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RESUMO

Apesar dos avancos na biologia e medicina, 0 mundo assiste ao aumento das doengas
infecciosas. A utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos associada ao crescente isolamento
de cepas resistentes é hoje uma realidade. A multirresisténcia bacteriana e sua relagdo com a
morbidade/mortalidade de pacientes internados tem preocupado o0s érgdos responsaveis pela
vigilancia epidemiologia das infecgdes nosocomiais. Nesse contexto, esse estudo objetivou
avaliar a Concentracdo Inibitéria Minima da beta-lapachona frente a nove cepas do complexo
Acinetobacter baumannii/calcaceticcus (LFBM 03, LFBM 04, LFBM 05, LFBM 08, LFBM
20, LFBM 22, LFBM 23, LFBM 25, LFBM 26) e uma cepa padrdo (ATCC 19606) obtida do
American Type Culture Collection. Os valores de Concentracdo Inibitdria Minima da beta-
lapachona variaram de 1024 a 512 pg/mL. A segunda etapa do trabalho consistiu em avaliar
a associacdo da beta-lapachona com oito antibiéticos (amicacina, ciprofloxacino, cloridrato de
cefepime, gentamicina, imipenem, rifampicina, tigeciclina e vancomicina) pelo método
Overlay Inoculum Susceptibility Disc. A amicacina e cloridrato de cefepime foram os
antimicrobianos que mais apresentaram efeito sinérgico na associacdo com a beta-lapachona
frente a cepas do complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus. A associacdo beta-
lapachona-vancomicina foi sinérgica para as cepas do complexo Acinetobacter
baumanii/calcoaceticus LFBM 05, LFBM 25 e LFBM 26. A associacao beta-lapachona com
o imipenem, mostrou-se indiferente frente a todas as cepas do complexo Acinetobacter
baumanii/calcoaceticus avaliadas nesse estudo. Este estudo demonstrou que a beta-lapachona
combinada com os antimicrobianos: amicacina, cloridrato de cefepime e vancomicina, agem
sinergicamente, inibindo cepas do complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus.

Palavras-chave: Beta-lapachona; Complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

multidroga resistentes; Concentragéo Inibitéria Minima (CIM); Sinergismo;



ABSTRACT

Despite advances in biology and medicine, the world is witnessing an increase in infectious
diseases. The indiscriminate use of antimicrobials associated with the growing isolation of
resistant mutants is now a reality. Bacterial multidrug resistance and its relationship with
morbidity/mortality of hospitalized patients has concerned the bodies responsible for the
epidemiological surveillance of nosocomial infections. In this context, this study aimed to
evaluate the Minimum Inhibitory Concentration beta-lapachone against nine strains of the
Acinetobacter baumannii/calcaceticcus complex (LFBM 03, LFBM 04, LFBM 05, LFBM 08,
LFBM 20, LFBM 22, LFBM 23, LFBM 25, LFBM 26) and a standard strain (ATCC 19606)
obtained from the American Type Culture Collection. The Minimum Inhibitory Concentration
values of beta-lapachone ranged from 1024 to 512 pg/mL. The second stage of the work
consisted of evaluating the association of beta-lapachone with ight antibiotics (amikacin,
ciprofloxacin, cefepime hydrochloride, gentamicin, imipenem, rifampicin, tigecycline and
vancomycin) using the Overlay Inoculum Susceptibility Disc method. Amikacin and
cefepime hydrochloride were the antimicrobials that most showed a synergistic effect in
association with beta-lapachone against strains of the Acinetobacter baumanii/calcoaceticus
complex. The beta-lapachone-vancomycin association was synergistic for the strains of the
Acinetobacter baumanii/calcoaceticus complex LFBM 05, LFBM 25 and LFBM 26. This
study demonstrated that beta-lapachone combined with the antimicrobials: amikacin,
cefepime hydrochloride and vancomycin, act synergistically, inhibiting strains of the
Acinetobacter baumanii/calcoaceticus complex.

Keywords: Beta-lapachone; multi drug resistant Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

complex; Minimum Inhibitory Concentration (MIC); synergism;
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1 INTRODUCAO

O género Acinetobacter engloba espécies oportunistas predominantemente associado
as infeccbes nosocomiais (RAMIREZ et al., 2020). As infeccbes causadas pela especie
Acinetobacter baumannii representam cerca de 2% de todas as infec¢fes associadas a
assisténcia médica. Embora as taxas de infeccdo sejam baixas em comparagdo a outros
patégenos Gram-negativos (figura 1), cerca de 45% de todos os isolados sdo considerados
resistentes a méltiplas drogas (MDR) (VEZQUEZ et al., 2020).

Publicagdes da Organizacdo Mundial da Salde sobre "pat6genos prioritarios"
resistentes a antibioticos incluem o complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
resistentes aos carbapenémicos como um dos microrganismos patogénicos mais importante
em saude publica (OMS, 2017). Desta forma, o ultimo recurso terapéutico para essas
infeccOes sdo as polimixinas (THOMAS et al., 2019).

O complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus desenvolve inimeras estratégias
para resistir a acdo dos antimicrobianos que incluem: a biossintese de enzimas inativadoras,
alteracdes nas proteinas de ligacdo a penicilina e bombas de efluxo. Além disso, recentemente
foram isoladas cepas de A. baumannii resistentes as associacOes ceftazidima-avibactam,
piperacilina-tazobactam e ampicilina-sulbactam, reduzindo ainda mais as possibilidades
terapéuticas (THOMAS et al., 2019).

Diante deste fato, a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos bem como
novas abordagens terapéuticas sdo necessarias. Neste cenario, surgem as naftoquinonas,
metabolitos secundarios de microrganismos, algas e plantas superiores com inimeras
propriedades farmacologicas (TAHARA et al.,, 2020; WELLINGTON et al., 2020).
AssociacOes entre metabdlitos secundarios e antimicrobianos tem sido uma alternativa para
melhorar a eficdcia desses Gltimos e sdo uma opcdo para tratar infeccdes causadas por
microrganismos resistentes a varios farmacos, especialmente ao complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus multidroga resistentes para o0s quais, a terapia € limitada (NASR et
al., 2020)

Nesse contexto, surge a beta-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b]
piran-5,6-diona), uma naftoquinona que tem sido nas ultimas décadas muito pesquisado por
diversos grupos de cientistas. A beta-lapachona é extraida da casca de varias plantas
brasileiras a exemplo do lapacho (Tabebuia avellanedae) ou sintetizados a partir do lapachol

ou lomatiol que sdo conhecidos por possuir uma variedade de propriedades farmacoldgicas,
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incluindo atividades antitumorais (SANTANA et al., 1968), anti-inflamatérias (ALMEIDA et
al., 1990), antiprotozoaria (TEIXEIRA et al., 2001) e antimicrobianas (SILVA et al., 2003).

Até 0 momento ndo se tem noticias de publicaces acerca da atividade antimicrobiana
de beta-lapachona sobre o complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. Neste sentido,
surge a necessidade de avaliar atividade anti-acinetobacter da beta-lapachona, bem como
associacOes com antibidticos usuais pela técnica Overlay Inoculum Susceptibility Disc. Esse
método é considerado misto, pois necessita previamente da Concentra¢do Inibitéria Minima e,
apesar de ser uma técnica qualitativa, ela fornece condigdes de fazer uma triagem com maior
nimero de moléculas no laboratério e a partir desse resultado podemos direciona-los para
utilizar métodos como o checkerboad ou time Kill.

Diante desse fato, o presente estudo teve como objetivo, numa primeira etapa,
determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) da beta-lapachona, bem como de drogas
comerciais (amicacina, ciprofloxacino, colistina, gentamicina, imipenem, meropenem,
levofloxacino, polimixina B e sulfametoxazol-trimetoprima). Avaliar o potencial sinérgico
das associacOes beta-lapachona e agentes antimicrobianos que séo usualmente utilizados no
tratamento de infeccBes causadas por A. baumannii, tais como: amicacina, ciprofloxacino,
cloridrato de cefepime, gentamicina, imipenem, rifampicina, tigeciclina e vancomicina pelo

método Overlay Inoculum Susceptibility Disc.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana da beta-lapachona e de suas associagfes com
antimicrobianos frente a cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

multidroga-resistentes.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) da beta-lapachona, frente

a cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus;

o Associar a beta-lapachona em concentracdes subinibidoras (1/20 x CIM) a
discos antimicrobianos de vancomicina, imipenem, ciprofloxacino, amicacina, gentamicina,
rifamicina, tigeciclina e cloridrato de cefepina;

o Determinar o tipo de interagdo causada pelas associacbes sobre cepas do

complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 GENERO ACINETOBACTER
3.1.1 Aspectos gerais

O género Acinetobacter foi descrito em 1954 por Brisou e Prévot (BRISOU et al
1954). De acordo com a literatura, os microrganismos do género Acinetobacter s&o
pertencentes a familia Moraxellaceae que compreendem bactérias que ocorrem no solo e em
aguas (ROSSAU et al., 1991). Entretanto, apesar de pertencer a uma familia que
predominantemente sdo de vida livre, esse género engloba espécies oportunistas causadoras
de infeccBes em humanos, ou seja, ao encontrar uma lacuna no sistema imunologico causam
infeccOes predominantemente nosocomiais.

As infecgcOes causadas pela espécie baumannii representam cerca de 2% de todas as
infeccbes associadas a assisténcia médica, atingindo principalmente  pacientes
imunocomprometidos. Embora as taxas de infeccdo sejam baixas em comparacdo a outros
patogenos Gram-negativos, cerca de 45% de todos os isolados sdo considerados resistentes a
multiplas drogas (MDR) (RAMIREZ et al, 2020). Cepas do complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus vem sendo reportadas como agente causador de meningite,
septicemia, infeccbes em feridas de queimados, no trato respiratorio, urinario e Gsseas
(MORRIS et al, 2019).

