016). Presume-se que a entrada de Mg?* nas células de
Pseudomonas aeruginosa ocorra a partir das porinas OprH (PA1178) e OprQ
(PA2760), pois a expressdo dos genes OprH e OprQ é estimulada pela baixa
concentracdo de Mg?* no interior da célula (SCHALK; CUNRATH, 2016; CHEVALIER
et al, 2017).

A captacdo de Mg?* ao nivel da membrana plasmatica em bactérias Gram-
negativas ocorre a partir de trés familias de transportadores: CorA, MgtA/MgtB e MgtE.
Os genes correspondentes a biossintese dessas proteinas transportadoras estao
presentes no genoma de Pseudomonas aeruginosa (GROISMAN et al, 2013). Os
sistemas transportadores de Mg?* parecem ter uma conexado entre a homeostase
desse cation e a viruléncia da bactéria.

Pseudomonas aeruginosa possui 0s sensores que sdo sensiveis para Mg?*:
RetS, GacS e LadS, que sdo responsaveis por regular a forma de crescimento
plancténico e desse para biofilme. A limitacdo de Mg?* provoca a repressédo de RetS
e como consequéncia, ocorre 0 aumento da agregacdo das células, producdo de
exopolissacarideo e a formacéo do biofiime (MULCAHY; LEWENZA, 2018).

A expresséo da proteina transportadora do Mg?*, MgtE interfere na funcéo do
sistema de secrecéo do tipo Ill, T3SS, inibindo a transcricdo de T3SS. Desta forma, a
transcricdio do mgtE é regulada pela baixa concentracdo de Mg?* e pela alta
concentracdo de antibidticos. A atividade de T3SS pode ser controlada por fatores

ambientais e pela concentracdo de Mg?*. Sendo o sistema T3SS responsavel pela
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liberacdo de toxina pelas bactérias nas células hospedeiras (CHAKRAVARTY et al,
2017).

3.7.2 Funcdo do Zinco no metabolismo bacteriano especialmente em

Pseudomonas aeruginosa

O Zinco (Zn?*) na célula bacteriana se apresenta gquimicamente em estado
oxidado. Desta forma, participa de varios processos fisioldgicos como atividade
catalitica em reacfes enzimaticas e estabilizacdo quimica de proteinas e enzimas. As
proteinas bacterianas que se ligam ao zinco estao em torno de 3 a 8 % do proteoma
dos procariotos. Portanto, nas bactérias utilizam o Zn?* essencial para do RNA
polimerase, da superoxido dismutase. Além disso, pode estar relacionado com a
estabilidade do DNA e de moléculas pequenas, como ATP (WATLY; POTOCKI,
ROWINSKA-ZYREK, 2016; GONZALEZ et al, 2018).

O zinco tem importante funcdo na colonizacdo bacteriana do hospedeiro, na
viruléncia bacteriana e na resisténcia da bactéria aos antibioticos. Pseudomonas
aeruginosa apresenta a capacidade de se adaptar em ambientes com baixa
concentracdo ou com excesso de zinco, e possui um sistema para controlar a
homeostase do zinco no interior da célula. Os fatores de viruléncia presentes em
Pseudomonas aeruginosa estdo correlacionados com o sistema de importacéo e
exportacao de zinco. Portanto, ao interferir com a homeostase do zinco a capacidade
de crescimento e a viruléncia de Pseudomonas aeruginosa também séo alteradas e
como consequéncia, melhoram a eficiéncia do antibiético (GONZALEZ et al, 2018).

Em Pseudomonas aeruginosa, o transporte do zinco pelas bactérias € realizado
a partir de transportadores especificos. A entrada de zinco do meio extracelular para
0 espaco periplasmatico é realizado por quatro transportadores PA0781 (ZnuD),
PA1922, PA4837 e PA2911. Com excecéo do transportador PA2911, todos os demais
podem transportar o zinco livre. O zinco para ser transportado pelo PA2911 é
necessario que seja previamente quelado. A pioverdina e a pioquelina funcionam
como sideroféros, captam principalmente ferro, mas podem se ligar também a outros
metais como Zn?*. A translocacdo do zinco para o citoplasma a partir do espaco
periplasmatico é realizado por znuABC gque sao transportadores ABC (ATP-binding
cassete) (PEDERICK et al, 2015).
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Pseudomonas aeruginosa possui proteinas metalo-reguladoras, dependente
de zinco, como Zur (regulador da captagéo de Zn?*). O Zur funciona como regulador
responsivo ao Zn?*, portanto, em condi¢Ges de repeleta concentracdo desse ion, o
zinco se liga a esta proteina reguladora e ocorre a repressao das vias de importacao.
Em contrapartida, em condicdes de baixa concentracdo de Zn?* ocorre o desligamento
do Zn?* com esta proteina reguladora, ativando os genes envolvidos na ativacdo da
captacdo do Zn?* (PEDERICK et al, 2015). Os fatores de viruléncia de P. aeruginosa
€ mediada pelo regulador transcricional CzcR que apresenta a capacidade de ativar
vérias regibes promotora do DNA (GONZALEZ et al, 2018). A presenca dos metais
Zn, Cd e Cu provoca a ativacdo de dois componentes do sistema CzcRS, ativando a
expressao da bomba de efluxo e regulando negativamente a expressdo da porina
(MARGUERETTAZ et al, 2014).

D’Orazio e colaboradores (2015) demonstra que a limitacdo ou baixa
concentracado de zinco afeta a producao de alginato e das proteases extracelulares
LasA e LasB, e protease IV, diminuindo a viruléncia de Pseudomonas aeruginosa em
infeccdes sistémicas. Num estudo realizado por Marguerettaz e colaboradores (2014)
com Pseudomonas aeruginosa cultivada em escarro artifical suplementado com zinco,
foi observado uma maior produgdo de biofiime e fatores de viruléncia quando
comparado a cultura com baixa concentracdo deste ion. Essa pesquisa concluiu que
0 zinco estimula o mecanismo de dois componentes CzcRS, estimula a formacgéo do
biofilme por mecanismo que nao esta relacionado com o regulador CzcRS, aumenta

a resisténcia a carbapenémicos e reprime a porina OprD.

3.7.3 Funcéo do Cobre no metabolismo bacteriano

O cobre (Cu) € um micronutriente essencial e apresenta importantes funcdes
celulares. Caracterizado por fazer parte do grupo prostético de enzimas implicadas
com reacBes de oxidoreducdo. O cobre é um cofator enzimatico que catalisa
transferéncias de elétrons devido a sua capacidade oxidacéo e reducéo [Cu(l) <« Cu
(IN]. Essas alteracdes eletroquimicas podem tornar o cobre toxico para a célula,
através do estresse oxidativo, uma vez que o cobre pode estar envolvido com as
reacOes de Fenton, produzindo espécies reativas de oxigénio ou provocando a quebra
da reacdo quimica do cluster de S-Fe, fazendo que ocorra a liberacédo do ferro e
consequente estresse oxidativo (RENSING; MCDEVITT, 2012).
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Dessa forma, a homeostase do cobre em células bacterianas permite que
ocorra metalizacao especifica de diversas cupro-proteinas bem como o controle da
concentracéo deste ion. O cobre em solugdes aquosas e em sistemas aerobios esta
na forma cuprica, para tanto o sistema de proteinas direcionam o Cu* para alvos
especificos com a finalidade de este ser reduzido a Cu?*. O cobre participa da cadeia
transportadora de elétrons de micro-organismos através da sua funcdo como
catalizador da citocromo oxidase e de enzimas relacionadas a respiracao celular como
superoxido dismutase (ARGUELLO; RAIMUNDA; PADILLA-BENAVIDES, 2013;
QUINTANA; NOVOA-APONTE; ARGUELLO, 2017).

A concentragéo de cobre na célula de Pseudomonas aeruginosa situa-se entre
40 — 400 pM. Participa de reacdes redox na bactéria e pouco se sabe sobre o processo
de aquisicao deste microelemento e todas as funces no interior da bactéria
(CUNRATH; GEOFFROY; SCHALK, 2015).

Apoés andlise do transcriptoma de Pseudomonas aeruginosa foi observada a
presenca de detectores de Cu* no citoplasma bacteriano, o qual foi denominado de
CueR e no periplasma CopR/S, além das chaperonas CopZl e CopZ2 ambas
implicadas na quelac&o do cobre (BRAVO-GOMEZ et al, 2015; QUINTANA; NOVOA-
APONTE; ARGUELLO, 2017). Em estudo recente realizado por Novoa-aponte e
colaboradores (2019) foi verificado que a chaperona CopZ1 tem a funcao de fornecer
Cu* ao CueR enquanto a CopZ2 age armazenando o Cu*. Todo esse sistema tem a
funcao de regular o efluxo e influxo de Cu* para manter o equilibrio deste ion no interior

da célula bacteriana.

3.7.4 Metabolismo do Cobalto em Pseudomonas aeruginosa

O cobalto (Co) é amplamente distribuido na natureza sobre o estado oxidado
Co?* ou reduzido Co**, sendo necessario para uma série de funcées metabdlicas em
procariontes e eucariontes, no entanto, € encontrado em menor frequéncia nas
metaloproteinas quando comparado ao Fe, Mn Cu ou Zn (CUNRATH; GEOFFROY;
SCHALK, 2015).

O cobalto tem funcgéo biolégica vital na biossintese das cobalaminas e suas
variantes, tais como: cianocobalaminas, metilcobalamina, hidroxicobalamina e
adenosilcobalamina. A cobalamina em bactérias é sintetizada por uma via dependente
da disponibilidade de oxigénio (FANG; KANG; ZHANG, 2017).
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O ion cobalto esta localizado no centro das cobalaminas, vitaminas que sdo
cofatores organometélicos (OKAMOTO; ELTIS, 2011). As ribonucletoideos redutase
(RNR) sdo enzimas essenciais para a sintese e reparo do DNA e Pseudomonas
aeruginosa codifica trés tipos de RNR, a que depende de oxigénio (classe la), a
independente de oxigénio (classe Il) e a sensivel ao oxigénio (classe Ill). Para ativagcédo
da ribonucleotideo redutase de classe Il é necessario a vitamina B12
(cianocobalamina) (CRESPO; BLANCO-CABRA; TORRENTS, 2018).

As RNRs de classe Il séo essenciais para a formagéo do biofilme e para seu
funcionamento necessitam da vitamina B12 como cofator. Acredita-se que as células
gue estdo na porcdo mais externa do biofilme e que estdo em contato com o ambiente
aerobio produzem a vitamina B12, portanto, podendo a vitamina B12 se propagar pelo
biofilme e o RNR de classe Il ser ativado no ambiente microaerdéfilo, onde os RNRs
de classe Il seriam inativos. Dessa forma, podem sintetizar 0s
desoxirribonnucleotideos trifosfatos que sdo essenciais na biossintese do DNA. Esse
mecanismo explica em parte o processo de multiplicacdo de Pseudomonas
aeruginosa na sua forma plancténica e em biofiime (CRESPO; BLANCO-CABRA,;
TORRENTS, 2018).

3.7.5 Influéncia do Molibdénio (Mo) no metabolismo de Pseudomonas

aeruginosa

Em Pseudomonas aeruginosa, o molibdénio na sua forma de sal molibdato
(MoO?4) participa ativamente das reacfes de reducdo de nitratos a nitritos em
ambientes anaerobios ou microaerébios (KRAFT; STROUS; TEGETMEYER, 2011).
Nas células de Pseudomonas aeruginosa a concentracao de Mo varia de 15 e 30 uM
(CUNRATH; GEOFFROY; SCHALK, 2015). Nas reacoes de desnitrificacdo, comum
para Pseudomonas aeruginosa, o Fe, Cu e Mo exercem a funcdo de cofatores
enzimaticos durante todo o processo (KRAFT; STROUS; TEGETMEYER, 2011).

O Mo é captado para as células de Pseudomonas aeruginosa na forma de
molibidato (MoO?4). Dentre as enzimas dependentes de Mo como cofator, estéo:
dimetil sulféxido redutase, xantina oxidase, sulfato oxidase, as quais tem a fungéo de
metabolizar N, C e S, respectivamente (IOBBI-NIVOL; LEIMKUHLER, 2013).

A obtencdo de Mo em procariotos, realiza-se especialmente através da

ModABC permease, trata-se de um transportador ABC (ATP-binding cassete) de alta
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afinidade. A permease ModABC foi o Unico transportador identificado em
Pseudomonas aeruginosa (PEDERICK et al, 2014). A biossintese dessa permeasse
é codificada pelo gene modA (PERINET et al, 2016).

Em infec¢des pulmonares causadas por Pseudomonas aeruginosa, como nos
casos de pacientes com fibrose cistica, esse micro-organismo se desenvolve em
anaerobiose e isso sO é possivel gracas a presenca de enzimas que sédo dependentes
de molibdénio. Nesse contexto, inibir o transportador de molibidato pode ser uma
alternativa para inibir o crescimento e proliferagdo de Pseudomonas aeruginosa
(PERINET et al, 2016). Bem como inibir a disponibilidade do Mo como cofator das

suas reacdes de reducéao.

3.7.6 Funcdes do Manganés no metabolismo de Pseudomonas aeruginosa

Dentre os metais de transicdo, o manganés (Mn) é o mais significativo para as
células que sofrem estresse oxidativo, pois ele apresenta a capacidade de auxiliar na
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a partir de trés mecanismos: 0
primeiro é pela sua capacidade de atuar como cofator da superoxido dismutase (SOD)
gue elimina ROS; o segundo, por apresentar a capacidade de formar moléculas de
baixo peso molecular que degradam ROS mas nao apresentam atividade enzimatica;
e terceiro, a partir da substituicio momentanea do Fe?* pelo Mn?* em sitios ativos de
enzimas, a fim de evitar processo oxidativo de proteinas. Além disso, o Mn?* é
essencial em processos bioguimicos importantes do metabolismo celular,
funcionando como cofatores enzimaticos (ZEINERT et al, 2018).

Quando superconcentrado na célula, o Mn?* se torna téxico, exigindo que as
células apresentem mecanismos para sua exportacdo (LISHER; GIEDROC, 2013;
ZEINERT et al, 2018).

Durante o processo de infeccdo bacteriana os hospedeiros apresentam
mecanismos para restringir a disponibilidade de manganés para as bactérias, tendo
em vista a sua importancia para a viruléncia da bactéria. Diante desse aspecto, as
bactérias desenvolveram sistemas para captacdo de Mn?*, em condicbes de
sobrecarga desse ion as bactérias regulam os niveis intracelulares, a partir de um
sistema de exportacédo especifico para Mn?* (JUTTUKONDA; SKAAR, 2015).

Em Pseudomonas aeruginosa, a concentracdo intracelular de Mn?* é de
aproximadamente 300 uM (CUNRATH; GEOFFROY; SCHALK, 2015). Durante a
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respiragdo aerébia de Pseudomonas aeruginosa pode haver a producdo de ROS,
dentre elas; o superoxido, peroxido de hidrogénio e hidroxilas. A primeira linha de
defesa que P. aeruginosa tem contra esses agentes oxidantes € a sua enzima
superoxido dismutase (SOD), que necessita de Mn?* e Fe?" como cofatores. A
segunda linha de defesa contra esses ROS é composta pela catalase e pela
peroxidase (HASSETT; SCHWEIZER; OHMAN, 1995).

Durante o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, ocorre a biossintese de
piocianina, um pigmento hidrossolivel com alta citotoxicidade para a célula
hospedeira e para a célula bacteriana. A piocianina tem a capacidade de gerar ROS,
principalmente, os ions superoxido e peréxido de hidrogénio, no entanto,
Pseudomonas aeruginosa consegue bloquear esta acdo nefasta da piocianina,
através da catalase e da superéxido dismutase, esta Ultima tendo como cofator o Mn?*
(HASSETT et al, 1992; HALL et al, 2016). De acordo com Schalk e Cunrath (2016), o
sistema de transporte de Mn?* em Pseudomonas aeruginosa ndo esta totalmente

elucidado e o sistema de importacéo de Mn?* é pouco descrito na literatura.

3.7.7 Influéncia do Niquel no metabolismo de Pseudomonas aeruginosa

Os micro-organismos que utilizam o Ni?* desenvolvem mecanismos para
garantir a homeostase desses ions no interior das células, portanto, desenvolvem
funcbes de captacdo, armazenamento, efluxo, além de sua utilizagdo molecular
(CHENG et al, 2016). Apesar de o niquel ser um elemento essencial para varias
bactérias, pouco se conhece sobre a aquisicdo, homeostase e relagdo do niquel com
a sua viruléncia (ZAMBLE et al, 2017).

Em muitas espécies bacterianas, o Ni?* é fundamental no metabolismo. O Ni?*
funciona como cofator de diversas enzimas bacterianas como as uréases, NiFe-
hidrogenase, CO desidrogenase, Acetil-CoA descarbonilase/sintase, Metil-CoM
Redutase, Glioxilase | e niquel superéxido dismutase (MULROONEY; HAUSINGER,
2003; HIGGINS; CARR; MARONEY, 2012).

O niquel pode atravessar a membrana externa de bactérias Gram-negativas
passivamente através das porinas ou ser impulsionada através da geragdo de um
gradiente de concentracdo (NIKAIDO, 2003). Algumas bactérias desenvolveram
trasportadores na membrana externa transportadores e o niquel pode ser captado por

dois sistemas de transporte de alta afinidade, o primeiro € o transportador do tipo ABC,
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e 0 segundo tipo de transporte ocorre através de permeases espécificas para niquel
(MULROONEY; HAUSINGER, 2003).

A concentracédo de niquel em Pseudomonas aeruginosa € de aproximadamente
40 uM (CUNRATH; GEOFFROY; SCHALK, 2015). A importancia do Ni’* em
Pseudomonas aeruginosa em relacdo ao seu crescimento, viruléncia ou sobre a
homeostase desse ion, nessas espécies bacterianas, até o0 momento ndo foram
descritas (SCHALK; CUNRATH, 2016).