Esse sucesso clinico deve-se ao fato de possuir inimeras estratégias para colonizar
diversos sistemas do corpo humano devido a sua plasticidade gendmica e sua intrinseca
caracteristica de apresentar resisténcia a varios antimicrobianos (SAHL et al, 2011; CLARK
et al., 2016).

3.1.2 Metabolismo, caracteristicas bioquimicas e morfologicas

O complexo Acinetobacter baumanii é morfologicamente definido como cocobacilo,
e pela coloracdo de Gram apresentam-se como Gram-negativo (figura 1), com auséncia de
mobilidade, catalase negativo, oxidase-negativa, ndo fermentador (figura 2), citrato positivo
(figura 3), ndo forma esporos, ndao fixam nitrogénio e ndo sdo capazes de desenvolver
pigmentos como produto do seu metabolismo. E um microrganismo considerado
cosmopolita, isto é, foi isolado de inimeros locais, incluindo solos e locais aquaticos, fator
este que contribui para a infeccdo de pacientes hospitalizados, visto que, a sua maior forma

de contagio é através do contato fisico entre profissionais da salde e pacientes. Além disso,
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essa espécie possui uma caracteristica de sobreviver por cerca de trinta dias em superficies
com auséncia de umidade, aumentando assim o0s riscos de colonizacdo em pacientes
imunocomprometidos (WONG et al, 2017).

Figura 1: Cepa do complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus visualizada por microscopia 6tica (1000x),
apos coloracao de Gram.

RN
e SRS

Fonte: A autora (2022)

Figura 2: Cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus em meio Agar Triplo Aglcar de Ferro

(TSI Agar). Reacdo alcalino-alcalino, caracteristica de microrganismos nao fermentadores.

Fonte: A autora (2022)

Uma caracteristica marcante dessa espécie € a formagdo de um biofilme espesso e
firme, fator que dificulta seu tratamento. De modo que, o biofilme atua como uma espécie de
barreira protetora e propicia 0 aumento da resisténcia a inameros farmacos (YANG et al.,
2019).
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Figura 3: Utilizacdo do Citrato de sédio (agar Citrato de Simmons). Teste positivo para cepas do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

Fonte: A autora (2022)

3.1.3 Mecanismos de resisténcia

A preocupacdo com o0 surgimento de cepas do complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus com resisténcia a antimicrobianos permeia desde 1980. Um
microrganismo é considerado resistente quando 0S mesmos nao respondem mais ao
tratamento por farmacos, causado por mecanismos de resisténcia. Esses microrganismos
resistentes trazem como consequéncia para 0 paciente um tratamento mais complicado que,
consequentemente, o debilita mais elevando o indice de mortalidade, principalmente em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (VELOSO et al., 2019). Um grande problema atual é a
automedicacdo e, consequentemente, a utilizacdo incorreta de antibidticos, que tem
colaborado para o surgimento de microrganismos resistentes, gerando um problema de saude
publica, onde muitos paises sdo afetados (OMS, 2020).

A Organizacdo Mundial da Sadde incluiu em 2017, na primeira colocacdo da lista de
patdgenos prioritarios, o complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus resistente aos
carbapenémicos incluindo-o assim, como um dos microrganismos que devem ter principal
atencdo para os pesquisadores (GIAMMANCO et al, 2018; OMS, 2020). Desta forma, o
altimo recurso terapéutico para essas infecches sdo as polimixinas, tigeciclina,
aminoglicosideos e suas associa¢bes (THOMAS et al., 2019).

O complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus é conhecido por possuir uma
vasta predisposicdo para desenvolver inumeras estratégias para bloquear as agdes
terapéuticas dos antimicrobianos. Esses microrganismos sdo conhecidos por possuirem uma
alta plasticidade gendmica e adquirem genes de resisténcias atraves de macromoléculas
madveis compostas de DNA, tais como: integrons, plasmideos, sequéncias de inser¢do, ilhas
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de resisténcia e transposons (LYNCH et al., 2017). S0 indmeros mecanismos de
resisténcias do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus, esses incluem: (1)
biossintese de enzimas inativadoras ou modificacdo dos antimicrobianos; (2) alteracbes nas
porinas (que dificultam a entrada de beta-lactdmicos no espaco periplasmatico da bactéria);
(3) aumento da expressdo de bombas de efluxo (levando a diminui¢cdo da concentracdo de
antimicrobianos no interior da célula); (4) alteracdo em sitios alvos dos antimicrobianos
(LEE etal, 2017; LYNCH et al., 2017).