3.7.8 Metabolismo do Ferro em Pseudomonas aeruginosa

A concentracao de ferro (Fe) em Pseudomonas aeruginosa pode variar de 4
mM e 300 pM dependente do meio onde ela vegeta (CUNRATH; GEOFFROY;
SCHALK, 2015). Pseudomonas aeruginosa possui diversas formas de captacao do
ferro do ambiente ou das células do hospedeiro. Dependendo do tipo de infeccéo,
essas bactérias se adaptam e modificam esse sistema. A captacdo de Fe** acontece
através da producdo e liberacdo de sidéroforos (pioverdina e pioquelina) por
Pseudomonas aeruginosa, essas moléculas sdo quelantes e se complexam com o
Fe3* formando o ferrisideréforos, esses sdo capturados por transporte ativo pelo
receptor TonB e séo internalizados para utilizacdo pela célula bacteriana (SCHALK;
MISLIN; BRILLET, 2012; CORNELIS; DINGEMANS, 2013). Pseudomonas
aeruginosa captam o Fe®" a partir da utilizacdo de xenosideréforos, que sdo
sideroforos produzidos por outros micro-organismos (CORNELIS; DINGEMANS,
2013; SCHALK; CUNRATH, 2016).

Em contrapartida o Fe?* presente apenas em condi¢des de baixa oxigenacéo
sdo transportados para o interior das células, através das porinas OprG que sdo
ativadas pela alta concentracdo de Fe?* extracelular e pelo o ambiente anaerébio
(MCPHEE et al, 2009). Outro transporte de Fe?*, é o sistema FeoABC, formado por
proteinas e permeases que carreiam o ferro para o citoplasma da bactéria e esta
presente em grande parte das bactérias Gram-negativas (KAMMLER; SCHON;
HANTKE, 1993; CARTRON et al, 2006).

Durante a infeccdo por Pseudomonas aeruginosa, em pacientes com fibrose
cistica, a captacdo de Fe?* é obtida através da reducdo do Fe®', cuja reacdo é
realizada pelas fenazinas, metabdlitos secundarios caracteristico das Pseudomonas,

das quais a piocianina faz parte. As fenazinas extraem o Fe3* das hemeproteinas
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presentes nas células do hospedeiro, reduzem ao Fe?* e nesse tipo de infeccdo como
h&a formacao do biofilme bacteriano a absorcéo é realizada pelo sistema FeO (WANG
et al, 2011; SMITH et al, 2012; CORNELIS; DINGEMANS, 2013; MINANDRI et al,
2016).

Pseudomonas aeruginosa possui dois sistemas para extrair o grupo heme das
proteinas do hospedeiro, os sistemas Has e Phu. O Phu apresenta a capacidade de
absorcdo do heme através de um receptor denominado PhuR, enquanto, o sistema
Has é dependente de uma proteina hemdéférica, a HasA, que sequestra o heme e o
carreia para o receptor HasR presente na membrana de Pseudomonas aeruginosa
(OCHSNER; JOHNSON; VASIL, 2000). No periplasma, o hemi se liga a uma proteina
periplasmatica (PhuT) para ser transportado até o citoplasma através de um
transportador ABC (PhuUVW), ao atingir o citoplasma o heme é transferido para uma
chaperina (PhuS) e em seguida para a heme oxigenase (Hem), que possui a funcao
de degradar o heme em biliverdina, CO e Fe?* (O'NEILL et al, 2012; BARKER,;
BARKOVITS; WILKS, 2012).

Essas caracteristicas para a absorcao de ferro por Pseudomonas aeruginosa
auxiliam a adaptagdo e sobrevivéncia desse micro-organismo em ambientes com
diferentes concentracdes de ferro e em situacdo de competicdo por este metal
(SCHALK; CUNRATH, 2016).

A absorcéo de ferro é controlada por uma proteina reguladora da absor¢cao de
ferro (Fur). Essa proteina age hierarquicamente na regulacdo da captacdo de ferro,
por ser capaz de detectar a concentracdo de ferro intracelularmente. Quando esta
concentracdo é suficiente essa proteina age reprimindo a transcricdo de genes que
estdo relacionados com, em contrapartida quando ha falta, os genes sdo ativados
(CORNELIS; DINGEMANS, 2013).

Num estudo realizado por Banin, Vasil e Greenberg (2005) com cepas de
Pseudomonas aeruginosa selvagens (PAO1) para producéo de biofilme e de cepas
mutantes para a ndo absorcao de ferro, foi observado que para as cepas mutantes foi
produzido um biofiime fino mesmo quando estas cepas foram cultivadas em
guantidades suficientes de ferro. Essa caracteristica de producdo de biofilme fino,
também foi observada por esses pesquisadores nas cepas selvagens cultivadas em
meio com concentracdes baixas de ferro. Esta mesma constatag&o foi publicada por

Cai e colaboradores (2010), que também relataram que a deplecdo do ferro nao
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influéncia na motilidade de Pseudomonas aeruginosa, no entanto, estimula o sistema
do quorum sensing a partir dos genes lasR e rhiR.

A partir da comprovacao da acéo da curcumina frente a cepa de Pseudomonas
aeruginosa PAO1, em inibir o quorum sensing, os fatores de viruléncia relacionados a
estes, bem como o biofiime (RUDRAPPA; BAIS, 2008). Sethupathy e colaboradores
(2016) objetivaram entender o mecanismo molecular subjacente que é encarregado
de inibir o biofilme. A partir de uma abordagem molecular utilizando analises
protedmicas, espectrometria de massas e ontologia genética, constataram que as
proteinas distintivamente reguladas estdo envolvidas na aquisicdo de ferro,
armazenamento de ferro e na sintese de compostos intermediarios para producao dos
fatores de viruléncia. Os resultados obtidos indicam que a curcumina atua na inibicao
do quorum sensing e na homeostase do ferro em cepas de Pseudomonas aeruginosa
PAOL.

3.8 MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANO

Pseudomonas aeruginosa, conhecida por sua caracteristica de ser um
patdbgeno oportunista, € um dos principais causadores de morbidade e mortalidade
em individuos com fibrose cistica ou imunocomprometidos. Devido a potente
capacidade de tolerar antibiéticos, apresenta mecanismos de resisténcia, intrinseca,
adquirida e adaptativa, para combater a maioria dos antibidticos (STRATEVA;
YORDANOV, 2009; PANG et al, 2019).

A capacidade inata da bactéria em diminuir a eficiéncia de um antibiético
especifico, através de caracteristicas funcionais ou estruturais inerentes € chamada
de resisténcia intrinseca (BLAIR et al, 2015). A producéo de enzimas inativadoras de
antibioticos, sistemas de efluxo que bombeiam a droga para fora da célula, ou
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa, sdo tipos de resisténcia
intrinseca bastante presente em Pseudomonas aeruginosa (BREIDENSTEIN; LA
FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011).

Comparada com Escherichia coli, a permeabilidade da membrana externa de
P. aeruginosa € cem (100) vezes menor, esse comportamento esta ligado a falta de
porinas (NIKAIDO, 1994; STRATEVA; YORDANOV, 2009). Além de que, P.

aeruginosa possui alta expressao de bombas de efluxo, repelindo o antibiético para
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fora da célula, provocando a resisténcia a um amplo espectro de antibiéticos (POOLE,
2005).

O controle de infec¢cdes por Pseudomonas aeruginosa € dificultado porque
estas bactérias apresentam alta resisténcia intrinseca para varias classes de
antibioticos, incluindo aminoglicosideos, fluoroquinolonas e B-lactamicos. A unido de
varios mecanismos de resisténcia bacteriana ocorre para sobrevivéncia do micro-
organismo, iniciando pela baixa permeabilidade da membrana externa devido as
porinas, reduzindo a taxa de penetracdo das moléculas. Desta forma, os mecanismos
secundarios de resisténcia adaptativa tornam-se ativos, podendo ocorrer 0 aumento
do efluxo e producéo enzimatica para destruicdo do antibiotico (BREIDENSTEIN; LA
FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011). A causa da diminuicdo da permeabilidade da
membrana esta relacionada a alteracGes das proteinas de porina, em especial OprD,
sendo essa a proteina-alvo para penetrar os carbapenémicos (Figura 7). (POOLE et
al, 2011).

Figura 7 — llustracdo do mecanismo de defesa de Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: AZAM; KHAN, 2019.

A figura acima demonstra que a alteracao da proteina da membrana externa
(OprD) provoca modificacdo da permeabilidade da membrana. Aponta a acédo de
algumas enzimas sobre o alvo, onde o farmaco ndo conseguird ligar-se. Aumento da
expressao do gene da bomba de efluxo, resultando na expulsédo do farmaco para fora
da célula. Acdo das enzimas sobre as drogas, modificando-as ou tornando-as inativas.
Demonstra a barreira fisica e protecdo contra absorcdo do antibidtico para

sobrevivéncia da célula.
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As bactérias apresentam capacidade de sintetizar enzimas que objetivam
exclusivamente inativar os antibidticos, seja através de alteracdes quimicas ou pela
destruicdo da molécula, conferindo resisténcia aos antibidticos (Figura 7). As enzimas
B-lactamases e a PoxB, sé&o enzimas codificadas cromossomicamente, e que tem a
capacidade de hidrolisar B-lactamicos e carbapenémicos, respectivamente. A
producdo destas enzimas pode ser resultado da resisténcia adquirida ou intrinseca,
elas podem ser codificadas por cromossomos e/ou por plasmideos (ZINCKE et al,
2015; AZAM; KHAN, 2019).

A resisténcia adaptativa desenvolve mecanismos adormecidos na célula em
busca da sobrevivéncia. Ou seja, as bactérias apresentam capacidade de modificar
seu comportamento dependendo das condicbes ambientais extracelulares
(ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017). Como exemplo, a retencéo do ferro é um dos
mecanismos de defesa do hospedeiro a infeccbes por P. aeruginosa, em
contrapartida, o patdgeno passa a excretar moléculas quelantes de ferro, para retirar
o ferro das proteinas do hospedeiro. Basicamente, P. aeruginosa produz dois tipos de
sideréforos, no entanto, apresenta 34 genes para expressdo de poros que serao
utilizados para adquirir sider6foros de outros organismos (STOVER et al, 2000;
BRAUN; HANTKE, 2011). A formacao de biofilme é também uma maneira da bactéria
se adaptar ao meio, pois esses micro-organismos envoltos por uma matriz polimérica,
aumentam consideravelmente a resisténcia a antibiéticos, quando comparado aos
micro-organismos planctonicos (VAN ACKER; COENYE, 2016).

Resisténcia adquirida € o surgimento de genes ou muta¢des tornando um
organismo anteriormente sensivel em resistente contra determinados antibiéticos. Os
mecanismos de defesa dos micro-organismos, nesse tipo de resisténcia podem
ocorrer de 4 formas: (1) inativacdo ou modificacao do antibidtico; (2) alteracdo do alvo
do antibidtico; (3) aumento da efluxo de antibiéticos e (4) reducdo da absor¢cédo dos
antibioticos. Muitas vezes esses mecanismos se combinam para fornecer maior
resisténcia contra os antibiéticos (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017). A Figura 8

resume a classificacdo e os mecanismos de resisténcia de P. aeruginosa.
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Figura 8 — Quadro classificatdrio dos diferentes tipos de resisténcia bacteriana por P. aeruginosa:

Resisténcia Mecanismo
Baixa permeabilidade da
membrana,
Intrinseca Producao de B-lactamase,
Super expressao da bomba de
efluxo
Transferéncia génica horizontal
Mutacdes que levam a reducédo da
Adquirida  captacdo e/ou Super expressao da
bomba de efluxo
Mutacdes alvo
Alteracdes na expressao génica
incluindo:
_ Super expresséo de B-lactamase e
Adaptativa
bombas de efluxo, devido a fatores
gue ativam a expressao de genes
reguladores
Fonte: Adaptacdo de BREIDENSTEIN; LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011.

3.9 ANTIMICROBIANOS

3.9.1 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos compdem uma classe de antibiético bastante utilizado por
apresentar um amplo espectro de acdo. Ao se analisar a estrutura quimica do
aminoglicosideo, pode-se perceber que € semelhante a estrutura do carboidrato.
Apresentam, na sua estrutura quimica um anel de aminociclitol saturado que através
de ligacdes glicosidicas estdo ligados a um ou mais agucares, com substituicbes

guimicas de aminas (NH2) e de hidroxilas (-OH). Estes antibiéticos séo utilizados para
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infeccbes por bactérias Gram-negativas potencialmente fatais (MAGNET,;
BLANCHARD, 2005).

Os aminoglicosideos por apresentarem caracteristicas catibnicas modificam a
capacidade de se ligar eletrostaticamente aos compostos carregados negativamente
na membrana externa dos bacilos gram-negativos, por um processo passivo. Eles se
difundem a partir das porinas na membrana externa e permeiam até o espaco
periplasmatico. Para atravessar a membrana externa, €é necessaria energia
metabdlica do sistema de transporte de elétrons dependente de oxigénio. Essa etapa
€ denominada fase | dependente de energia (EDP-1). Podendo ser inibida por céations
divalentes (Ca?*, Mg?*), pH reduzido e hiperosmolaridade (ZEMBOWER et al, 1998;
MINGEOT-LECLERCQ et al, 1999).

No citoplasma, o aminoglicosideo, se liga ao ribossomo bacteriano e por meio
da sua estrutura quimica inibe a sintese proteica por ligagdo de alta afinidade com o
sitio-A do RNA ribossomal 16S no ribossomo 30S. O resultado dessa ligacdo com o
antibiotico é a alteracdo da conformacdo do ribossomo, promovendo a traducdo
incorreta de um polipetideo que ira causar danos na membrana celular e alteracdo da
sua permeabilidade, afetando a sintese proteica pela inibicéo, esta fase € chamada
EDP-II. A ligacdo dos antibidticos desta classe e os efeitos posteriores sdo variaveis
de acordo com a estrutura quimica da molécula, no entanto, todos os
aminoglicosideos podem ser considerados com acdo bactericida (MINGEOT-
LECLERCQ et al, 1999, AVENT et al, 2011).

Os mecanismos de resisténcia dos aminoglicosideos podem estar relacionados
a ativacao da bomba de efluxo, diminuicdo da permeabilidade da parede bacteriana,
modificacdo da atividade ribossomal 30s impossibilitando a ligacdo deste antibiético,
acdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (GARNEAU-TSODIKOVA;
LABBY, 2016). Algumas espécies de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
aminoglicosideos possui a capacidade de produzir como acetiltransferases,
nucleotransferases ou fosfotransferases inativando os aminoglicosideos (TEIXEIRA
et al, 2016).

3.9.2 B-lactamicos

Os pB-lactamicos foram os primeiros antibidticos descobertos. Alexandre

Fleming no ano de 1928 deu inicio a essa era historica para medicina (FLEMING,
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1929). Os B-lactamicos sdo assim denominados por apresentarem em sua estrutura
quimica um anel B-lactamico. Estes antibioticos podem ser classificados em quatro
grupos que dependem da natureza do anel heterociclico que esta ligado ao anel §3-
lactdmico, s@o as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos
(SUAREZ; GUDIOL, 2009).

O mecanismo de agao dos B-lactamicos acontece através da inibicdo das
proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs), inibindo a sintese de peptidioglicano. O
peptidioglicano € o principal componente da parede celular de bactérias Gram-
positivas. Em bactérias Gram-negativas elas aparecem em menor quantidade, estas
apresentam uma camada de peptidioglicano mais fina localizada entre duas
membranas. A unidade estrutural do peptidioglicano é um pentapetideo dissacarideo
gue é sintetizado no citoplasma bacteriano, formado por: N-acetil-glucosamina (NAG),
acido N-acetil-muramico (NAM) e um pentapetdideo (L- D-alanina-glicina-L-lisina-D-
alanina-D-alanina) (Figura 9) (SUAREZ; GUDIOL, 2009; BUCKLER et al, 2018).

Os B-lactamicos apresentam semelhanca estrutural com os substratos (D-ala-
D-ala) das enzimas PLPs, que exibem atividade transglicosilase, transpeptidase e
carboxipeptidase. Estas enzimas ao se ligarem com estes farmacos sao inativadas,
levando a interdigcdo da sintese de peptidioglicano e crescimento bacteriano. Ocorre
também a ativacdo de autolisinas por esses antibiéticos, levando a destruicdo da

parede celular, com consequente lise (BUCKLER et al, 2018).

Figura 9 — Mecanismo de ac¢do dos [-lactamicos.

Al.Competicdo entre o beta-lactamico e o P —
pentapeptideo pela unido com PBPs: “ganhar” o B A2. Ligagdo
beta-lactamico por ter maior afinidade. P covalente entre 0

PBP e o0 anel
A s beta-lactamico.
Beta-lactamico P

\

NAG Falta de formagéo e/ou
— destruicdo da parede
=
\’ -

Nag

A. Inibigdo da l: celular -> MORTE

s —
formacéo da ! BACTERIANA
NAG } NAM
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B. Ativagéo de y _0
endolisinas Q - O" a
B1. Destruicdo enzimatica
do peptidioglicano

NAM — Acido N-acetilmuramico; NAG — Acido N-acetilglucosamina, PBP — Proteina de ligag&o da penicilina

Fonte: SUAREZ; GUDIOL, 2009.
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As cefalosporinas séao obtidas a partir dos fungos Cephaosporium acremonium.
Quimicamente é um derivado acido 7-aminocefalosporanico. Sdo formadas de um
anel de seis membros ligado a um anel B-lactamico (SHAHBAZ, 2017). As
cefalosporinas sao classificadas por geracdes, primeira, segunda, terceira, quarta e
quinta geragéao, levando em consideragao seu espectro de acdo. As cefalosporinas de
terceira geracdo apresentam excelente eficacia contra bactérias Gram-negativas e
apresentam maior estabilidade para as [B-lactamases, como a ceftriaxona e a
ceftazidima, esta Ultima é conhecida por sua atividade antipseudomonas. As
cefalosporinas de 42 geracdo apresentam espectro de acdo para bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, além de apresentar maior resisténcia as -lactamases em
relacdo aos de 32 geracdo. Cefepima é uma cefaslosporina de 42 geracdo bastante
ativo contra cocos Gram-positivos, enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa.
(MEHTA; SHARMA, 2015).