Além disso, recentemente foram isoladas cepas de Acinetobacter baumannii
resistentes as associacdes ceftazidima-avibactam, piperacilina-tazobactam e ampicilina-
sulbactam, reduzindo ainda mais as possibilidades terapéuticas (THOMAS et al., 2019). O
mecanismo de resisténcia pela producéo de beta-lactamases ¢ um dos principais mecanismos
desenvolvidos por Acinetobacter spp., mas também desenvolvem uma forma de serem
resistentes aos antibioticos que inibem a producéo da beta-lactamase, como por exemplo, a
producdo de serina e metalo-beta-lactamases que acabam por inativar a atividade dos
carbapenémicos (MUGNIER et al, 2008). A super expressdo de bombas de efluxo por cepas
do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus resistentes, além de expulsar
antimicrobianos como beta-lactdmicos do interior da célula, também expulsam outros
antimicrobianos de outras classes, tais como: tetraciclinas, tigeciclina, quinolonas e
clorafenicol (ASAAD et al., 2021).

Algumas cepas também ndo possuem mais sensibilidade aos aminoglicosideos,
devido a ocorréncia de mutacdes nos genes parC e gyrA, que codificam a topoisomerase 1V
e a DNA girase, respectivamente (HERNANDEZ et al., 2021).

Recentemente, cientistas apontaram um novo transposon composto por dois genes
que codificam resisténcia a amicacina e ao carbapenem, sdo eles: blaNDM-1que codifica a
enzima New Delhi Metallo-p—lactamase-1 (NDM-1) atuando através da hidrélise de
cefalosporinas, carbapenémicos e penicilinas e 0 aphA6 - que confere resisténcia a amicacina
(SAMIRA et al, 2022). No que diz respeito ao surgimento de cepas resistentes a colistina,
pesquisadores acreditam que podem estar relacionados com alteracGes genéticas no DNA
que levam a um erro na codificacdo das proteinas PmrA e PmrB que sdo dois componentes
principais na regulacdo das modificacfes de lipopolissacarideos (LPS) em bactérias Gram
negativas (CHEN et al, 2013).

As cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus sdo caracterizadas
como ‘“naturalmente transformaveis” por conta da plasticidade e facilidade em adquirir

mecanismos de resisténcia e foi reconhecido pela OMS em 2017 como um dos
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microrganismos que mais necessitam de atencdo de pesquisadores. Além de adquirir formas
de resisténcia, sdo capazes de compartilnar esse material genético com outros
microrganismos que podem adquirir resisténcia também. A Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS) levou em consideracdo os seguintes critérios para o desenvolvimento de resisténcia
que sdo: tempo de tratamento hospitalar, indice de mortalidade, histérico de resisténcia em
um determinado corpo social, prevencdo e disseminacdo zoonética ou entre humanos.
(WHO, 2017).

As associacOes entre antimicrobianos constituem uma opcao terapéutica com
potencial sucesso para o tratamento de infeccGes causadas por cepas do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus resistentes ou ndo. Um exemplo de associacdo
sinérgica é quando se utiliza beta-lactamicos em associagdo com inibidores de lactamases,
como por exemplo, um carbapenémico ou um outro antibiotico que inclua em sua
formulacéo o sulbactam (FISHBAIN et al., 2010).

3.2 METODOS PARA O ESTUDO DE ASSOCIACOES DE ANTIMICROBIANOS

Existem diversos métodos para se avaliar a atividade antimicrobiana, um deles é a
cinética bactericida ou também denominada Time Kill. Esse método é considerado padréo e
com ele é possivel determinar o sinergismo ou antagonismo entre antimicrobianos, avaliando
0 potencial bactericida. Recebe esse nome por avaliar o tempo em que o antimicrobiano é
capaz de matar as bactérias. E um método amplamente utilizado por ser eficiente, utilizar-se
de um menor tempo para execucdo e menor quantidade de materiais quando se comparada
com outras técnicas (NOGUEIRA et al., 2012).

Entretanto, quando busca a avaliacdo da interacdo entre compostos antimicrobianos
para determinar se a associacdo de duas drogas resulta em um sinergismo, antagonismo,
indiferenca ou aditividade, utiliza-se outros tipos de testes. Como o método mais utilizado por
oferecer um resultado de alto rendimento e em um espaco de tempo curto, podemos citar o
tabuleiro de xadrez ou checkerboard (CB) (figura 4),que foi descrito pela primeira vez por
Berenbaum (1978) e consiste em uma técnica realizada a partir de uma adaptacdo da técnica
de determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima em microdiluicdo em caldo.

Esse método é realizado em uma microplaca de 96 pocos, onde, 0S compostos
antimicrobianos séo diluidos e dispostos em série nos micropogos contendo previamente meio
de cultura, recebem posteriormente o indculo do microrganismo de interesse, incubando-se

por 24 horas para obtencdo do resultado. Esse resultado é expresso em um indice determinado
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de Concentracdo Inibitéria Fracionada, de modo que, quanto maior o valor desse indice,

menor é o nivel de interagdo entre 0s compostos em teste.