Os carbapenémicos sdo os mais potentes 3-lactamicos em relacdo ao espectro
de acdo. Quimicamente sdo formados por um anel B-lactdmicos e um anel
carbapenema, possui também uma cadeia hidroxietila no lugar da cadeia acilamina
existente nas penicilinas. Apresentam um amplo espectro de acdo, além de boa
estabilidade em relagdo a acao das [B-lactamases (BRADLEY et al, 1999; BUSH,;
BRADFORD, 2016). Os carbapenémicos comercializados no Brasil sdo o ertapenem,
imipenem e meropenem, este ultimo apresenta melhor atividade antibacteriana in vitro
em infec¢cbes por Gram-negativos (GALES et al, 2002).

Os mecanismos de resisténcia de Pseudomonas aeruginosa para o0s [-
lactamicos sdo desencadeados por diferentes estratégias, como a mutacdo das
proteinas de ligacao as penicilinas, porém os principais mecanismos sao ocasionados
pela producdo das enzimas inativadoras as B-lactamases, resisténcia mediada por
porinas e através da evacuacdo do antibidtico pela bomba de efluxo (WOLTER,;
LISTER, 2012).

A resisténcia de Pseudomonas aeruginosa a carbapenémicos € ocasionada
atavés da producdo de metalo-B-lactamases (MBL), como IMP (Imipenase), VIM
(Imipenase de Verona), SPM (MBL de S&o Paulo), GIM (Imipenase da Alemanha),
FIM (Imipenase de Florenca), NDM (MBL de Nova Déli), portanto, essas enzimas
apresentam a capacidade de hidrolisar uma ampla variedade de B-lactamicos, dentre
eles as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (AZIMI; PEYMANI; POUR,
2018).
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3.9.2.1 Metalo-B-lactamases

As B-lactamases sdo enzimas bacterianas com a capacidade de hidrolisar os
antibioticos B-lactamicos, sendo classificadas em quatro grupos A, B, C e D, conforme
suas propriedades moleculares. As B-lactamases necessitam de cofatores para
desempenharem suas atividades cataliticas. As enzimas do grupo A, C e D utilizam a
serina para ativacao da sua atividade catalitica. Portanto, clinicamente sdo utilizados
inibidores destas serina -lactamases, como o clavulonato, sulbactam e tazobactam.
As metato- B-lactamases (MBLS) sdo enzimas pertencentes ao grupo B e utilizam ions
divalentes no seu sitio ativo para ativacdo da catélise, em especial o zinco. Com
excecao dos monobactamicos, as MBLs podem inativar todos os B-lactamicos (JU et
al, 2018).

As MBLs sao classificadas com base nas suas sequencias de aminoacidos e
com as ligacGes ao zinco. Sdo divididas em trés classes, B1, B2 e B3. Sendo a
primeira, atualmente, a que apresenta maior interesse clinico. As variacbes de
enzimas pertencentes ao grupo Bl sao IMP (imipenase), VMP (Imipenase de Verona)
e NDM (MBL de Nova Déli). A primeira MBL identificada foi a IMP, e foi assim chamada
devido a sua capacidade de hidrolisar o carbapenémico impimenem (ROTONDO;
WRIGHT, 2017).

A IMP-1 foi descrita pela primeira vez em 1991, a VMP-1 foi evidenciada em
1999, ambas em Pseudomonas aeruginosa, a NDM-1 foi reportada em Klebsiella
pneumoniae em 2009, estas enzimas sao as mais relevantes da subclasse B1 (JU et
al, 2018). S&o reconhecidos seis tipos de MBLs pertencentes a classe B em
Pseudomonas aeruginosa, sédo elas: IMP, VIM, SPM (MBL de Sao Paulo), GIM
(Imipenase da Alemanha), FIM (Imipenase de Florenca), NDM, s&o assim
classificadas porgue necessitam de um ion de zinco (HONG et al, 2015).

As MBLs representam um dos fatores de resisténcia mais preocupantes, pois
os inibidores da B-lactamases existentes ndo apresentam atividade para este subtipo
de enzima. Portanto, existe a necessidade de buscar terapias que sejam capazes de
inibir a agdo das MBLs, com o objetivo de reverter a sua resisténcia bacteriana aos
agentes bacterianos existentes (DOCQUIER; MANGANI, 2018). Uma estratégia 6bvia
para inibir as MBLs é a utilizacdo de agentes quelantes, objetivando a quelac¢do do
zinco e reversao da resisténcia bacteriana (ROTONDO; WRIGHT, 2017; DOCQUIER,;
MANGANI, 2018).
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3.9.3 Fluoroquinolonas

As quinolonas séo sintetizadas a partir de modificacbes na molécula 4-
quinolona (BALL, 2000), apresentam uma estrutura central biciclica. O grupo
carboxilico (C3) e a carbonila (C4) sdo essenciais para a atividade das quinolonas. As
substituicbes de grupos volumosos nas posicdes 1, 7 ou 8, sdo determinantes para
definir o espectro de antibioticos. As quinolonas de terceira geracdo, foram
sintetizadas a partir da fluoragdo do carbono R6, por isso podem ser chamadas
também de fluoroquinolonas e da substituicdo no C7 por uma piperazina ou metil-
piperazina (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014). As quinolonas baseadas em
piperazina apresentam melhor espectro de acéo para Gram-negativos, apresentando
um espectro limitado para Gram-positivos, como o ciprofloxacino e levofloxacino
(FABREGA et al, 2009).

O mecanismo de acao das fluoroquinolonas acontece através da inibicdo das
topoisomerases |l (DNA girasse) e IV, essas enzimas sdo fundamentais para
estruturacdo do DNA das bactérias, que vao desde a replicacdo celular e
compactagcdo do DNA bacteriano. Ao se ligar com as enzimas bacterianas as
fluoroquinolonas inibem sua atividade, bloqueando a sintese de DNA bacteriano e
inibindo a compactacdo do DNA, provocando morte celular. As fluoroguinolonas
apresentam afinidade pela topoisomerase Il em bactérias Gram-negativas e pela
topoisomerase IV em bactérias Gram-positivas (BLONDEAU, 2004).

Os principais mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas apresentados por
bactérias Gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa, sdo mutacdes
pontuais em DNA girase (gyrA e GyrB), toposiomerase IV (parC) e dos genes

reguladores da bomba de efluxo, o mexR (VAN et al, 2018).

3.9.4 Polimixinas

As polimixinas séo produzidas por Bacillus polymyxa, sdo conhecidas quinze
variagdes moleculares. No entanto, apenas a polimixina B e E sé&o utilizadas na clinica.
Quimicamente, sdo pequenas moléculas lipopeptidicas, pesando em torno de 1200
Da, possuem um anel peptidico policatibnico com um peptideo curto ligado a uma
cauda hidrofébica de acido graxo (Figura 10) (MENDES; BURDMANN, 2009). A
polimixina B € uma mistura de moléculas de polimixina B3, B6, B1, Bl-i, B2. A
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polimixina B e a E se diferenciam pela presen¢a do aminoacido D-leucina em colistina
e D-fenilalanina em polimixina B (LANDMAN et al, 2008).

Figura 10 - Estrutura quimica da polimixina B e sua interagdo com a membrana da célula bacteriana.
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Fonte: TRIMBLE et al, 2016.

A solubilidade desta molécula em 4gua acontece devido ao seu anel catidnico,
enguanto a cadeia acil confere caracteristica hidrofébica, resultando na afinidade da
membrana plasmatica. A porcdo lipidica da polimixina B interage com o
lipopolissacarideo da membrana externa, retira o Ca?* e Mg? (Figura 10), da
membrana lipopolissacaridica, aumentando a permeabilidade e dessa forma os
peptideos farmacoldgicos atravessam a membrana externa e interagem com a
membrana celular bacteriana provocando alteracdo da permeabilidade, resultando no
extravasamento do conteudo celular e morte (TRIMBLE et al, 2016). Apresentam
potente atividade contra uma variedade de infec¢des causadas por bactérias Gram-
negativas (MENDES; BURDMANN, 2009).

Os mecanismos de resisténcia das bactérias Gram-negativas estdo
relacionados a modificacées do lipopolissacarido (LPS), utilizacdo de bombas de
efluxo, formacéo de capsulas e superexpressao da proteina OprH. A modificacdo do
LPS ocorre a partir da ligagdo covalente do 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa (L-Ara4N)
a por¢cdo do lipidio A (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014). Em Pseudomonas
aeruginosa a carga negativa necessaria do LPS para interacdo com a polimixina B é
neutralizada, ocasionando a resisténcia a poliximina B (GUTU et al, 2015). A proteina
oprH desempenha a funcéo de se ligar a sitios divalentes de LPS, indisponibilizando
espaco para polimixina B se ligar, ocasionando a resisténcia (OLAITAN; MORAND;
ROLAIN, 2014).
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3.10 BIFOSFONATOS COMO AGENTE QUELANTE

Os bifosfonatos (BF) representa uma classe de farmacos com as seguintes
caracteristicas quimicas consiste em dois fosfatos unidos a um carbono, POsH2— C —
POsH:, farmacologicamente atuam como inibidores da reabsorcdo 6ssea (BISHOP;
RUSSELL, 2014). Sao indicados para tratamentos de pacientes que apresenta perda
0ssea, que podem ser acometidos por diversas causas, como tratamentos com
glicocorticoides, diminuicdo de estrogénio relacionado a pds-menopausa, doencas
malignas, hipercalcemia de malignidade e doenca 0ssea de Paget (FURMAN, 2007;
TOLLER et al, 2019).

Figura 11 — Estrutura quimica dos bifosfonatos
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Fonte: O autor.

A estrutura quimica geral é a responséavel pela atividade farmacolégica geral,
no entanto, os radicais R1 e R2 da molécula dos bisfosfonatos podem conter
diferentes substituintes, sendo estes 0s responsaveis pela afinidade e poténcia
farmacologica (Figura 11) (FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005; KAVANAGH et al,
2006). A classe dos bifosfonatos é dividida em duas, os aminobifosfonatos que sédo
alendronato, ibandronato, risedonato, pamidronato e zolendrato; e 0s n&o-
aminobifosfonatos, que incluem clodronato, etidronato e tiludronato (FURMAN, 2007).

O mecanismo de acao da inibicdo da reabsorcdo 6ssea dos BF ocorre através
da ligacdo desses compostos a hidroxiapatita, que € o principal componente da matriz
inorganica do 0sso, pela qual o bisfosfonato apresenta alta afinidade, essa afinidade
se deve a quelacédo do Ca?* (COLUCCI et al, 1998).

O alendronato de sédio (Figura 12) é um amino bifosfonato primario, €
amplamente utilizado nas condi¢cdes patoldgicas relacionadas a absor¢céo 6ssea, inibe
seletivamente a reabsor¢cdo mediada por osteoclastos (FLEISCH, 1991; COLUCCI et
al, 1998). Este farmaco quimicamente chamado de 4-amino-1-hidroxibutano

bisfosfonado de sédio, provém do acido alendrénico (acido 4-amino-1-hidroxibutano



63

bisfosfonico). O alendronato de sédio € normalmente encontrado na forma triidrado,
representado pela seguinte molécula quimica C4HNNaO7P2.3H20 (VEGA; BAGGIO;
GARLAND, 1996).

Figura 12 — Estrutura quimica do &cido alendronico e do alendronato de sédio.
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Fonte: O autor.

O alendronato de sédio contém quatro grupos de hidroxilas, todos estes podem
ser dissociados, o estado eletroquimico em solucdo aquosa do alendronato de sddio
€ dependente do pH, a solubilidade, absorcao biol6gica e metabolismo. As constantes
de dissociacdo do alendronato de sédio sédo: pKal=2.43, pKa2=7.55, pKa3=10.80,
pKa4=11.99 (KE et al, 2016).

O alendronato de sodio em pH fisiologico € caracterizado por ser um composto
zwitterion, possuem dois grupos fosfatos carregado negativamente, e do lado oposto
0 grupamento amina desprotonado, ou seja, carregado positivamente (VEGA,
BAGGIO; GARLAND, 1996; LONG; FILMS, 2006). Devido a essas caracteristicas
fisico-quimicas os bifosfonatos vém sendo utilizado em varios estudos visando sua
acao quelante (DYBA et al, 1996; GUMIENNA-KONTECKA et al, 2002). Os
bisfosfonato sdo considerados agentes quelantes também de outros metais que nao
apenas o calcio (GUMIENNA-KONTECKA et al, 2002).

A administrac&o dos bifosfonatos pode ser via oral ou intravenosa. Por via oral
sua absorcéo ocorre no trato gastrointestinal, especialmente no estbmago e intestino
delgado, por apresentam baixa lipossolubilidade e por sua carga negativa, séo
absorvidos através do transporte paracelular (CREMERS; PAPAPOULOS, 2011,
BISHOP; RUSSELL, 2014). A absorcdo do alendronato de sodio ocorre pelo trato
gastrointestinal, quando administrado via oral e em jejum sua absorc¢ao € de 0,7 — 5%,
apos refeicdo a absorcdo é reduzida de 80 — 90%. Desta forma, € sempre
administrada uma dose mais alta para que esses compostos possam exercer sua

atividade farmacolbgica, no entanto, podem causar severos efeitos colaterais
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gastrointestinais (GROEN et al, 1996; KOPKA et al, 2011; ANANCHENKO;
NOVAKOVIC; TIKHOMIROVA, 2013).

Estudo realizado no Japédo, relata que a administracdo intravenosa de
alendronato apresenta vantagens em relacdo a administracdo oral, como boa
aderéncia ao tratamento e tolerabilidade gastrointestinal. Além disso, a forma de
administracdo nao interfere na eficacia do tratamento para osteoporose (HORIKAWA
et al, 2015).

O processo de absorcao dos bifosfonatos ao chegar ao intestino sédo queladas
com célcio, o complexo formado pode vedar as juncdes celulares e dificultar sua
absorcéo. Ao atingir a corrente sanguinea eles se ligam as proteinas, desaparecendo
rapidamente da corrente sanguinea e se ligam a hidroxiapatita, esta é a formadora do
tecido 0Osseo, ficando por pouco tempo em contato com os tecidos moles. Os
bifosfonatos que ndo foram absorvidos pelo tecido 6sseo séo eliminados de forma
inalterados na urina, a estrutura quimica dos bifosfonatos (P — C — P) confere a
resisténcia destes compostos a hidrélise enzimatica, por isso eles ndo sofrem
alteracdo metabolica. Ja a meia-vida dos bifosfonatos pelo osso, demoram de 3 (trés)
meses a 1 (um) ano, podendo chegar até 10 (dez) anos para serem eliminados,
iniciando sua eliminacdo quando reiniciar a reabsorcdo Ossea (FLEISCH, 1991;
CREMERS; PILLAI; PAPAPOULOS, 2005; SOARES et al, 2016; CREMERS;
PAPAPOULOS, 2011).
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4 METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMOS

Foi utilizado neste estudo um grupo composto por 12 cepas de Pseudomonas
aeruginosa a qual compreende: 10 cepas clinicas (LFBM-HO03, LFBM-H06, LFBM-
HO7, LFBM-H09, LFBM-H14, LFBM-H15, LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21 e LFBM-
C03) e 2 cepas de referéncia (Pseudomonas aeruginosa PAOl1 e Pseudomonas
aeruginosa SPM-1).

4.1.1 Isolamento

Pseudomonas aeruginosa (n=12) foram isoladas e identificadas de amostras
clinicas oriundas de diferentes sitios, conforme descrito na Tabela 1. Estes isolados
foram gentilmente cedidos por um Hospital da cidade do Recife-PE, para o Laboratoério
de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos (LFBM) no qual recebeu as seguintes
denominagbes: LFBM-HO03, LFBM-HO06, LFBM-HO7, LFBM-H08, LFBM-H09, LFBM-
H14, LFBM-H15, LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-CO03. Foram inseridas no
estudo como micro-organismos de referéncia as cepas: Pseudomonas aeruginosa

PAOL1 e Pseudomonas aeruginosa SPM-1.

Tabela 1- Sitio de origem dos isolados de Pseudomonas aeruginosa utilizados no estudo.

REGISTRO DAS BACTERIAS ORIGEM
LFBM-HO03 SECRECAO TRAQUEAL
LFBM-HO06 PONTA DE CATETER
LFBM-HO7 PONTA DE CATETER
LFBM-H09 SECRECAO/VASCULAR
LFBM-H14 SECREGAO TRAQUEAL
LFBM-H15 SECRECAO TRAQUEAL
LFBM-H16 PONTA DE CATETER
LFBM-H17 SANGUE
LFBM-H21 SECRECAO TRAQUEAL
LFBM-CO3 SECRECAO TRAQUEAL

Fonte: O autor.
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4.1.2 Preservacao e conservacao de Pseudomonas aeruginosa

As cepas de Pseudomonas aeruginosa foram preservadas em agua destilada
esterilizada, em frascos de penicilina seladas com anel de aluminio, como descrito por
Costa e Ferreira (1991). Para essa preservacdo, as cepas de Pseudomonas
aeruginosa foram semeadas em agar Mueller-Hinton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.,
India) para obtencéo do crescimento confluente e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em
seguida, a cultura foi recortada em discos de 10 mm, posto em frascos de penicilina
contendo agua esterilizada e esses foram mantidos sob refrigeracéo a 4 °C.

4.2 IDENTIFICACAO BACTERIOLOGICA DO MICRO-ORGANISMO

Para identificacdo bioquimica das cepas foi realizado, inicialmente, o semeio
em agar cetrimida (Oxoide®), meio preconizado para o0 isolamento seletivo e
identificacdo de P. aeruginosa, uma vez que cetrimida € um composto de amonio
guaternario com atividade bactericida contra organismos Gram-positivos e Gram-
negativos. A partir desta cultura primaria, foram realizados os testes para identificacédo

dos isolados clinicos.