Figura 4: Método Checkerboard
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Fonte: Adaptado de Emery Pharma

Outro método amplamente utilizado é o E-test (figura 5), que possui variacdes a
depender da finalidade da pesquisa em questdo. De modo geral, sdo utilizadas tiras
impregnadas com os antimicrobianos padronizados em concentracdes predeterminadas para
avaliar combinacbes entre os compostos. Como relatado anteriormente, existem diferentes
métodos de aplicacdo do E-test, sdo eles: método cruzado, método de razdo, método de agar e
0 método de concentracao inibitéria minima do E-test (LAISHRAM et al, 2017).

Figura 5: ETEST

Fonte: Biomerieux

A diluicdo em caldo e 0 método de difusdo em disco também s&o técnicas utilizadas

para determinar a sensibilidade de microrganismos a determinados antimicrobianos que estao
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impregnados sem concentragdes crescentes e padronizados em fitas de papel. Entretanto, o
metodo utilizado neste estudo foi o Overlay Inoculum Susceptibility Disc (LAISHRAM et al,
2017).

3.2.1 Overlay Inoculum Susceptibility Disc

O Método de Overlay Inoculum Susceptibility Disc (figura 6) consiste em um teste
realizado em meio s6lido para avaliar a interacdo entre antimicrobianos. O antimicrobiano é
incorporado a0 meio em concentragdo previamente estabelecida assim como 0s
microrganismos obtendo-se assim uma sobreposi¢do a qual sdo adicionados discos de papel
contendo antimicrobianos. Paralelamente a esse procedimento, placas contendo apenas 0 meio
de cultura sem a presenca do antimicrobiano sdo utilizadas como controle. O sinergismo €
confirmado apds a observacdo de um aumento de 19% no diametro da zona de inibi¢cdo do
crescimento do microrganismo em torno do disco, ndo ocorrendo esse aumento € considerada
uma interacao indiferente (CHINWUBA et al., 1991; LAISHRAM et al, 2017).

Figura 6: Representacdo do Método Overlay Inoculum Susceptibility Disc

/ Disco contendo agente A
— _H/ Agar contendo inéculo
= Base de dgar contendo

agente B em sua

concentracao subinibitoria

Fonte: Adaptado de Shaktiet al., 2017

3.3 TRATAMENTO

Na clinica médica, o tratamento para infeccGes com o complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus ainda representa um grande desafio, visto que, a maioria das cepas
isoladas sdo produtoras de carbapenemases e metalo-betalactamase e com isso, a
probabilidade dessas cepas possuirem resisténcia a maioria dos antibioticos aumenta e 0s
esquemas terapéuticos tornam-se cada vez mais limitados (ODONNELL et al.,, 2021;

BUTLER et al., 2019;). As op¢des mais escolhidas para o tratamento de infecgbes com o
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complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus sdo limitados as polimixinas, tetraciclinas e
sulbactam prescritos individualmente ou em combinages (THOMAS et al., 2019).
Entretanto, a nefrotoxicidade causada pelas polimixinas é um fator que transforma
esse tratamento em um desafio (GOGRY et al., 2021). Diante desse fato, torna-se
indispensavel a busca por novas moléculas ativas e mais eficazes para o tratamento de

infeccOes causadas pelo complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus.

3.3.1 Naftoquinonas

O surgimento de cepas de Acinetobacter baummanii multidroga resistente é uma
realidade enfrentada em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), onde, se faz presente a presséo
seletiva de antibioticos. Visto que, o0 uso repentino de antibidticos agrava o risco de
surgimento de cepas resistentes, de modo que, 0s microrganismos considerados sensiveis
morrem nessa pressao exercida pela molécula antimicrobiana, restando apenas aquelas que, de
certa forma, criaram formas de resistir ao tratamento. Esse fator diminui as probabilidades de
tratamento, limitando-o, de modo que, a presenca de antibiéticos com atividade
antimicrobiana para cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus é limitada a
poucos farmacos (NASR et al., 2020).

A opcdo de tratamento para cepas resistentes a carbapenémicos esta cada vez mais
reduzido, tendo polimixinas, tigeciclina, aminoglicosideos e suas combina¢Ges como
esquemas terapéuticos (STAMATIS et al., 2020). Nesse contexto de resisténcia, € necessaria
a pesquisa por novas moléculas ativas para ampliar as formas de tratamento das infeccGes
provocadas por este microrganismo.

Dentre as inimeras moléculas em estudo para conter o avanco da colonizacdo desses
microrganismos em humanos, temos as naftoquinonas. As naftoquinonas sdo metabdlitos
secundarios de microrganismos, algas e plantas superiores com inGmeras propriedades
farmacoldgicas e altamente reativos (TAHARA et al, 2020; WELLINGTON et al, 2020).

A estrutura quimica das naftoquinonas é determinada pela conjugacdo de dois anéis
heterociclicos nitrogenados, que podem apresentar-se de duas formas estruturais diferentes,
sendo elas:1,2 ou orto-quinonoidica (quando as carbonilas estdo unidas) e 1,4, ou para-
quinonoidica (quando as carbonilas estdo separadas por dois atomos de carbonos) (Figura 7)
(TANDON et al., 2013). As naftoquinonas sdo formadas atraves da biotransformacdo de

catecolaminas, estrégenos e outros compostos endogenos (LOPES et al., 1996).
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As naftoquinonas sdo caracterizadas por possuirem em sua conformacgdo quimica um
anel naftalénico. Esse grupo possui derivados com diferentes propriedades biologicas, que
sdo nomeados a depender da posicdo de suas carbonilas (SILVA et al., 2003). Esses
derivados sdo descritos na literatura como potenciais agentes causadores de interferéncia na
atividade de enzimas que fazem parte do processo de multiplicacéo celular (KLAUS et al.,
2010). O grupo de interesse nesse trabalho é o 1,2-naftoquinona, o qual recebeu essa
nomenclatura por possuir sua por¢do quinona nos carbonos 1 e 2 da sua estrutura quimica
(TANDON et al., 2013) (figura 7).

Além das naftoquinonas existem outros grupos que sdo classificados a depender do
anel aromatico que esteja presente em sua estrutura quimica, tais como, as benzoquinonas e
antraquinonas, ambos compostos bioativos, que possuem atividade antineoplasicas e
antimicrobianas (ZHANG et al., 2016; YADAV et al., 2019).

As naftoquinonas possuem diversas atividades biologicas importantes para a inddstria
farmacéutica e, devido a isso, sdo consideradas estruturas moleculares de interesse na quimica
medicinal, sendo relatada na literatura cientifica com diversas atividades farmacologicas
dentre elas: antitumorais (SANTANA et al., 1968), anti-inflamatérias (ALMEIDA et al.,
1990), antiprotozoéria (TEIXEIRA et al., 2001), e antimicrobianas (SILVA et al., 2003). Em
destaque para sua atividade antiviral que, de acordo com o contexto pandémico atual, no ano
de 2020, pesquisadores realizaram um estudo demonstrando o potencial da ubiquinona
mitocondrial como uma possivel terapia secundaria ou até mesmo tratamento para a COVID-
19 (OUYANG et al, 2020).

Figura 7: Formas isoméricas da naftoquinona

0
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1,2 ou orto-naftoquinona 1,4 ou para-naftoquinona

Fonte: A autora/Adaptado de TANDON et al., 2013
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As naftoquinonas sdo moléculas consideradas citotdxicas pois induzem a apoptose
celular. Essa inducdo ocorre pelo fato dessas moléculas formar hidroxiquinonas, podendo
perder um elétron a partir do processo de auto oxidacdo e formar semiquinonas, ambas
moléculas sdo altamente reativas (RAVICHANDIRAN et al., 2019).

3.3.1.1 Beta-lapachona

A beta-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) é um
metabdlito secundario, obtido através do Lapachol extraido da casca de véarias plantas
brasileiras, a exemplo do Lapacho (Tabebuia avellanedae) (figura 8) pertencente a familia
Bignoniaceae (PINTO e CASTRO, 2009). Conhecida popularmente como Lapacho, Ipé-
Roxo ou Pau d’Arco, a Tabebuia avellanedae, € originaria das regides tropicais e
subtropicais da América do Sul, tendo dominio biogeografico do Brasil ao norte da
Argentina (WILLIAMS et al., 1936; DA SILVA et al., 2003).

Figura 8: Tabebuia avellanedae

A medicina popular colaborou positivamente para o surgimento de interesses
cientificos acerca do Lapacho, visto que, antigamente as pessoas utilizavam-se da casca da
planta em questdo como um potencial anti-inflamatério, antineoplasico, diurético e
analgésico (HUSSAIN et al., 2007). A beta-lapachona (figura 9) é conhecida por possuir
uma variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades anticancerigena
(SANTANA et al., 1968), anti-inflamatéria (ALMEIDA et al., 1990), antiprotozoaria
(TEIXEIRA et al., 2001), e antimicrobianas (SILVA et al., 2003).
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Figura 9: Estrutura quimica da beta-lapachona

CH.