4.2.1 Producgao de Pigmentos

A avaliacdo da producdo dos pigmentos por Pseudomonas aeruginosa foi
realizada a partir do semeio das cepas em placas contendo agar cetrimida, estas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos incubacéo, a producédo dos pigmentos,
piocianina, pioverdina, piorrubina e piomelanina, foram determinadas a partir da
observacdo da coloracdo visualizada. A deteccdo da producdo de piocianina foi
evidenciada pela emissdo de fluorescéncia das coldnias, quando expostas a luz
ultravioleta (UV).
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4.2.2 Provas preliminares para identificacdo bioquimica de Pseudomonas

aeruginosa

4.2.2.1 Semeio em agar triplice agucar-ferro (TSI)

Para identificacdo bioquimica, inicialmente foi utilizado o meio triplice acucar-
ferro (TSI), uma coldnia do semeio primario, de cada cepa, foi semeada com uma
agulha fincando até o fundo e na superficie do agar inclinado. Os bacilos néo
fermentadores como P. aeruginosa, quando inoculados em agar TSI ndo provocam
gualquer alteracdo no meio, permanecendo vermelho (alcalino) no apice e na base
(KONEMAN et al, 2018).

4.4.2.2 Atividade da Citocromo Oxidase

Para determinar a atividade da citocromo oxidase, uma colénia do crescimento
primario de cada cepa foi depositada sobre fitas de papel filtro, a esta colonia foram
acrescidas 3 gotas do reativo de Kovacs. A reacdo positiva é identificada em alguns

segundos pelo aparecimento da cor purpura intensa (KONEMAN et al, 2018).

4.2.2.3 Utilizacao do citrato

Para avaliar a utilizacdo do citrato, as cepas foram semeadas em agar citrato
de Simmons. A partir do crescimento, a utilizacdo do citrato é observada com a
producao de amodnia, que é detectada pela alcalinizacdo do meio a partir da conversao
NHz* em NH4OH. Esta reacéo € detectada pela mudanca de cor do meio de cultura,
gue quando neutro tem cor verde, porém quando alcalinizado (pH acima de 7,6)
adquire a cor azul, indicando a utilizagéao do citrato pelo micro-organismo (KONEMAN

et al, 2018).

4.2.2.4 Atividade da urease

A urease € uma enzima presente em muitas espécies de micro-organismos que
podem hidrolisar a ureia, uma diamina do acido carbénico. A atividade da uréase foi

observada a partir do semeio das cepas no caldo uréia de Stuart. A reacdo positiva
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para este teste é observada com o aparecimento da cor rosa forte (pink), oriunda da

hidrélise da ureia que promove a alcalinizacéo de todo o meio (KONEMAN et al, 2018).

4.2.2.5 Produgao de Hemolisinas

A avaliacdo producdo de hemolisinas por Pseudomonas aeruginosa foram
realizadas a partir do semeio das cepas agar sangue, estas foram incubadas a 37 °C
por 24 horas. A formagdo de um halo translucido ao redor das colbnias, indicativo de
hemolise, foi interpretada como cepas produtoras de hemolisina (KONEMAN et al,
2018).

4.2.2.6 Producéo de protease alcalina

A determinacdo da producdo de protease pelas cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa foi realizada a partir do semeio dos isolados em agar skim
milk 2%, estas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A interpretacao foi realizada com
base na formacao de um halo ao redor do cultivo, indicativo de produtora de protease,
ou a auséncia do halo, para as cepas nado produtoras de protease. A cepa de

Pseudomonas aeruginosa PAOL1 foi utilizada como controle positivo.

4.3 DETERMINACAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA

O fendtipo de resisténcia das cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa
(LFBM-HO03, LFBM-06, LFBM-HO07, LFBM-H09, LFBM-H14, LFBM-H15, LFBM-H16,
LFBM-H17, LFBM-H21 E LFBM-CO03) foi determinado pelo método de disco difusédo
(BAUER et al, 1966). Por este método, 0s micro-organismos sdo caracterizados em
sensiveis, resistentes ou intermediarios com base no diametro, em milimetros, da
zona de inibicdo do crescimento do micro-organismo em torno do disco.

Os micro-organismos resistentes a pelo menos um antimicrobiano em trés
classes ou mais s&o classificados como multidrogas resistentes (MDR). Os
antimicrobianos e os critérios de interpretacdo determinados foram utilizados nesse
estudo pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e estdo descritos na
Tabela 2.
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Tabela 2 — Antimicrobianos e critérios de classificacdo da resisténcia

Antimicrobiano Concentracdo Diametro da zona de inibicdo (mm)
Amicacina 30 ug <12
Aztreonam 30 ug <15
Cefepima 30 ug <14
Ceftazidima 30 pg <14
Ceftriaxona 30 pg <13

Ciprofloxacino 5 ug <15
Gentamicina 10 pg <12
Imipenem 10 ug <15
Levofloxacino 5 ug <13
Meropenem 10 ug <15
Piperaciclina com Tazobactam 100/10 pg <15

Fonte: CLSI, 2017.

4.4 DETERMINACAO FENOTIPICA DA PRODUCAO DE METALO-B-LACTAMASE

A producdo de Metalo-B-Lactamase (MBL) pelas cepas de Pseudomonas
aeruginosa foi avaliada, segundo metodologia de Yong e colaboradores (2002). A
cepa de Pseudomonas aeruginosa 48-1997 foi utilizada como controle positivo para
0sS genes blasspw-1.

A partir de uma cultura incubada por 24h em agar Mueller-Hinton, foi preparada
uma suspensédo bacteriana de concentracdo de 108 UFC/mL. O semeio foi realizado
em agar Mueller-Hinton com auxilio de Swab estéril, em toda superficie do meio ao
fim, obtendo um crescimento confluente.

Semelhante aos testes de difusdo em disco, os antimicrobianos utilizados neste
teste foram imipenem (10ug) e ceftazidima (30ug), dois discos de cada antimicrobiano
para mesma cepa. Um dos discos dos antimicrobianos foram previamente
impregnados com 10uL de EDTA 0,5 M (acido etilenodiamino tetra-acético), conforme
representacdo da Figura 13. Para comparacao do efeito do antimicrobiano isolado e
o antimicrobiano associado com EDTA frente as cepas semeadas. Ap0s semeio, 0S
discos foram depositados e as placas foram incubadas a 35°C + 2 por 18 - 24 h. O
teste foi considerado positivo para producao de MBL quando o halo do antibitico com

EDTA foi =2 a 7 mm em relagao ao antibiético isolado.
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Figura 13 — Esquema do teste fenotipico para determinacao da formacao da MBL.

O

IMP+EDTA

O
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Fonte: O autor.

4.5 ANALISE MOLECULAR DE Pseudomonas aeruginosa

4.5.1 Extracao e quantificacdo de DNA

Foi realizada a extracdo do DNA total das 10 cepas clinicas de P. aeruginosa
MDR que apresentaram resisténcia aos B-lactamicos. A extracao foi feita utilizando o
kit de extracdo de DNA Brazol (LGC Biotecnologia) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante, e a dosagem do DNA foi realizada por espectrofotometria
(Ultraspec 3000; Pharmacia Biotech) no comprimento de onda 260—-280nm, conforme

esquema da Figura 14.
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Figura 14 — Esquema da técnica de extragdo de DNA de Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: O autor.

4.5.2 Deteccéo dos genes de MBL (blaspw-1, blave, blaviv) € 0 blakec

Visando elucidar o mecanismo de resisténcia aos B-lactamicos nas cepas
pesquisadas, foi realizada a pesquisa dos genes das MBLs e o blakpc utilizando
primers especificos (Tabela 3) (YIGIT et al, 2001; GALES et al, 2003; DONG et al,
2008). Para cada reacéo de PCR, foi adicionado um controle negativo, consistindo de
componentes da reacdo sem adicdo de DNA, e cepas de controle positivo para 0s
genes: blaspv-1 (P. aeruginosa 48-1997A), blaive (P. aeruginosa PSA319) e blavim (P.
aeruginosa VIM-1) fornecidas pelo Laboratorio Alerta da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP) e o blakec (P. aeruginosa P22A) oriunda da colecao de cultura do
Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medicina

Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Tabela 3 — Primers utilizados para amplificacdo dos genes de Pseudomonas aeruginosa.

Gene Primers
blave F(5 GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 3))
R(5, GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT 3,

blavim F(5, CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 3,)

R(5, AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 3))
blaspm-1 F(5,CCTACAATCTAACGGCGACC?)

R (5, TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 3))

blakpc F (5 TGTCACTGTATCGCCGTC 3,)

R (5,CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 3,)
Fonte: YIGIT et al, 2001; GALES et al, 2003; DONG et al, 2008.

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

4.6.1 Preparacédo e Padronizacéo do in6culo

A preparacdo e padronizacdo do inoculo foram realizadas conforme
preconizado pelo CLSI (2017). Col6nias isoladas de uma cultura de agar Mueller-
Hinton de 24 horas, foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton, para obter uma
turvacédo equivalente ao tubo n° 0,5 (108 UFC/mL) da escala de McFarland. A partir
dessa suspensdo, diluicbes seriadas foram realizadas na propor¢cdo de 1:10
sucessivamente em solucéo fisiologica (0,85% p/v) com a finalidade de enumerar as

células viaveis de forma a obter um inéculo final igual a 10° UFC/mL.

4.6.2 Drogas

Foram utilizados o alendronato de sédio (Infinity Pharma®) e os seguintes
antimicrobianos, Amicacina (Hipolabor®), Cefepima (Nova Farma®), Ceftazidima
(ABL - antibidticos do Brasil), Ceftriaxona (Cellofarm), Levofloxacino (Infinity
Pharma®), Meropenem (AstraZeneca®) e Polixomina B (Eurofarma). Esses

antimicrobianos foram escolhidos com base na terapéutica antipseudomonas, cujo
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perfil de resisténcia bacteriana de Pseudomonas aeruginosa foi descrito com base
nos valores preconizados pelo CLSI (2017).

A preparacao de cada solucédo desses antimicrobianos foi realizada através da
pesagem analitica e solubilizacdo em agua destilada esterilizada, de forma a obter
uma solucédo estoque de 4.096pg/mL. As solugdes estoques foram esterilizadas por

filtracdo em membrana Millipore® de 0,22um de porosidade.

4.6.3 Determinacgéo da atividade antimicrobiana

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo
método de microdiluicdo em placa de 96 pocos, preconizado pelo CLSI (2017).

Diluicdes seriadas em caldo Mueller-Hinton foram realizadas a partir de 100uL
da solucéo estoque de cada antimicrobiano, o qual foi dispensado na primeira linha
(A) e diluido até a linha H de forma a obter concentracdes finais que variaram de 1024
a 0,5ug/mL.

Posteriormente as culturas de Pseudomonas aeruginosa (100uL) foram
dispensadas em todos os pocos da microplaca de forma a obter ao final uma
concentracdo de 10* UFC/poco. As placas foram incubadas a 35 °C + 2 por 24 h. Apés
a incubacédo 20uL de resazurina numa concentracao de 0,02 % foram adicionadas em
todos os pocos da placa e reincubadas a 35 °C % 2 por 3 horas.

A concentracao bactericida minima (CBM) foi determinada a partir dos pocos
onde néo foram observados crescimento. Aliquotas de 10uL foram semeadas em agar
Mueller Hinton seguida de incubacdo a 35°C = 2 por 24h. ApdGs incubacdo foram
enumeradas as unidades formadoras de col6nias. A CBM foi definida como a menor
concentracdo dos antimicrobianos e do alendronato de sédio capaz de inviabilizar
99,99% da populacdo bacteriana inicial (COURVALIN, 1985).

4.6.4 Critérios de interpretacéo

As interpretacbes da suscetibilidade para os agentes antimicrobianos foram

realizadas conforme preconiza o CLSI, descritos na Tabela 4:
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Tabela 4 - Critérios de interpretacdo da resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos,

com base nos valores de concentragao inibitéria minima (CIM).

Antimicrobianos Break points*
Amicacina (AMI) CIM = 64 pg/mL
Cefepima (CMP) CIM = 32 pg/mL
Ceftazidima (CAZ) CIM = 32 pg/mL
Ceftriaxona (CRO) CIM = 64 pg/mL
Levofloxacino (LVX) CIM = 8 pg/mL
Meropenem (MER) CIM = 8 pg/mL
Polimixina B (POL B) CIM 2= 8 pg/mL

Fonte: CLSI, 2017.

A classificacdo antipseudomonal do alendronato de sodio foi realizada
utilizando os seguintes critérios, atividade antimicrobiana forte a CIM é inferior a 100
ug/mL, atividade antimicrobiana moderada os valores da CIM séo de 100 — 500 pg/mL,
atividade antimicrobiana fraca os valores séo de 500 — 1000 pg/mL, sdo considerados
inativos quando a CIM é superior a 1000 pug/mL (PRETTO et al, 2014).

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPSEUDOMONAS DO ALENDRONATO DE
SODIO ASSOCIADO A ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS

4.7.1 Micro-organismos

Um grupo formado por 11 cepas de Pseudomonas aeruginosa foi utilizado
neste estudo, sendo uma delas a cepa de referéncia Pseudomonas aeruginosa SPM-
1 e as demais cepas de isolados hospitalares (LFBM-H03, LFBM-H06, LFBM-HO7,
LFBM-HO08, LFBM-H09, LFBM-H14, LFBM-H15, LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21,
LFBM-CO03).

4.7.2 Agentes antimicrobianos

Para avaliacdo da atividade antipseudomonas das associacbes de

antimicrobianos foram utilizados os seguintes agentes antimicrobianos: Amicacina
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(Hipolabor®), Cefepima (Nova Farma®), Ceftazidima (ABL — antibiéticos do Brasil),
Ceftriaxona  (Cellofarm), Levofloxacino  (Infinity = Pharma®), = Meropenem
(AstraZeneca®) e o alendronato de sodio (Infinity Pharma®).

A preparagéo de cada solucdo desses antimicrobianos foi realizada através da
pesagem analitica e solubilizacdo em agua destilada esterilizada, de forma a obter
uma solucédo estoque de 4.096ug/mL. As solucdes estoques foram esterilizadas por

filtracdo em membrana Millipore® de 0,22um de porosidade.

4.7.3 Preparacdo e Padronizacdo do Inéculo

A preparacdo e padronizacdo do indculo foram realizadas conforme
preconizado pelo CLSI (2017). Colbnias isoladas de uma cultura de agar Mueller-
Hinton de 24 horas, foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton, para obter uma
turvacdo equivalente ao tubo n° 0,5 (108 UFC/mL) da escala de McFarland. A partir
dessa suspensao diluicbes seriadas foram realizadas na propor¢cdo de 1:10
sucessivamente em solucéo fisiologica (0,85% p/v) com a finalidade de enumerar as

células viaveis de forma a obter um inéculo final igual a 10° UFC/mL.

4.7.4 Avaliacdo do efeito das associacdes entre Alendronato de sdédio e

antimicrobianos — Método do tabuleiro Xadrez

Os valores das CIMs foram utilizados como base para avaliacéo do efeito das
associacfes entre 0s antimicrobianos e o alendronato de sédio. A metodologia
utilizada foi a do tabuleiro xadrez (Checkboard assay) descrita por Lorian (2005)
conforme esquema da Figura 15. As solugbes dos antimicrobianos foram preparadas
em caldo Mueller Hinton de forma a obter concentragfes sub-inibitérias que variaram
de 1/2 a 1/4096 e 1/2 e 1/256 x CIM para 0s antimicrobianos e para o alendronato de
sédio respectivamente. A distribuicdo dessas solucdes foi realizada por transferéncia
de 50puL do alendronato de sodio e 50uL do antimicrobiano, seguindo a distribuicao
na orientagcdo horizontal e na orientacdo vertical, respectivamente. Posteriormente,
100pL do inéculo (10* UFC/mL) previamente preparado e foi depositado em cada poco

da placa de microtitulacéo. Essas placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
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Figura 15 — Esquema de distribuicdo dos antimicrobianos pelo método do tabuleiro xadrez.
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Fonte: O autor.

4.7.5 Critérios de interpretacéo

Ainterpretacéo dos resultados do efeito da associa¢ao entre os antimicrobianos
e o alendronato de sédio foi obtida através do calculo do indice de Concentracéo

Inibitéria Fracionada (ICIF), de acordo com a equacéao:

ICIF=CIFA+CIFB
Onde:

CIF A = CIM do alendronato de sédio em associacdo com antimicrobiano
CIM do alendronato de sédio isolado

CIF B = CIM do antimicrobiano em associacdo com alendronato de sédio
CIM do antimicrobiano isolado

De acordo com os resultados, os efeitos obtidos com as associacdes foram
classificados conforme o ICIF obtido, é considerado sinérgico quando ICIF < 0,5;
aditivo quando 0,5 < ICIF < 1; indiferente quando 1 < ICIF < 2, antagonista quando a
ICIF = 2. A Figura 16 demostra o perfil dos isobologramas que podem ser obtidos

dependendo do efeito observado entre as associacdes (LORIAN, 2005).
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Figura 16 — Perfil dos isobologramas com os possiveis efeitos entre as associac@es de farmacos: A
(Aditivo), B (Sinérgico) e C (Antagdnico).
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Fonte: LORIAN (2005).

4.8 BIOSSINTESE DO BIOFILME POR CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa E A
ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO ALENDRONATO DE SODIO ISOLADO E
ASSOCIADO COM antimicrobianos

4.8.1 Micro-organismos

Um grupo composto por 12 cepas de Pseudomonas aeruginosa foi utilizado
para o estudo da biossintese do biofilme, sendo duas cepas controle, a de P.
aeruginosa PAOL1 e P. aeruginosa SPM-1 e 10 cepas clinicas (LFBM-H03, LFBM-HO06,
LFBM-HO7, LFBM-HQ09, LFBM-H14, LFBM-H15, LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21 e
LFBM-CO03).