Fonte: O autor/Adaptado de Sigma-Aldrich (2022)

A beta-lapachona também pode ser isolada através do lomatiol (C15H1404),
metabolito secundario de uma planta pertencente a familia Proteaceae, oriunda do
Hemisfério Sul (EYONG et al., 2015)

Uma caracteristica quimica importante é seu potencial antioxidante, no qual, na
presenca de um substrato quinoidico, reduz um ou dois elétrons e, consequentemente, sofre
um processo conhecido por biorreducdo enzimatica pelo NADPH, esse ciclo é conhecido
como redox e o produto dessa reacdo sao semiquinonas instaveis. Essa reacdo é comum das
quinonas e partir dela ocorre o surgimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, em
contato com o DNA, promove sua fragmentacdo (SILVA et al., 2017). Essa fragmentacao do
DNA ocorre através de uma reacdo conhecida por peroxidacdo lipidica, na qual, os radicais
livres das ROS irdo atrair os elétrons dos lipidos presentes nas membranas celulares. Dessa
forma, a beta-lapachona é considerada citotdxica, pois quando em contato com
macromoléculas celular promove um estresse oxidativo e posteriormente podem ocasionar a
apoptose celular (VESKOUKIS et al., 2012).

A beta-lapachona também pode causar um retardo no ciclo mitdtico e gerar um
blogueio na expressdao dos genes das proteinas inibidoras de apoptose, ocasionando uma
morte celular induzida. O mecanismo de apoptose celular induzido pela beta-lapachona é
alvo de muitos estudos cientificos, nos quais demonstraram aumento significativo da p53

fosforilada, conduzindo a célula a apoptose (SOUSA et al., 2016).
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3.3.2 Amicacina

A amicacina é um antimicrobiano da classe dos aminoglicosideos, que sdo um dos
primeiros recursos terapéuticos para tratar infecgfes causadas por Gram-negativos (SERIO
et al., 2017). Entretanto, a resisténcia aos aminoglicosideos é uma realidade enfrentada por
pesquisadores, visto que, as bactérias vém desenvolvendo inimeras formas de resistir a esses
farmacos antibiéticos (RAMIREZ et al., 2019).

Seu mecanismo de acdo é considerado bactericida, pois inibe a sintese proteica
através da sua ligacdo com o RNA ribossomal a partir da subunidade 30S do ribossomo
bacteriano da célula bacteriana (GOLAN et al., 2014).

3.3.3 Ciprofloxacino

O cloridrato de ciprofloxacino é pertencente a classe das fluoroguinolonas, cujo
mecanismo de acdo € através da inibicdo da enzima DNA topoisomerase |,
consequentemente, causando danos celulares as bactérias (OJKIC et al., 2020). O grande
problema dessa classe é que a acdo € tardia, isto €, mesmo em contato com o0 composto
antimicrobiano, ainda é possivel observar células viaveis por cerca de uma a duas horas apos
a exposicao, esse fator pode estar atrelado ao desenvolvimento de fatores de resisténcia.
(WICKENS et al., 2000; BOS et al., 2015).

3.3.4 Cloridrato de Cefepime

O cloridrato de cefepime é um antimicrobiano pertencente a quarta geracao da classe
das cefalosporinas, possuindo um espectro amplo de eficacia para microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos. Esse antimicrobiano tem uma janela terapéutica ampla, sendo
considerada segura mesmo em casos em que O paciente precise de doses mais altas,
entretanto, é necessario 0 acompanhamento principalmente em pessoas com insuficiéncia
renal ou condi¢cBes neuroldgicas para que seja evitado o acimulo renal do antimicrobiano no
paciente (PAIS et al., 2022). E um antimicrobiano indicado para infecces bacterianas em
varios sistemas, dentre eles: trato urinario, epitelial e respiratorio. Além disso, também sdo

prescritos para infeccdes intra-abdominais graves e neutropenia (FDA, 2017).
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3.3.5 Polimixinas
3.3.5.1 Colistina

A Colistina é um antibidtico polipeptidio, isto é, da classe das polimixinas e, por esse
motivo, também é conhecido como polimixina E. E considerada como um dos ultimos
recursos terapéuticos em infecgbes por microrganismos multirresistentes, por conta desse
fator, o surgimento de cepas resistentes a agdo desse composto é um grande problema. Seu
mecanismo de acdo é voltado para a alteracdo da permeabilidade celular, através da ligacéo
entre moléculas de lipidios A anidnicos de Gram-negativas, levando ao extravasamento
celular e, consequentemente, a lise (ANDRADE et al., 2020). Entretanto, a colistina €
considerada nefrotoxica e neurotoxica, fator que limita sua utilizacdo em hospitais (GOGRY
etal., 2021).

3.3.5.2 Polimixina B

S&@o antibioticos polipeptidicos catibnicos, que atuam causando morte celular
bacteriana através da sua ligacdo com o lipideo A dos lipopolissacarideos presentes na
membrana celular das bactérias Gram-negativas, por este motivo, as polimixinas sao
ineficazes para Gram-positivas (HANCOCK, 1997; CLAUSELL et al., 2007; MEREDITH
et al., 2009). Esse processo acarreta um aumento da permeabilidade da membrana celular
bacteriana, extravasamento de constituintes celulares e consequentemente, alise celular
(VELKOV et al., 2010; YUN et al., 2018).