4.8.2 Meio de cultura

O caldo Lurian Bertani (LB) (Kasvi - Importagéo e Distribuicdo De Produtos Para
Laboratérios Ltda) foi utilizado como meio de cultivo e para o preparo do in6culo. Para
a padronizacdo do inéculo, avaliagdo da producdo do biofiime, da atividade
antibiofilme e para o preparo das solu¢cdes seriadas das drogas foi utilizado o meio
minimo M63 suplementado com 0,4% de arginina. Esse meio foi preparado conforme
as recomendacdes O’toole (2011) e apresenta as referidas substancias KH2POu,
K2HPO4, (NH4)2S04, MgSO4 e arginina.
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4.8.3 Agentes Antimicrobianos

Os testes da atividade antibiofilme foram realizados com o alendronato de sodio
isolado com as concentragdes variando de 1024ug/mL (CIM), 2048ug/mL (2x CIM),
4096ug/mL (4x CIM) e 8192ug/mL (8x CIM). As atividades antibiofilme também foram
avaliadas a partir da associacdo do alendronato de sédios com os antimicrobianos,
cefepima, ceftazidima e meropenem, nas concentracdes do efeito sinérgico dispostos
na Tabela 8 de Pseudomonas aeruginosa. Para avaliagdo da atividade antibiofilme

foram realizadas as seguintes associag0es discriminadas na Figura 17:

Figura 17 — Diagrama dos farmacos utilizados para determinagéo da atividade antibiofilme
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Fonte: O autor.

4.8.4 Preparacdo do in6culo

O inéculo foi preparado de acordo com a descrigao de O’toole (2011). A partir
do agar cetrimida, 1uL de colénia de P. aeruginosa foi cultivada em Lurian Bertani a
35 £ 2°C, incubada por 18 horas. A cultura de overnight de Pseudomonas aeruginosa
foi preparada em Lurian Bertani. A partir deste o indculo foi diluido 1:100 no meio de

cultivo M63 suplementado com 0,4% de arginina.

4.8.5 Avaliagcéo da formagéo do biofilme in vitro

A quantificacéo do biofilme formado por cepas de Pseudomonas aeruginosa foi

baseada no método descrito por O’toole (2011) com poucas modificagdes. A partir do
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inéculo de 1:100 (108 UFC/mL) no meio de cultivo M63 suplementado com 0,4% de
arginina, foram adicionados 200uL de cada cepa de P. aeruginosa, em uma
microplaca de poliestireno de 96 pocos de fundo chato e estéril. As placas foram
incubadas a 35 + 2°C, por 24 horas. Os testes foram realizados em quadruplicata.

Apébs o periodo de incubacéo as células livres com o meio de cultivo foram
descartadas e as células bacterianas aderidas ao poliestireno, lavadas duas vezes
com solucédo de NaCl (0,85%), secas a 35 + 2°C por duas horas, coradas com 200uL
de uma solucéo de cristal violeta a 0,1%, deixando em contato durante 15 minutos.
Em seguida, este corante foi descartado e 0s pocos lavados quatro vezes com agua
destilada esterilizada e as placas foram secas em temperatura ambiente. Para
revelacdo do biofilme foram adicionados 200uL de acido acético glacial a 30% (v/v),
deixando agir por 15 minutos.

Um volume de 160uL da solucéo ja corada foi transferido para outra microplaca
e a leitura realizada na leitora de microplacas (Thermo Plate, TP-READER NM) em
comprimento de onda 550nm, o esquema realizado estd descrito na Figura 18.
Usando o meio M63 suplementado com 0,4% de arginina como padrao negativo da
formacao de biofilme (O'TOOLE, 2011).

Figura 18 - Esquema da biossintese e avaliagdo da atividade antibiofiime em microplacas.

=

Agar Cetrimida 100 pL meio com inoculo Incubagdo 37 °C

Caldo LB Caldo M63 100 pL meio com droga 24 horas

0 m

—

Descarte das células livres 160 pL da suspensdo de
Lavagem com solugdo NaCl 4cido acético

Secagem (Fixagdo)
Coloragdo + Lavagem + Secagem
Suspender em solugdo de acido acético 30%

Toampo

Leitura da placa 550 nm

newnE

Fonte: O autor.
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4.8.6 Critérios de interpretacdo e classificacdo do biofilme

Os resultados obtidos da formacdo do biofiime em relacdo a sua producéo
podem ser classificados seguindo a metodologia de Stepanovic e colaboradores
(2000), com base na densidade Optica (DO) obtida nos testes, desse modo elas
podem ser classificadas como n&o produtoras, fracamente produtoras,
moderadamente ou fortemente produtoras de biofilme, conforme a relagéo a seguir,

como controle foi utilizado a DO do meio M63 suplementado com 0,4 % de arginina:

DO (isolado) < DO (controle) = ndo produtor de biofilme;
DO (controle) < DO (isolado) < 2DO (controle) = produtor fraco;
2DO (controle) < DO (isolado) < 4DO (controle) = produtor moderado;
4 DO (controle) < DO (isolado) = Forte produtor.

4.8.7 Determinagdo da atividade antibiofiime frente as associagdes de

antimicrobianos e alendronato de sédio

Todas as cepas de Pseudomonas aeruginosa, com excecao da PAOL, foram
avaliadas frente as associacoes cefepime/alendronato de sadio,
ceftazidima/alendronato de sédio e meropenem/alendronato de sodio em suas
concentracbes referentes aos valores do ICIF. Assim, em cada poco foram
distribuidos 50uL do antimicrobiano, 50uL do alendronato de sédio e 100uL do
indculo. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas. Apés este periodo foi
realizado o procedimento descrito abaixo.

Apos o periodo de incubacéo foi realizado o procedimento de lavagem, fixacéo,
coloracdo e quantificacdo do biofilme, ja descrito no item 4.8.5. A porcentagem de
inibicdo do biofilme foi estimada a partir dos valores de densidade Optica, usando a

seguinte equacao:

% de inibicdo do biofilme = DO controle — DO tratamento X 100

DO controle
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4.8.8 Determinacéo da atividade antibiofilme frente ao alendronato de sédio

A avaliacdo da acdo do alendronato de sodio frente as 12 cepas de
Pseudomonas aeruginosa foi realizado com a sua CIM e com concentragdes mdultiplas
dela, como: 1024ug/mL (1x CIM), 2048ug/mL (2x CIM), 4096ug/mL (4x CIM) e
8.192ug/mL (8x CIM). A partir do inoculo previamente preparado com LB, foi realizada
a diluicdo 1:100 (10% UFC/mL) no meio de cultivo M63 suplementado com 0,4% de
arginina, foram distribuidos 100uL do in6culo e 100uL do do alendronato de sodio
previamente diluido no meio M63 suplementado com 0,4% de arginina. Para obter o
controle da formacéao do biofilme. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas.

Apos o periodo de incubacéo foi realizado o procedimento de lavagem, fixacéo,
coloracdo e quantificacdo do biofilme, ja descrito no item 4.8.5. A porcentagem de
inibicdo do biofilme foi estimada a partir dos valores de densidade Optica, usando a

seguinte equacao:

% de inibigcdo do biofilme = DO controle — DO tratamento X 100

DO controle

4.8.9 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata e os resultados
obtidos foram expressos com média e desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada
no GraphPad Prism 9.0 para Windows. Foi observada a interacdo entre a
concentracdo das drogas e a porcentagem de inibicdo de biofilme em Analises de
Covariancia (ANCOVA). Além disso, foi estudada a relagéo entre a concentracao das
drogas e a porcentagem de inibicdo de biofilme para cada cepa através de modelos
de Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelos testes de comparacdo mdaltipla de

Tukey. Os valores considerados significativos foram p <0,05.
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4.9 AVALIACAO POR MICROSCOPIA OPTICA DA PRODUCAO DO BIOFILME E DA
ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO ALENDRONATO DE SODIO EM Pseudomonas

aeruginosa

4.9.1 Micro-organismos

Um grupo composto por 3 cepas de Pseudomonas aeruginosa foi utilizado para
0 estudo microscopico da a¢éo do alendronato de sodio sobre o biofilme, sendo duas
cepas de referéncia, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Pseudomonas aeruginosa
SPM-1 e a cepa clinica LFBM-H21.

4.9.2 Meio de cultura

O caldo Lurian Bertani foi utilizado como meio de cultivo e para o preparo do
in6culo. Para a padronizacdo do inéculo, avaliacdo da producdo do biofilme, da
atividade antibiofilme e para o preparo das solu¢des seriadas das drogas foi utilizado
o caldo M63 suplementado com 0,4 % de arginina.

4.9.3 Droga

Os testes da atividade antibiofilme foram realizados com o alendronato de sédio
isolado com as concentragdes variando de 1024ug/mL (CIM), 2048ug/mL (2x CIM),
4096pg/mL (4x CIM) e 8192ug/mL (8x CIM).

4.9.4 Preparacéo do in6culo

O indculo foi preparado de acordo com a descrigao de O’toole (2011). A partir
do agar cetrimida, 1uL de colénia de P. aeruginosa foi cultivada em caldo Lurian
Bertani a 35 £ 2°C, incubada por 18 horas. A cultura de overnight de Pseudomonas
aeruginosa foi preparada em caldo Lurian Bertani. A partir deste o inéculo foi diluido

1:100 no meio de cultivo M63 suplementado com arginina.
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4.9.5 Avaliacdo da formacéo do biofilme em placa de poliestireno para analise

microscopica

Foi realizada a visualizagdo da atividade microscopica do alendronato de sodio
sobre a formagao do biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

O cultivo do biofilme das cepas de Pseudomonas aeruginosa foi baseado no
método descrito por O’toole (2011), com poucas modificacdes. A partir do inéculo de
1:100 (10 UFC/mL) no meio de cultivo M63 suplementado com 0,4% de arginina,
foram adicionados 1,8mL de cada cepa de P. aeruginosa numa microplaca de
poliestireno de 24 pocos de fundo chato e estéril. As placas foram incubadas a 35 +
2°C, por 24 horas.

Apés o periodo de incubacdo as culturas foram descartadas e as células
bacterianas aderidas ao poliestireno, lavadas duas vezes com solugcdo de NaCl
(0,85%), secas a 35 + 2°C por duas horas, coradas com 2mL de uma solucéo de cristal
violeta a 0,1%, deixando em contato durante 15 minutos. Em seguida, este corante foi
descartado e 0s pocos lavados quatro vezes com agua destilada esterilizada, as
placas foram secas em temperatura ambiente, observado por microscopio oOptico

usando lente objetiva 40x as imagens foram capturadas.
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5 RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS CEPAS CLINICAS DE Pseudomonas

aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa quando corada pela técnica do Gram ¢é
microscopicamente visualizada como bacilo Gram-negativo, com tamanho variando
entre 1,5-3,0um de comprimento. A identificacdo morfotintorial das cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa esta representada na Figura 19. As cepas foram
identificadas preliminarmente a partir de testes presuntivos para bacilos Gram-

negativos nao fermentadores, os resultados estédo representados na Tabela 5.

Figura 19 — Pseudomonas aeruginosa pelo método de Gram.

Fonte: O autor.

Tabela 5 — Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa por reacdes bioquimicas.

Provas bioquimicas Resultado

Agar triplice acucar-ferro (TSI)  Alcalino

Utilizacao do citrato Positivo
Atividade da uréase Positivo
Citocromo oxidase Positivo
Hemolise Positivo
Producao de protease Positivo

Fonte: O autor.
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A Figura 20 demostra a coloracdo das colénias de Pseudomonas aeruginosa
de acordo com a producéo e difusdo dos pigmentos no Agar cetrimida (Figura 19).
Todas as cepas apresentaram producéo de piocianina (n= 12, 100%), a producao de
pioverdina (n= 8, 66,7%) foram identificadas nas cepas LFBM-HO03, LFBM-HO06, LFBM-
14, LFBM- H15, LFBM-H16, LFBM-C03, P. aeruginosa PAOL1 e P. aeruginosa SPM-
1. A cepa LFBM-H14 apresentou a coloracdo indicativo de piorrubina (8,33%). A
producdo de protease foi evidenciada em todas as cepas, confirmando as
caracteristicas fenotipicas de Pseudomonas aeruginosa pela formacao de um halo
quando as cepas foram semeadas em Agar Skim milk, conforme a Figura 21.

Figura 20 — Expressao fenotipica dos pigmentos hidrossollveis das 12 cepas de Pseudomonas

aeruginosas estudadas.

A AT ) B
\ Expressao fenotipica dos pigmentos (%)
LFBM-HO6 LFBM-HO7
tedh 120
NI
h 100

o
LFBM-HO9 |

® Piocianina M Pioverdina Piorrubina

(A) Crescimento em Agar cetrimida. (B) Porcentagem de producédo dos pigmentos. (C) Crescimento

em caldo MH. Fonte: O autor.
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Figura 21 — Producéo de protease alcalina por Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: O autor.

5.2 DETERMINACAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA

O perfil fenotipico de resisténcia das cepas clinicas de Pseudomonas
aeruginosa utilizadas neste estudo, oriundas de isolados hospitalares, estdo descritos
na Figura 22. Os isolados clinicos (n=10) de Pseudomonas aeruginosa foram
resistentes a todas as classes dos antimicrobianos (100%/n=6) testados e por isso
foram classificados como multidrogas resistentes (MDR). Com excecao da cepa
LFBM-CO03, que apresentou sensibilidade a piperaciclina associada a tazobactam (B-

lactémico associado a inibidor da 3-lactamase), e ao azetreonam (monobactamico).
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Figura 22 — Perfil de susceptibilidade de Pseudomonas aeruginosa frente a antimicrobianos
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Fonte: O autor.

5.3 DETECCAO DOS GENES DE METALO-B-LACTAMASE (blaspwm-1, blaivp, blayiv)

e o blakpc

Das 10 cepas analisadas dos testes fenotipicos para producdo de MBLs, 80%
(8/10), apresentaram positivas para producdo dessas enzimas. No entanto, das 10
cepas de P. aeruginosa analisadas neste estudo, nenhuma apresentou genes
relacionados as MBL, porém 40% (4/10) foram positivos para a presenca do gene

blakpc, conforme a Tabela 6:

Tabela 6 — Detecgao dos genes de resisténcias aos B-lactamicos e teste fenotipico da metalo-B-

lactamase.

Cepa blaspm-1 blaimp blavim blakpc MpBL
LFBM-HO3 - - - ] +
LFBM-H06 - - - - -
LFBM-HO7 - - - +
LFBM-H09 - ; ] +
LFBM-H14 - - ; +
LFBM-H15 - - - -
LFBM-H16 - - - -
LFBM-H17 - - - -
LFBM-H21 - - ; +
LFBM-C03 - - - -

SPM-1 + - ; -

Genes de MBL (blaspwm-1, blavp, blavim), blakpec, teste fenotipico: MBL (metalo-B-lactamase).
Fonte: O autor.

o+ o+ o+ +

+ + + +
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5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os valores para a CIM e CMB do alendronato de sodio e dos antimicrobianos,
amicacina, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima, levofloxacino, meropenem e polimixina
B frente a 12 cepas de Pseudomonas aeruginosa estao representados na Tabela 7.

As cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentaram resisténcia
antimicrobiana, com excecdo da polimixina, a todos os antibidticos testados, em
particular para as cefalosporinas. Os valores da CIM para amicacina variaram entre
32 e 1024pg/mL. Quanto aos resultados referentes ceftazidima os valores da CIM
variaram entre 16 e 512ug/mL para as cepas LFBM-H06, LFBM-H15 e LFBM-16, as
demais apresentaram CIM de 1024ug/mL. Para cefepima os valores da CIM variaram
entre 64 e 512ug/mL, no entanto, as cepas LFBM-HO7, LFBM-H09, LFBM-H14, LFBM-
H21 e SPM-1 a CIM foi de 1024ug/mL. Quanto a ceftriaxona a CIM foi de 1024ug/mL
para todas as cepas, com excec¢ao da LFBM-H06 com CIM de 512ug/mL.

A CIM de todas as cepas testadas frente ao levofloxacino demonstrou
resisténcia, com CIM entre 16 e 1024ug/mL. O comportamento das cepas frente ao
meropenem apresentou CIM entre 8 e 512ug/mL, no entanto, para cepas LFBM-HO03,
LFBM-07, LFBM-HO09, LFBM-14 E LFBM-H21, a CIM foi de 1024ug/mL. Os resultados
da CIM obtidos para polimixina B classifica a maioria das cepas bacterianas como
sensivel com CIM de 2ug/mL, e apenas trés das cepas (LFBM-H06, LFBM-H21 e
LFBM-C03) apresentaram perfil de susceptibilidade intermediaria para este
antimicrobiano. Para todas as cepas testadas o alendronato de sédio apresentou CIM
de 1024pg/mL.
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Tabela 7 — Concentracéo Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida Minima do alendronato de sédio e dos antimicrobianos frente a cepas de

Pseudomonas aeruginosa multidroga resistentes.

Pseudomonas CIM/CBM (pg/mL)
aeruginosa AMI CAZ CRO CPM LVX MER POL B AS

LFBM-HO03 1024//>1024 (R)  >1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 512/1024 (R) 512/1024 (R)  1024/>1024 (R) 2/16 (S) 1024/>1024
LFBM-HO06 32/64 (1) 16/32 (1) 512/1024 (R) 64/128 (R) 32/64 (R) 8/16 (R) 4/16 (1) 1024/>1024
LFBM-HO07 256/512 (R) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 512/1024 (R) 1024/>1024 (R) 2/8 (S) 1024/>1024
LFBM-H09 64/128 (R) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 512/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 2/8 (S) 1024/>1024
LFBM-H14 64/128 (R) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 2/8 (S) 1024/>1024
LFBM-H15 64/128 (R) 512/1024 (R) 1024/>1024 (R) 512/1024 (R) 512/>1024 (R) 512/1024 (R) 2/8 (S) 1024/>1024
LFBM-H16 128/256 (R) 256/512 (R) 1024/>1024 (R) 64/256 (R) 16/64 (R) 16/64 (R) 2/8 (S) 1024/>1024
LFBM-H17 32/64 (1) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 512/1024 (R) 1024/>1024 (R) 256/512 (R) 2/8 (S) 1024/>1024
LFBM-H21 64/256 (R) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 256/1024 (R)  1024/>1024 (R) 4/8 (1) 1024/>1024
LFBM-CO03 64/128 (R) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 512/1024 (R) 1024/>1024 (R) 256/512 (R) 4/8 (1) 1024/>1024
PAO1 2/4 (S) 2/4 (S) 64/>64 (S) 2/4 (S) 2/4 (S) 4/8 (S) 0,5/1 (S) 1024/>1024

SPM-1 2/4 (S) 1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 256/1024 (R)  1024/>1024 (R)  1024/>1024 (R) 1024/>1024

MBL — metalo-beta-lactamase; antimicrobianos e valores de referéncia: Amicacina (AMI), Cefepima (CPM), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO),
Levofloxacino (LVX), Meropenem (MER), Polimixina B (POL B) e Alendronado de sodio (AS). Interpretagdo: R (resistente), | (intermediario) e S (sensivel).

Fonte: O autor.
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55 EFEITO DA ASSOCIACAO DE ALENDRONATO DE SODIO COM
ANTIMICROBIANOS - TABULEIRO XADREZ

O indice de CIF individual de cada antimicrobiano e do alendronato de sédio,
CIM da associagédo e o percentual de reducéo da CIM para as associacdes estéao
representados na Tabela 8.

A atividade do alendronato de sédio contra Pseudomonas aeruginosa se deu a
partir de concentragdes sub-inibitérias, variando entre 8 e 512 yg/mL. A associacéo
dos antimicrobianos com o alendronato de sddio foi sinérgica com o valor do ICIF <
0,5, para mais de 95% dos testes.

A associacdo amicacina/alendronato de sédio apresentou um efeito sinérgico
frente a todas as cepas avaliadas. Os valores de ICIF para esta associacao variaram
entre 0,25 a 0,50, reduzindo em até oito diluicbes o valor da CIM para este
antimicrobiano. Todas as cepas que apresentaram sinergismo tiveram a reversao na
sensibilidade a amicacina, obtendo apds a associacao valores de CIM entre 4 e 8
Mg/mL o que caracteriza a cepa como sensivel.

A associacdo de cefepima/alendronato de sodio também foi sinérgica frente a
todas as cepas. Os valores dos indices CIF variaram de 0,25 a 0,50, reduzindo em
até oito diluicbes a CIM de cefepima, com as concentracdes variando entre 2 e
64ug/mL, com reversao da sensibilidade para todas as cepas testadas, com excecao
da cepa LFBM-HO7.

Ceftazidimia associado ao alendronato de sddio apresentou uma reversao na
sensibilidade em sete das cepas LFBM avaliadas. Os valores de indice CIF variaram
de 0,19 a 0,50. Os valores da CIM da ceftazidima associada ao alendronato variaram
de 2 a 128ug/mL, reduzindo a CIM em até nove diluigdes quando comprarada a CIM
individual, conforme as cepas LFBM-H17 e LFBM-H21.

O sinergismo e a reversao da sensibilidade foram evidenciados na associacdo
da ceftriaxona/alendronato de sodio para a maior parte das cepas, exceto para as
cepas LFBM-H09 e LFBM-H14, as quais foram observados efeitos aditivos com o ICIF
> 0,50. Os valores de ICIF variaram de 0,16 a 0,50, e a CIM da ceftriaxona foi reduzida
em até dez dilui¢des.

A associacdo levofloxacino/alendronato de sédio exibiu atividade sinérgica
frente a todas as cepas testadas, com valores de ICIF que variaram de 0,19 a 0,38.

Esta associacdo foi capaz de reduzir a concentracdo do levofloxacino em até sete
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diluicdes, mas apenas duas cepas LFBM-06, LFBM-H16 e SPM-1 apresentaram
reversao da sensibilidade a esta fluoroquinolona.

O meropenem associado ao alendronato de sodio apresentou efeito sinérgico
sobre o crescimento da maioria das cepas avaliadas (ICIF =0,19 a 0,50). Com esta
associacdo CIM do meropenem foi reduzida em até oito diluicdes. Apenas a cepa
LFBM-H14 apresentou efeito aditivo (ICIF = 0,63). As cepas LFBM-H06, LFBM-HO07,
LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-C03 e SPM-1 apresentaram reversao na
sensibilidade bacteriana frente ao meropenem quando em associagdo com O
alendronato de sadio.

Os isobologramas resultantes das associacdes do alendronato de sodio com

0s antimicrobianos estéo representados nos graficos das Figuras 23 a 33.



Tabela 8 — Associacdo do Alendronato de Sddio com agentes antimicrobianos frente a Pseudomonas aeruginosa multidroga resistentes.
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Pseudomonas CiM CIM CIF % reducao
Combinagéo . ) o ICIF Interpretacao
aeruginosa Individual (ug/mL) associacgao (ug/mL) Individual CIM
LFBM-H03 AS/AMI 1024/1024 512/4 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-HO6 AS/AMI 1024/32 16/8 0.016/0.25 0.27* Sinérgico 98.4/75
LFBM-HO7 AS/AMI 1024/256 256/8 0.25/0.031 0.28* Sinérgico 75/96.9
LFBM-H09 AS/AMI 1024/64 256/8 0.25/0.125 0.38* Sinérgico 75/87.5
LFBM-H14 AS/AMI 1024/64 256/4 0.25/0.063 0.31* Sinérgico 75/93.7
LFBM-H15 AS/AMI 1024/64 256/4 0.25/0.063 0.31* Sinérgico 75/93.7
LFBM-H16 AS/AMI 1024/128 256/4 0.25/0.031 0.28* Sinérgico 75/96.8
LFBM-H17 AS/AMI 1024/32 8/8 0.008/0.25 0.26* Sinérgico 99.2/75
LFBM-H21 AS/AMI 1024/64 256/4 0.25/0.063 0.31* Sinérgico 75/93.7
LFBM-C03 AS/AMI 1024/64 128/8 0.125/0.125 0.25* Sinérgico 87.5/87.5
LFBM-H03 AS/CPM 1024/512 512/2 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-HO06 AS/CPM 1024/64 256/2 0.25/0.031 0.28* Sinérgico 75/96.9
LFBM-HO7 AS/CPM 1024/1024 256/64 0.25/0.063 0.31 Sinérgico 75/93.7
LFBM-H09 AS/CPM 1024/1024 512/4 0.50/0.003 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-H14 AS/CPM 1024/>1024 256/4 0.25/0.004 0.25* Sinérgico 75/99.6
LFBM-H15 AS/CPM 1024/512 256/4 0.25/0.008 0.26* Sinérgico 75/99.2
LFBM-H16 AS/CPM 1024/64 256/2 0.25/0.031 0.28* Sinérgico 75/96.8
LFBM-H17 AS/CPM 1024/512 256/8 0.25/0.016 0.27* Sinérgico 75/98.4
LFBM-H21 AS/CPM 1024/1024 256/4 0.25/0.004 0.25* Sinérgico 75/99.6
LFBM-C03 AS/CPM 1024/512 256/4 0.25/0.008 0.26* Sinérgico 75/99.2
SPM-1 AS/CPM 1024/1024 512/8 0.50/0.008 0.50* Sinérgico 50/99.2




93

Pseudomonas Combinagéao CiM CIM CIF ICIF Interpretacao % reducao
aeruginosa Individual (ug/mL) associacgao (ug/mL) Individual CiM
LFBM-HO6 AS/CAZ 1024/16 64/2 0.063/0.125 0.19* Sinérgico 93.7/87.5
LFBM-HO7 AS/CAZ 1024/1024 128/128 0.125/0.125 0.25 Sinérgico 87.5/87.5
LFBM-HO09 AS/CAZ 1024/1024 128/128 0.125/0.125 0.25 Sinérgico 87.5/87.5
LFBM-H14 AS/CAZ 1024/>1024 256/64 0.25/0.063 0.31 Sinérgico 75/193.7
LFBM-H15 AS/CAZ 1024/512 256/8 0.25/0.016 0.27* Sinérgico 75/98.4
LFBM-H16 AS/CAZ 1024/256 256/2 0.25/0.008 0.26* Sinérgico 75/99.2
LFBM-H17 AS/CAZ 1024/1024 256/4 0.25/0.004 0.25* Sinérgico 75/99.6
LFBM-H21 AS/CAZ 1024/1024 512/2 0.50/0.002 0.50* Sinérgico 50/99.8
LFBM-C03 AS/CAZ 1024/1024 256/4 0.25/0.004 0.25* Sinérgico 75/99.7

SPM-1 AS/CAZ 1024/1024 512/8 0.50/0.008 0.50* Sinérgico 50/99.2
LFBM-HO3 AS/CRO 1024/1024 512/1 0.50/0.001 0.50* Sinérgico 50/99.9
LFBM-HO6 AS/CRO 1024/512 512/2 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-HO7 AS/CRO 1024/1024 512/4 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-HO09 AS/CRO 1024/1024 512/256 0.50/0.25 0.75 Aditivo 50/75
LFBM-H14 AS/CRO 1024/>1024 512/64 0.50/0.063 0.56 Aditivo 50/93.7
LFBM-H15 AS/CRO 1024/1024 512/2 0.50/0.002 0.50* Sinérgico 75/99.8
LFBM-H16 AS/CRO 1024/1024 512/4 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-H17 AS/CRO 1024/1024 256/2 0.25/0.002 0.25* Sinérgico 75/99.8
LFBM-H21 AS/CRO 1024/1024 128/32 0.125/0.031 0.16* Sinérgico 87.5/96.9
LFBM-C03 AS/CRO 1024/1024 256/2 0.25/0.002 0.25* Sinérgico 75/99.8

SPM-1 AS/CRO 1024/1024 512/4 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
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Pseudomonas Combinagéao CIM CIM CIF ICIF Interpretacao % reducao
aeruginosa Individual (ug/mL) associacgao (ug/mL) Individual CiM
LFBM-HO3 AS/LVX 1024/512 256/64 0.25/0.125 0.38 Sinérgico 75/87.5
LFBM-HO6 AS/LVX 1024/32 256/2 0.25/0.063 0.31* Sinérgico 75/93.7
LFBM-HO7 AS/LVX 1024/512 256/32 0.25/0.063 0.31 Sinérgico 75/93.7
LFBM-HO09 AS/LVX 1024/512 256/32 0.25/0.063 0.31 Sinérgico 75/193.7
LFBM-H14 AS/LVX 1024/1024 256/64 0.25/0.063 0.31 Sinérgico 75/93.7
LFBM-H15 AS/LVX 1024/512 128/32 0.125/0.063 0.19 Sinérgico 87.5/93.7
LFBM-H16 AS/LVX 1024/16 256/0.5 0.25/0.031 0.28* Sinérgico 75/96.8
LFBM-H17 AS/LVX 1024/1024 256/64 0.25/0.063 0.31 Sinérgico 75/93.7
LFBM-H21 AS/LVX 1024/256 128/64 0.125/0.25 0.38 Sinérgico 87.5/75
LFBM-C03 AS/LVX 1024/1024 256/16 0.25/0.016 0.27 Sinérgico 75/98.4

SPM-1 AS/LVX 1024/256 256/2 0.25/0.008 0.26* Sinérgico 75/99.2
LFBM-HO3 AS/MER 1024/1024 128/64 0.125/0.063 0.19 Sinérgico 87.5/93.7
LFBM-HO6 AS/MER 1024/8 128/1 0.125/0.125 0.25* Sinérgico 87.5/87.5
LFBM-HO7 AS/MER 1024/1024 512/4 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-HO9 AS/MER 1024/1024 256/256 0.25/0.25 0.50 Sinérgico 75175
LFBM-H14 AS/MER 1024/1024 512/128 0.50/0.125 0.63 Aditivo 50/87.5
LFBM-H15 AS/MER 1024/512 256/8 0.25/0.016 0.27 Sinérgico 75/98.4
LFBM-H16 AS/MER 1024/16 256/1 0.25/0.063 0.31* Sinérgico 75/93.7
LFBM-H17 AS/MER 1024/256 512/2 0.50/0.008 0.50* Sinérgico 50/99.2
LFBM-H21 AS/MER 1024/1024 512/4 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6
LFBM-C03 AS/MER 1024/256 512/1 0.50/0.004 0.50* Sinérgico 50/99.6

SPM-1 AS/MER 1024/1024 256/8 0,25/0,008 0,26 Sinérgico 75/99.2

CIM — Concentrac&o Inibitéria Minima; CIF — Concentracéo Inibitéria Fracionada; ICIF — indice da Concentraco Inibitéria Fracionada; (*): Reverséo dos valores
da CIM do antimicrobiano em associacdo com o alendronato de sddio na qual a cepa de P. aeruginosa volta a ser sensivel — Antimicrobianos: Amicacina (AMI),
Cefepima (CPM), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Levofloxacino (LVX), Meropenem (MER), Alendronado de sodio (AS). Fonte: O autor.
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Figura 23 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sédio em associacdo com Amicacina frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-HO06,
LFBM-HO7, LFBM-H09, LFBM-H14, LFBM-H15 e LFBM-H16.
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Figura 24 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sédio em associacdo com Amicacina frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-H21,

LFBM-CO3.
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Figura 25 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de s6dio em associacdo com Cefepima frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-HO03,
LFBM-HO06, LFBM-HO7, LFBM-H14, LFBM-H15 e LFBM-H16.
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Figura 26 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de s6dio em associacdo com Cefepima frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-H17,
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Figura 27 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de s6dio em associacdo com Ceftazidima frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
HO03, LFBM-HO06, LFBM-HO7, LFBM-HQ9, LFBM-H14 e LFBM-H15.
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Figura 28 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de s6dio em associacdo com Ceftazidima frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
H16, LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-C03 e SPM-1.
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Figura 29 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sodio em associacao com Ceftriaxona frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
HO06, LFBM-H15, LFBM-H16 e SPM-1.

Fonte: O autor.
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Figura 30 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sédio em associacdo com Levofloxacino frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
HO03, LFBM-HO06, LFBM-HO7, LFBM-HQ9, LFBM-H14 e LFBM-H15.
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Figura 31 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sédio em associacao com Levofloxacino frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
H16, LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-C03 e SPM-1.
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Figura 32 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sddio em associacdo com Meropenem frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
HO03, LFBM-HO06, LFBM-H09, LFBM-H15, LFBM-H16 e LFBM-H17.
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Figura 33 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico do Alendronato de sédio em associacdo com Meropenem frente a Pseudomonas aeruginosa LFBM-
H21, LFBM-C03, SPM-1.
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5.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME PELO METODO DE MICROPLACA

A quantificacdo do biofilme das cepas de Pseudomonas aeruginosa deste
estudo, mostrou que 83,33% (10) das cepas foram classificadas como altamente
aderentes e 16,6% (2) como moderadamente aderentes (Figura 34).

Figura 34 — Avaliacdo da producéo de biofilme em microplaca.
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Fonte: O autor.

5.7 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO ALENDRONATO DE SODIO

A atividade do alendronato de sédio frente a 12 cepas de Pseudomonas
aeruginosa foi expressa em percentual de reducdo conforme apresentado na Tabela
9 e nas Figuras 34 e 35. Foram utilizadas quatro multiplas concentracdes a partir da
CIM (1024pg/mL), anteriormente determinada, para avaliar a atividade dessa droga

frente a essas espécies bacterianas.
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A reducéo da formacao do biofilme apresentou efeito dose-dependente para o
tratamento com alendronato de sédio. A ANCOVA realizada aponta que a producéo
do biofilme sofre influéncia da cepa e da concentragcéo do alendronato de sddio.

A inibicdo da formacédo do biofilme pelo alendronato de sddio frente as cepas
de Pseudomonas aeruginosa apresentou uma reducao (Tabela 9) de 46,4 a 87,1%
guando tratado com 8x CIM (8.192ug/mL), 34,4 a 84,1% quando tratado com 4x CIM
(4.096ug/mL), 11,5 a 66,5% quando tratado com 2x CIM (2.048ug/mL) e 7,0 a 28,1%
guando tratado com a CIM (1.024ug/mL), em relacdo ao controle. Os testes
estatisticos, ANOVA, foram feitos para todas as cepas em relacdo as quatro
concentracfes estudadas, demonstram que a concentracao do alendronato de sédio
influencia na inibicéo do biofilme.

Os resultados estatisticos apontam que para todas as cepas testadas as
concentragbes de tratamento apresentaram atividade antibiofime significativa (p <
0,001). O teste de Tukey demonstrou uma reducéo significativa quando comparado a
concentracdo menor (1.024pg/mL) com a concentracdo maior (8.192ug/mL) da
mesma cepa. Entretanto, trés cepas ndo demonstraram resultados significativos entre
uma concentracdo e outra, que foram LFBM-HO7, LFBM-H17 e LFBM-H21 como

descrita na Figura 35 e 36.
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Figura 35 - Percentual de reducéo da formacédo do biofilme das cepas de Pseudomonas aeruginosa

LFBM-HO3, LFBM-HO06, LFBM-HO7, LFBM-H09, LFBM-H14 e LFBM H15.
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(2x CIM) e 1024 ug/mL(1x CIM). Os resultados estatisticos estdo expressos nos graficos conforme o
grau de significancia * p < 0,05; ** p <0,01, *** p < 0,001. Fonte: O autor.
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Figura 36 - Percentual de reducdo da formacdo do biofilme das cepas de Pseudomonas aeruginosa
LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-CO03, SPM-1 e PAOL.
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ApOs tratamento com Alendronato de s6dio 8192 pug/mL (8x CIM), 4096 pg/mL (4x CIM), 2048 pg/mL
(2x CIM) e 1024 ug/mL(1x CIM). Os resultados estatisticos estdo expressos nos graficos conforme o
grau de significancia * p < 0,05; ** p <0,01, *** p < 0,001. Fonte: O autor.
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Tabela 9 — Percentual de reducéo da producao de biofilme frente ao tratamento com AS.

Pseudomonas % de reducao de formacéao do biofilme
aeruginosa Alendronato de sodio
8x CIM 4x CIM 2x CIM 1X CIM
8192 pg/mL 4096 pg/mL 2048 ug/mL 1024 pg/mL  p valor
Xto Xto Xto Xto
LFBM-HO3 54,0 +£0,3 435+1,4 33,7+0,6 152+14 <0,001
LFBM-HO6 87,1+0,1 84,1+0,6 11,5+ 0,9 70+£1,1 < 0,001
LFBM-HO7 71, 7+4,4 57,3 4,0 13,0+0,8 8,1+23 < 0,001
LFBM-H09 85,0+ 0,2 77,6 £0,2 269+14 146+23 <0,001
LFBM-H14 69,7+ 1,3 58,5+1,6 404+18 258+3,7 <0,001
LFBM-H15 68,9+ 1,3 37,4+24 26,3+24 16,1+16 <0,001
LFBM-H16 46,4+ 2,0 37,7+1,6 21,7+19 13,7+0,8 <0,001
LFBM-H17 47,6 £ 2,7 42,3+2,8 30+4,1 27,3+0,6 <0,001
LFBM-H21 855+1,8 81,6 0,7 66,5+09 216+33 <0,001
LFBM-CO03 64,6 £ 0,9 42,6 +1,2 27,1+39 151+19 <0,001
SPM-1 83,4+0,9 705+1,2 442+0,7 28,1+46 <0,001
PAO1 52,9+0,5 392+1,4 144+15 8,7+0,7 < 0,001

Fonte: O autor.
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5.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME ENTRE AS ASSOCIACOES
DE ALENDRONATO DE SODIO E AS CEFALOSPORINAS

A atividade antibiofiime das associagdes AS/CPM, AS/CAZ e AS/MER frente
as cepas LFBM-HO3, LFBM-H06, LFBM-HO7, LFBM-H09, LFBM-H14, LFBM-H15,
LFBM-H16, LFBM-H17, LFBM-H21, LFBM-C03 de Pseudomonas aeruginosa e a cepa
controle Pseudomonas aeruginosa SPM-1 séo apresentadas nas Figuras 36, 37 e 38.

Os resultados apontam que as concentragdes sub-inibitorias, dos valores do
ICIF, obtidas no ensaio de tabuleiro xadrez entre os [3-lactamicos e o alendronato de
sbédio, foram capazes de inibir a formacdo do biofime em todas as cepas de
Pseudomonas aeruginosa. Nao se mostrando eficiente o tratamento das drogas
guando n&o associados.

O percentual de inibicdo da formacdo do biofilme pelas combinacdes dos
antimicrobianos B-lactamicos com o alendronato de sodio variou de 85 a 13%. O
resultado estatistico aponta que a combinacdo dos antimicrobianos influenciou na
atividade antibiofiilme, bem como sofre a influéncia das cepas de Pseudomonas
aeruginosa e dos antimicrobianos (-lactamicos avaliados. Dentre as combinagdes
estudadas dos B-lactdmicos com alendronato de sédio, evidenciou-se que das 11
cepas estudadas, a maior parte delas (63 a 54%) apresentaram redugcdo superior a
50% da producéo do biofilme, conforme apresentado nas Figuras 36, 37 e 38.

Os resultados estatisticos do teste de Tukey apontam que cepas que sofreram
efeitos de inibicdo similares, com p > 0,05, normalmente as que apresentaram
percentual de reducdo proximo. Quando realizada a comparacao entre as cepas que
tiveram maior percentual de reducdo com as que tiveram menor percentual de
reducdo é possivel evidenciar um efeito significativo com o p < 0,05.

Dentre as onze cepas de Pseudomonas aeruginosa, houve cepas que
apresentaram maior reducédo do biofilme de acordo com a combinacao tratada. A
combinacdo AS/CPM expressou atividade antibiofilme melhor para as cepas LFBM-
HO06, LFBM-HO7, LFBM-H15 e SPM-1 (79,36 — 59,7%). As cepas LFBM-H14, LFBM-
HO09, LFBM-H15 e LFBM-HO7 (84,3 — 73,9%) revelou maior reducdo do biofilme
guando tratadas pela combinacdo AS/CAZ. Para cepas, LFBM-H06, LFBM-HO09,
LFBM-H14 e LFBM-CO03 (85,4 — 76,2%) a reducdo da formacéo do biofilme foi maior
para a combinacdo AS/MER.
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Figura 37 — Gréfico representativo da reducéo da producéo de biofilme entre as associa¢des

cefepima e alendronato de sodio.
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Fonte: O autor.

Figura 38 — Gréfico representativo da redugéo da producéo de biofilme entre as associa¢des

ceftazidima e alendronato de sédio.
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Fonte: O autor.
Figura 39 — Grafico representativo da reducao da producao de biofilme entre as associa¢des
meropenem e alendronato de sédio.
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5.9 ANALISE DESCRITIVA DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME POR MICROSCOPIA
OPTICA

O efeito do tratamento com alendronato de sddio na formacgéo do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa a partir da coloragdo expressa na placa observada a olho
nu e os efeitos observados microscopicamente estdo expostos na Figura 39 e Figura
40, respectivamente.

As imagens capturadas evidenciam mudancas na intensidade da coloracéo dos
pocos de acordo com o tratamento aplicado e com o poco controle. Possivelmente,
ocorre uma desestruturacdo da arquitetura do biofilme apds o tratamento com
alendronato de sodio quando comparado ao biofilme de Pseudomonas aeruginosa
nao tratado.

Os resultados visualizados por microscopia corroboram com 0S outros
resultados experimentais deste trabalho, observando uma supresséo consideravel do

biofilme. Embora a microscopia 6ptica de luz permita a visualiza¢do do biofilme ela
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tem suas limitacdes para capacidade de quantificacdo e a visualizag&o tridimensional

também fica comprometida.

Figura 40 - Microplaca corada apés etapa de fixagao do biofilme, criando uma comparacéo entre o

controle de crescimento e o tratamento com Alendronato de sddio (8192, 4096, 2048 e 1024 ug/mL).

Cepas CONTROLE 8xCIM 4x CIM 2x CIM 1x CIM

PAO1

LFBM-H21

Fonte: O autor.
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Figura 41 - Microscopia 6ptica do biofilme. Imagens microscopicas do crescimento do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa — PAO1, SPM-1 e LFBM-H21.

PAO1 SPM-1 LFBM-H21

CONTROLE
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2x CIM
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Imagens da microscopia Optica (objetiva 40x) mostram a morfologia do biofilme para um mesmo

indculo, relacionado o controle de crescimento (sem tratamento) e os tratamentos de alendronato de
sédio nas respectivas concentracdes 1024ug/mL (CIM), 2048ug/CIM (2x CIM), 4096ug/mL (4x CIM) e
8192ug/mL (8x CIM), apds 24 horas de cultivo em uma cultura estatica. Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Pseudomonas aeruginosa € uma das espécies bacterianas de maior relevancia
clinica e epidemiolégica, por ser um patégeno oportunista e frequentemente estar
associado a infecgBes hospitalares. Cepas dessas espécies sdo comumente relatadas
como multirresistentes pela comunidade cientifica, sendo a pressao seletiva dos
ambientes hospitalares um dos principais responsaveis por causar sua resisténcia. A
capacidade de formacéo de biofilme e outros fatores de viruléncia oferecem protecao
das células bacterianas de P. aeruginosa a acédo dos antimicrobianos (PANG et al,
2019). Compreender os mecanismos envolvidos na resisténcia bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa as diferentes classes de antimicrobianos pode ser a chave
para diminuir o impacto clinico, que consequentemente aumenta o tempo de
tratamento e hospitalizacdo, podendo levar a morte (SANTOS; NOGUEIRA,;
MENDONCA, 2015). No presente trabalho foi realizado o estudo de diferentes cepas
de Pseudomonas aeruginosa de origem clinica frente a atividade antimicrobiana do
alendronato de soOdio sozinho e em associagdo com o0s antimicrobianos
convencionais, assim como o seu desempenho frente a formacéo de biofilme.

A busca incessante por novos tratamentos tornou-se objetivo de inUmeras
pesquisas cientificas em todo o mundo. A pesquisa por novas drogas que sejam
capazes de atuar sobre a inibicdo do quorum sensing, inibicdo da formacdo do
biofilme, sobre fatores de viruléncia e na inibicdo da funcdo dos ions envolvidos em
processos metabolicos bacterianos é primordial para a idealizacdo de prototipos de
farmacos que sejam ativos contra Pseudomonas aeruginosa (PANG et al, 2019).
Contudo a maioria dos estudos relacionados ao desenvolvimento de novos principios
ativos ainda se encontram em fase pré-clinica. Diante deste cenario, ser capaz de
observar a modificagao da sensibilidade de cepas previamente resistentes para cepas
susceptiveis aos antimicrobianos tradicionais torna-se uma abordagem desejada.
Uma das técnicas sugeridas € a utilizacdo de esquemas terapéuticos inéditos
associando farmacos ja existentes no mercado (CHATTERJEE et al, 2016).

No presente estudo, foi observado que o uso de um composto bisfosfonato,
sem aparente funcdo antimicrobiana, foi capaz de sensibilizar cepas MDR de
Pseudomonas aeruginosa e torna-las mais suscetiveis a compostos antimicrobianos

gue apresentavam prévia resisténcia. Considerando a seguranca clinica dos
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compostos envolvidos, a associacdo desses farmacos é uma inovacao terapéutica e
surge como um protocolo que deve ser analisado clinicamente.

Na pratica clinica, o tratamento de infeccbes provocadas por Pseudomonas
aeruginosa é fundamentado em trés classes de antibidticos: os beta-lactamicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas (TREEPONG et al, 2018). Porém, tem se
constatado a crescente resisténcia de Pseudomonas aeruginosa a estas classes de
antimicrobianos. Atribui-se essa resisténcia tanto a capacidade desta bactéria em
gerar mutagcdes nos genes cromossOmicos, assim como pela transferéncia de genes
que codificam enzimas que inativam 0s antimicrobianos tradicionais, como as
carbapenemases de classe B (MBL), B-lactamases de espectro estendido (ESBLS) e
enzimas que modificam aminoglicosideos (POOLE, 2011; OLIVER et al, 2015).

Atestando a literatura, foram avaliadas diferentes cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa, todas foram consideradas multidroga resistentes (MDR),
uma vez que apresentaram resisténcia microbiana a aminoglicosideos, beta-
lactdmicos e quinolonas. Foi observada resisténcia especialmente a classe das
cefalosporinas. Esses farmacos passaram a ser comumente utilizados apos o
aparecimento da resisténcia a penicilinas mediadas por B-lactamases, favorecendo o
surgimento de bactérias produtoras de ESBLs (B-lactamases de espectro estendido)
e por pressao seletiva aumentando a disseminacao de bactérias resistentes. Acredita-
se gque, a resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geragcao esteja relacionada
a producdo de R-lactamases cromossomais do tipo AmpC, que inativam as
cefalosporinas de amplo espectro e ndo sao inibidas pelos inibidores de [3-lactamases
(PICAO; GALES, 2007; THOMSON, 2010).

Por outro lado, as cepas analisadas foram sensiveis ou intermediarias a
polimixina B, corroborando com outros estudos cientificos que evidenciaram que o0s
isolados bacterianos foram na maioria sensiveis ou raramente resistentes a essa
classe de antimicrobianos (YAYAN; GHEBREMEDHIN; RASCHE, 2015; SCHEFFER
et al, 2010).

Na pratica clinica, o uso da polimixina B tem sido reinserido na terapéutica das
infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes e utilizado como
alternativa terapéutica quando outros farmacos ndo se mostram eficazes. Devido a
alta nefrotoxicidade, o uso desse antimicrobiano deve ponderado, evidenciando a
necessidade de esquemas terapéuticos eficientes e com menor toxicidade para o
paciente (POGUE; ORTWINE; KAYE, 2016; OLIOTA et al, 2019).
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Além das classes de antimicrobianos citadas, carbapenémicos perfazem uma
das opcoes tradicionais de escolha para tratamento da infeccdo por Pseudomonas
aeruginosa, devido a sua elevada poténcia e a estabilidade a hidrdlise das beta-
lactamases (FIGUEIREDO et al, 2007). Porém, a resisténcia a essa classe de
farmacos iniciou ainda nos anos 80, devido a mudanca na expressdo de porinas
(QUINN et al, 1986). Dentre os carbapenémicos, o0 meropenen é o que menos sofre
desse mecanismo de resisténcia, porém a Pseudomonas aeruginosa pode se tornar
resistente a ele por expressao de bombas de efluxo (KOHLER et al, 1999).

Goncgalves e colaboradores (2017) constataram que a resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa a carbapenémicos esta relacionada ndo somente as MBL,
mas também a outros fatores como formacdo de biofilme, impermeabilidade da
membrana e bombas de efluxo.

Todas as cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa apresentaram
resisténcia ao meropenem; contudo nenhuma delas apresentou genes relacionados
as MBL, reforcando a informacao de que outros mecanismos devem estar envolvidos
no processo de resisténcia das cepas analisadas. Shahcheraghi, Nikbin e Feizabadi
(2010) apresentaram resultados similares, em que a maioria das cepas que
demonstraram resisténcia ao imipenem e a ceftazidima nao revelaram expressao de
genes para MBL. Esses dados fortalecem a hip6tese que outros fatores de resisténcia
estéo envolvidos.

Em relacdo a deteccédo dos genes relacionados a producéo B-lactamases, uma
cepa apresentou o gene blaspm-1 € 4 cepas apresentaram o gene blakpc. A identificagcéo
de cepas produtoras de B-lactamases € um importante aliado na escolha de uma
terapéutica farmacologica adequada a cepa detectada no paciente (GHAMGOSHA et
al, 2015). Porém, foi observado nos resultados deste trabalho, que nem sempre o
screening do estudo fenotipico sera fidedigno aos resultados encontrados
genotipicamente, demonstrando que os testes fenotipicos podem ser insuficientes na
escolha do antimicrobiano.

A analise dos testes fenotipicos relacionados a producdo das MBL apresentou
resultados contraditérios quando compradores aos testes genotipicos, que avaliaram
a presenca desta enzima, pois 0s genes blaspwm-1, blave e blaviv ndo foram detectados.
No entanto, as cepas apresentaram resisténcia a variados antimicrobianos, sugerindo
gue outros genes ou fatores de resisténcia estejam relacionados com a resisténcia

bacteriana dessas cepas.
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Considerando os isolados avaliados, 40% do numero total apresentaram o
gene blakpc, gene que foi primeiramente descrito em Klebsiella pneumoniae e
responsavel pela producdo de KPC (carbapenemases de Klebsiella pneumoniae).
Esse gene € associado a plasmideos e transposons disseminados entre diferentes
enterobactérias, e nos ultimos dez anos foi observado na literatura relatos de caso da
sua presenca em Pseudomonas aeruginosa. No Brasil, Pseudomonas aeruginosa
produtoras de KPC foram primeiramente descritas em 2011, onde 7,65% dos isolados
de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos apresentaram esse gene
(JACOME, 2011). Apesar do limitado nimero de isolados bacterianos analisados em
relacdo a esse gene no presente trabalho, a literatura mais atual suporta a hipotese
de que o uso dessa classe de antimicrobianos acaba por selecionar as cepas que
abrigam mais mecanismos de evasdo aos tratamentos, incluindo o gene blakpc
(PACHECO et al, 2019).

Adicionalmente, foram relatados na literatura dos dltimos dez anos casos de
presenca concomitante de mais de um gene relacionado as B-lactamases em uma
mesma cepa (CORREA et al, 2012; VANEGAS et al, 2014; KAZMIERCZAK et al,
2016a; KAZMIERCZAK et al, 2016b; MARTINEZ et al, 2012), representando um
desafio de saude publica, caso haja um surto desse tipo. Nos isolados analisados ndo
foi evidenciada a presenca de dois genes de B-lactamases simultaneamente, o que
pode ter contribuido para o efeito sinérgico do alendronato de sédio associado aos
antimicrobianos.

Alguns autores sugerem que a producdo de pigmentos por Pseudomonas
aeruginosa pode ser uma das razdes para a resisténcia microbiana. A informacéao de
gue os pigmentos agem como fatores de viruléncia foi relatado desde 1990, onde
estudiosos demonstraram que a piocianina e a pioverdina podem estar relacionados
a resisténcia das células bacterianas, apos o uso de radiacdo ultravioleta (BURKE et
al, 1990).

Finlayson e Brown (2011) observaram que nado houve diferenca entre os
isolados pigmentados e ndo pigmentados quanto a resisténcia aos antimicrobianos,
porém a resisténcia bacteriana a mdultiplos farmacos parecem aumentar
significativamente a producdo de pigmentos e a expressao de outros fatores de
viruléncia, sugerindo que a andlise de pigmentos como a piocianina e pioverdina, sirva

como indicio do estado de viruléncia dos isolados.



120

Orlandi e colaboradores (2015) observaram que a hiperproducédo dos
pigmentos esta relacionada com a capacidade dessa bactéria de tolerar terapia
fotodinamica. Quando ha maior producéo de piocianina, Pseudomonas aeruginosa se
torna mais resistente a terapia fotodindmica e ndo sofre alteracdes a partir dos
espécimes reativos de oxigénio, relatam ainda que piocianina e pioverdina sao
capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio. No entanto, a protecdo do
estresse foto-oxidativo ndo pode ser atribuida exclusivamente a presenca dos
pigmentos.

As cepas clinicas foram classificadas como MDR, foi observado que 100% das
cepas apresentaram producdo de piocianina, 70% apresentaram producdo de
pioverdina, ratificando a hipotese que a producdo desses pigmentos esta relacionada
com cepas MDR. Provavelmente, a producédo dos pigmentos esteja relacionada com
a producéo de enzimas ou fatores de viruléncia que favorecam a protecao das cepas
MDR, tornando-se inclusive um fator de analise das cepas pré-tratamento clinico.
Estudos mais recentes sugerem ainda que quanto maior a presenca de piocianina
maior a letalidade da cepa bacteriana (KAMAL; PAMBUK; HUSEIN, 2016).
Considerando essas informacdes, realizar a observacdo dos pigmentos produzidos e
associar a andlise do fendétipo de resisténcia antimicrobiana, pode ser uma alternativa
gue indique a viruléncia e letalidade daquela cepa.

Além da analise fenotipica e genotipica das cepas como forma de avaliar sua
resisténcia, as cepas foram testadas quanto a associagado entre um antimicrobiano e
o alendronato de sddio, uma molécula da classe dos bifosfonatos. Esses farmacos
atuam como inibidores da reabsorcédo éssea, funcionando prioritariamente como um
agente quelante do Ca?* (COLUCCI et al, 1998).

Poucos estudos foram publicados acerca da atividade antimicrobiana dos
bisfosfonatos, haja vista que esse nao é o propdsito inicial da classe de farmacos. O
alendronato de sodio apresentou atividade antimicrobiana frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 cuja CIM foi igual a 10mg/mL e os testes foram realizados
pela técnica de difusdo em meio sélido (KRUSZEWSKA; ZAREBA; TYSKI, 2002). No
presente estudo, foi demonstrado que a CIM do alendronato de sddio foi de
1024ug/mL frente as cepas testadas, de maneira similar aos estudos publicados
anteriormente. Além disso, foi evidenciado um efeito sinérgico frente a maior parte das
cepas de P. aeruginosa avaliadas a partir das concentracdes sub-inibitérias do

alendronato de s6dio em associagdo com 0s antimicrobianos, aos quais estes isolados
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apresentavam resisténcia. Resultados similares estédo descritos na literatura, onde os
autores testaram a atividade de varias substancias ndo-antibioticas e observaram que
as cepas de Pseudomonas aeruginosa testadas foram sensiveis ao alendronato de
sédio (KRUSZEWSKA; ZAREBA; TYSKI, 2002; LAUDY; KULINSKA; TYSKI, 2017).
Entretanto, nesses trabalhos nao foi analisado se as cepas apresentavam resisténcia
fenotipica aos antimicrobianos tradicionais. Por outro lado, essa informacdo é
suficiente para sugerir o potencial dos compostos bifosfonatos na terapéutica
antimicrobiana.

Reshamwala e colaboradores (2016) demonstraram a atividade anti-biofilme do
risedronato de sodio, em culturas de Escherichia coli e Salmonella pullorum. Este
composto foi testado numa concentracdo entre 300 — 400uM e a formacao do biofilme
foi reduzida em mais de 60%. No entanto, nenhuma diferengca no crescimento
planctdnico foi observada nas culturas de E. coli quando expostas 350uM de
risedronato de sédio. Nesse mesmo estudo, foi avaliada a atividade de 400uM do
risedronato de sodio, em cateter Foley por microscopia confocal e foi observada a
reducdo drastica na formacao do biofilme. Esses dados estdo de acordo com o0s
resultados encontrados neste trabalho, onde a presenca do alendronato de sddio
diminuiu a formacéo do biofilme. De maneira, similar também foi possivel observar
gue a maioria das cepas analisadas no presente trabalho apresentou diminuicdo da
producéo do biofilme, quando tratadas com o alendronato de sodio.

Esses achados sdo relevantes, considerando que um dos mecanismos
patogénicos de Pseudomonas aeruginosa € principalmente a formacao de biofiime.
Caracterizado por ser um fator de viruléncia critico, levando em consideracao
pacientes imunocomprometidos, estando relacionado ao desenvolvimento de
infeccdes cronicas (LEE; YOON, 2017; PANG, 2019). Sharma e colaboradores (2014)
consideram que o uso de novas estratégias terapéuticas que diminuam o biofilme é
uma ferramenta importante para erradicar a resisténcia bacteriana, principalmente
guando se considera espécies como Pseudomonas aeruginosa.

Foi evidenciado neste trabalho, que as concentracdes crescentes de
alendronato de sodio sozinho e em associacdo com antibidticos diminuiram de
maneira significativa a presenca de biofilme na placa, de maneira dose-dependente
para maioria das cepas analisadas. Essa observacdo sugere que o alendronato de
sbédio ao reduzir a formacéao do biofilme por Pseudomonas aeruginosa, as tornam

susceptiveis a diferentes antimicrobianos.
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Os compostos bifosfonatos séo elementos naturalmente quelantes de Ca?*,
mas podem exercer efeito quelante com outras substancias com caracteristicas
cationicas. Na literatura, existem relatos que substancias quelantes podem exercer
efeito significativo o biofilme bacteriano, de maneira similar & do presente estudo.

Kang e Kirienko (2018) descrevem o papel do ferro na formacao do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa, exemplificando como a homeostase desse ion é essencial
para a resisténcia bacteriana e para a evasao do sistema imune. Os autores ainda
relatam que a presenca de substancias quelantes de ferro podem inibir a formacao do
biofilme e tornar esses micro-organismos mais suscetiveis a tratamentos
farmacologicos. Corroborando com essa hipétese, um estudo in vitro realizado frente
a cultura de células epiteliais das vias aéreas de fibrose cistica infectada por P.
aeruginosa, demonstra que agentes quelantes de ferro, como deferoxamina ou
deferasirox, quando utilizado em associagdo com tobramicina, aumentaram a
atividade anti-biofilme e a morte da bactéria, reduzindo em até 7-logs o crescimento,
pela acdo da tobramicina (MOREAU-MARQUIS; OTOOLE; STANTON, 2009).

Além do ferro, outros ions devem estar envolvidos no processo de resisténcia
bacteriana. A resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos B-lactamicos pode estar
relacionada com a producéo das metalo-B-lactamases que utilizam os ions Zn?* como
cofatores essenciais destas enzimas (JU et al, 2018). Sabe-se que o efeito dos [3-
lactamicos € inativado em maior parte devido a acdo das enzimas MBL. O uso de
inibidores da MBL funciona por quelagéo do ion zinco livre ou a partir da captacédo do
zinco presente no sitio ativo da enzima (ROTONDO; WRIGHT, 2017). Portanto, ao
utilizar o alendronato de sodio como agente quelante, esses céations divalentes podem
se complexar com o alendronato de sédio e consequentemente inativar a MBL. Essa
seria uma das justificativas do efeito sinérgico observado na cepa de Pseudomonas
aeruginosa SPM-1, entre as combinacdes do alendronato de so6dio com os [-
lactamicos.

Ademais, é sabido que o0 zinco aumenta o mecanismo de resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa aos carbapenémicos por oprimir a expressao de OprD,
principal porina presente na membrana plasmatica — e assim impedir a entrada desses
antibiéticos (GONZALEZ et al, 2018). A presenca do alendronato de sédio no meio de
cultivo e a possivel quelacdo desse ion podem normalizar a biossintese da OprD nas
células bacterianas as tornando susceptiveis a acédo dos antimicrobianos. Sugerindo

gue a presenca desse agente quelante pode sobrepor um fator de viruléncia da cepa,
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consolidando a sugestdao de Pang e colaboradores (2019), sobre o uso de agentes
guelantes em associacdo com antimicrobianos como alternativa terapéutica.
Confirmando essa hipdtese, Leon e colaboradores (2006) reportaram o efeito
sinérgico da associagcdo entre fosmidomicina e o analogo do pamidronato, um
bisfosfonato de formula (N-[metil(4-fenilbutil)]-3-aminopropil-1-hidroxi-1,1-
bisfosfonato). Os testes foram realizados frente a Escherichia coli com valor de ICIF
de 0,15, sugerindo um efeito sinérgico entre o agente quelante e o antimicrobiano. Em
contrapartida, observou-se que outros compostos do grupo dos bisfosfonatos nao
tiveram nenhum efeito no crescimento dessa bactéria, 0 que provavelmente esta
relacionado com a estrutura quimica dessas substancias.

Outros cétions divalentes, como Mg?* e Ca?*, sdo essenciais para integridade
da membrana externa das bactérias Gram-negativas. Isso ocorre porque o LPS possui
numerosos grupos fosfato com caracteristica polianidnica; de forma a garantir
integridade dessas moléculas se ligam eletrostaticamente a cétions divalentes para
equilibrar as cargas. Essa forma de estruturacdo quimica do LPS fornece a célula
bacteriana resisténcia a permeabilidade aos antimicrobianos hidrofébicos. Ocorrendo
uma reacao de quelacao desses cations divalentes ha um aumento da permeabilidade
aos antimicrobianos pelas bactérias Gram-negativas diminuindo sua resisténcia
(CLIFTON et al, 2014).

Uma substancia quelante bastante conhecida e utilizada na indUstria € o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Em estudo realizado por Umerska e
colaboradores (2018) foi observado um efeito sinérgico de um antimicrobiano
peptidico derivado da Arecina-3 (AA230) associado ao EDTA. Essa combinacao
apresentou efeito sinérgico sobre bacilos Gram-negativos, de tal forma que o EDTA
promoveu o aumento da atividade antibacteriana do AA230. O AA230 se assemelha
guimicamente a polimixina B e acredita-se que tenha mecanismo de agao similar. Os
autores propdem que o efeito sinérgico apresentado esta relacionado a capacidade
do EDTA de sequestrar ions metalicos, atuando assim na desestruturacdo da
membrana plasmatica e permitindo a passagem do antimicrobiano através da
membrana celular.

Outros trabalhos evidenciam o papel do biofilme na patogenicidade de
Pseudomonas aeruginosa. Substancias capazes de diminuir o biofilme acabam por
aumentar a atividade de antimicrobianos a eles associados. Esse tipo de descoberta

foi demonstrado por e Sheng e colaboradores (2015) e Zhou e colaboradores (2018),
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que desenvolveram estudos com Pseudomonas aeruginosa e o resveratrol. Essa
molécula é um polifenol ndo-flavondide presente em vegetais e frutas fortemente
pigmentadas, conhecida por suas propriedades antioxidantes e foi capaz de inibir a
formagé&o do biofilme in vitro e com isso inibir outros fatores de viruléncia.

Sheng e coloboradores (2015) apontam que o resveratol apresentou atividade
sobre o controle do quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa PAO1, diminuindo
a producdo de pigmentos e a motilidade bacteriana. Zhou e colaboradores (2018)
relataram que apesar da CIM do resveratol frente a P. aeruginosa ser maior de que
1000pg/mL, esse composto inibiu parcialmente a formagao do biofilme e apresentou
acao sobre o quorum sensing dessas espécies, aumentando a susceptibilidade aos
aminoglicosideos. Este estudo exemplifica como a inibicdo da expresséo dos fatores
de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa pode reverter a resisténcia aos
antimicrobianos tradicionais. Essa agéo pode ocorrer mesmo quando a droga utilizada
nao apresente efeito bactericida especifico, mas apresente inibicdo da formacao do
bioflme com consequente exposicdo das colbnias a acdos dos antimicrobianos,
tornando-os eficazes. Essa informacgéo corrobora os dados encontrados no presente
estudo, onde o uso do alendronato de sddio, sem atividade antimicrobiana relatada
anteriormente, foi capaz de inibir o biofilme e reverter a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos tradicionais.

Evidéncias atuais sugerem o uso de bifosfonatos para impedir a formacéo de
biofilmes em filmes de polipropileno. Esses autores realizaram a polimerizacao de
monbémeros de bifosfonatos na superficie do filme, evidenciando a inibicdo
significativa da formacdo do biofilme, tanto para bactérias Gram-negativas como
Gram-positivas (STEINMETZ et al, 2016). Corroborando com esses dados, Tal e
colaboradores (2018) observaram que nanoparticulas cobertas de monémeros de
bisfosfonatos foram capazes de diminuir a concentracéo de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Listeria. Esses
autores sugerem que esse efeito € causado pela acdo quelante dos bifosfonatos com
o Ca?". Esses estudos ressaltam que o Ca?' auxilia na formacédo do biofiime,
aumentando sua estabilidade, viscosidade e resisténcia, além disso, € abundante na
parede celular bacteriana, para tanto, os bisfosfonatos parecem alterar a homeostase
do calcio nas células bacterianas.

Outra linha de pensamento esta relacionada com a expressdo da enzima

farnesil pirofosfato sintase (FPFS), responséavel pela biossintese de isoprenoides,
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substancias criticas para a sobrevivéncia celular. As FPFS humanas sédo alvo dos
bifosfonatos aminados; estes atuam como inibidores dessas enzimas produzidas por
osteoclastos, impedindo a via de sinalizagcao celular patolégica e assim diminuindo a
reabsorcdo 6ssea (SCHMIDBERGER et al, 2015). Esses autores observaram que as
enzimas FPFS de Pseudomonas aeruginosa clonadas em Escherichia coli podem se
ligar diretamente a bifosfonatos aminados, como ibandronato e zoledronato e serem
inibidas de maneira bastante potente. Desai e colaboradores (2016) utilizaram
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa frente a inibidores dos FPFS bacterianos. A classe mais ativa foi a dos
bisfosfonatos com cadeias laterais aril-alquil, que foram capazes de inibir o
crescimento das colbnias bacterianas. Além da acdo quelante, o alendronato de sodio
pode ter acdo na FPFS das cepas estudadas, elucidando assim, o efeito sinérgico em
associagao aos antimicrobianos.

No entanto, ha uma linha de pesquisa que hipotetiza que 0s compostos
bifosfonatos seriam capazes de facilitar a colonizacdo bacteriana. Estudos in vitro
demonstraram que o uso de pamidronato e acido zoledrénico (bifosfonatos aminados)
estdo relacionados ao aumento da adesividade bacteriana em biofilmes uniespécies
na superficie de discos de hidroxiapatita (GANGULI et al, 2005; KOBAYASHI et al,
2010; KOS et al, 2013; KOS et al, 2015).

No estudo de Ganguli e colaboradores (2005) os bifosfonatos foram
impregnados em discos de hidroxiapatita similares a implantes 6sseos; nesses grupos
houve um claro aumento da adesdo bacteriana, e 0 autor sugere que o uso dessa
classe de farmacos como ferramenta para o sucesso do implante pode ser limitado,
considerando a probabilidade de contaminacéao.

Kos e colaboradores (2013) sugerem que o aumento da ades&o bacteriana
provocada pelos bisfosfonatos pode estar relacionada a osteonecrose mandibular,
efeito colateral relatado por usuarios destas classes de farmacos. Esse mesmo autor,
em estudo mais recentes (KOS et al, 2015) realizou o cultivo de cepas de
Streptococcus mutans 25175, Staphylococcus aureus 6538, e Pseudomonas
aeruginosa 14454 em discos de hidroxiapatita revestidos e néo revestidos de
bisfosfonatos, observaram o aumento da adesao bacteriana e da formacao de biofilme
nos discos de hidroxiapatita. Os autores sugerem que 0S grupos amino catiénicos

presentes no pamidronato podem atrair bactérias por interacéo eletrostatica.
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Howe e colaboradores (2012) relataram a presenca de infec¢éo polimicrobiana
em uma fratura femoral atipica em paciente que fazia uso de alendronato de sddio,
durante cirurgia ortopédica foi colhido material para biopsia que indicou infec¢ao por
Bifidobacterium subtile e Pseudomonas mendocina. Mais investigacbes sao
necessarias para corroborarem com tal relato.

Considerando as evidéncias aqui apresentadas, o uso do alendronato de sédio
em associacdo com antimicrobianos contra a Pseudomonas aeruginosa MDR pode
ser uma nova alternativa terapéutica. No entanto, estudos in vivo randomizados
devem ser levados em consideragdo para tornar o uso do alendronato de sédio uma
estratégia terapéutica, haja vista que existem dados controversos sobre o bifosfonato

estimular ou inibir a producao de biofilme.
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7 CONCLUSAO

As cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentaram perfil de resisténcia a
guase todos os antimicrobianos avaliados, com exceg¢ao da polimixina B. A maior
parte das cepas foram caracterizadas como produtoras de metalo-B-lactamase, pelo
teste fenotipico. No entanto, a pesquisa do gene nao evidenciou achados que
corroborassem com os testes fenotipicos para algumas das cepas estudadas.

Para a maior parte das associagdes dos antimicrobianos com o alendronato de
sédio foi observado efeito sinérgico. Tendo em vista os estudos realizados com
alendronato de sédio ou agentes quelantes atuando sobre mecanismos de resisténcia
de Pseudomonas aeruginosa, o alendronato de sodio pode ser um potente agente
contra infec¢des por estas bactérias. As combinacdes entre aledronato de sédio e os
antimicrobianos estudados podem ter um papel promissor no desenvolvimento de
tratamento capaz de reverter a resisténcia bacteriana em Pseudomonas aeruginosa.

O alendronato de sédio em associacdo com cefalosporinas (cefepima,
ceftazidima e meropenem) mostrou eficacia em relacédo a reducdo da producao do
biofilme. O tratamento com alendronato de sddio em concentracdes superiores a CIM
apresentou uma reducdo significativa do biofilme. As evidéncias experimentais
apontaram uma potente atividade antibiofilme do alendronato de sodio em superficie,
com a base de poliestireno. As imagens do microscopio optico de luz da superficie da
placa corroboraram o0s achados da reducdo do biofilme, quantificado por
espectrofotometria.

O alendronato de sddio parece potencializar a eficacia dos antimicrobianos,
tanto no sinergismo quanto na reducéao da producao do biofilme. Assim, o alendronato
de sédio representa uma perspectiva promissora na remediacdo das infeccbes
causadas por Pseudomonas aeruginosa.

Enfatizando a atividade dos ions metalicos sobre as células bacterianas,
especialmente em relacdo a Pseudomonas aeruginosa, na revisao bibliografica e
diante dos resultados obtidos nesse estudo em relagdo ao agente quelante,
alendronato de soédio, é possivel afirmar que os ions metélicos sdo componentes
essenciais para o desempenho metabdlico das células bacterianas. Portanto, um
caminho promissor seria limitar esses metais, entendendo o processo de captacédo de

ions das bactérias tanto no meio ambiente quanto no hospedeiro.



128

Além disso, h& necessidade de compreender a relagcdo dos ions metalicos na
interacdo patdégeno-hospedeiro, bem como saber molecularmente a necessidade de
guais sao 0s ions essenciais para a patogenicidade bacteriana. Embora, os avangos
da biologia quimica bacteriana sejam limitados pela escassez de recursos
molecularmente aplicaveis, jA se tem relato na literatura sobre metodologias
inovadoras que buscam elucidar a utilizacdo dos ions metalicos por bactérias em
busca de um alvo molecular para o tratamento contra essas infeccdes

multirresistentes.
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