3.3.6 Gentamicina

A gentamicina, assim como a amicacina, € um aminoglicosideo e possui seu
mecanismo de acdo voltado para a inducdo de estresse no reticulo endoplasmatico (RE)
sendo que, diferente da amicacina, atua através da ligacdo ao ribossomo 80S eucaridtico
(PROKHOROVA et al., 2017). Além disso, a gentamicina também é responsavel por ativar
a resposta de proteina desdobrada (UPR) e danifica as mitocondrias em células eucariéticas
(PEYROU et al., 2007). Devido a isto, as preocupa¢des quanto ao uso da gentamicina giram
em torno da sua potencial nefrotoxicidade, visto que, aminoglicosideos representam um

potencial risco a nefrotoxicidade induzida e, consequentemente, o surgimento de lesdes
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renais agudas, causando a suspensdo do medicamento na maioria dos casos (FOWLER et al.,
2006).

3.3.7 Imipenem

Pertencente a classe dos beta-lactdmicos, o imipenem tem seu mecanismo de acéo
baseado na ligacdo covalente entre as proteinas de ligacdo a penicilina, que sdo responsaveis
por catalisar a ligacdo das cadeias poliméricas de peptidoglicano, causando danos a célula e
ocasionando na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana (PAPP-WALLACE et al.,
2011). Um grande obstaculo para a eficacia desse farmaco é o surgimento de cepas
produtoras de carbapenemases, forma de resisténcia para os B-lactamicos, um exemplo sdo

as cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus (AYOUB et al., 2020).
3.3.8 Rifampicina

A rifampicina € um antimicrobiano pertencente ao grupo dos macrociclicos, €
amplamente utilizado no tratamento de tuberculose (TOOSKY et al., 2014). O surgimento de
cepas resistentes a esse farmaco antimicrobiano, se da devido a mutacGes na subunidade alvo
do mesmo, que ¢ a subunidade B da RNA polimerase, entretanto, outros mecanismos de
toleréncia a rifampicina estdo sendo relatados na literatura (MILLER et al., 1994; REGOet
al., 2017).

3.3.9 Tigeciclina

A tigeciclina € membro da classe das glicilciclinas, e possui atividade eficaz contra
um grande espectro de patdgenos importantes. E derivado da tetraciclina, foi idealizada
inicialmente para superar os seus efeitos causadores de resisténcia (STEIN et al., 2013). Seu
mecanismo de acdo se da pela inibicdo do crescimento bacteriano através do bloqueio da
entrada de RNA transportadores e da ligacdo ao ribossomo 30S da célula bacteriana, o que
irdacarretar em um impedimento da sintese proteica e inibicdo do crescimento bacteriano
(JENNER et al., 2013). Cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a tigeciclina vem
surgindo devido a sua caracteristica de superexpressao de bombas de efluxo e mutacdo dos
sitios responsaveis pela ligacdo do antimicrobiano em ribossomos (HAMMERSTROM et
al., 2015).
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3.3.10 Vancomicina

A vancomicina ¢ um antibidtico da classe dos glicopeptidicos, é recomendada em
casos de infecgdes graves, nas quais os pacientes ficam sob supervisdo médica para que a
dose seja efetiva e para evitar lesdo renal ocasionada pelo farmaco (TAPLITZ et al., 2018).
Seu mecanismo de acdo € pautado na inibicdo da reticulacdo do peptidoglicano, causando
danos celulares, inibindo o crescimento bacteriano e ocasionando a ruptura da membrana
plasmatica (YAO et al., 2005).

3.3.11 Sulfametoxazol-trimetoprima

E um composto antibidtico que possui em sinergismo os agentes antimicrobianos:
sulfametoxazol e a trimetoprima. E um antibiotico de amplo espectro, que atuam em sinergia
contra uma ampla variedade de bactérias, bloqueando a sintese de acido folico (utilizado
para sintese de DNA e RNA em bactérias), dessa forma, é considerado um antimicrobiano de
amplo espectro (HAND et al., 2016).

3.3.12 Levofloxacino

O levofloxacino €é um antibidtico fluoroquinolona, com amplo aspecto,
principalmente para tratamento de pneumonia (KALIL et al., 2016) Entretanto, o surgimento
de cepas resistentes ao levofloxacino vem sendo reportada, fator que vem diminuindo sua

utilizacdo como forma de tratamento (PAIVA et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MICRORGANISMOS E PREPARACAO DO INOCULO

Dez cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus resistentes aos
carbapenémicos foram obtidas de culturas-estoques mantidas no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Microrganismos—Departamento de Antibidticos — Universidade Federal de
Pernambuco. Esses microrganismos foram cultivados em caldo Mueller Hinton (MHB),
incubados a 37° C por 18 horas.

A origem do isolamento das cepas e seus respectivos fendtipos de resisténcias para
antibiéticos comumente utilizados para o tratamento de infec¢des bacterianas estdo dispostos
na tabela 1, bem como, uma cepa padrdo (ATCC 19606) obtida do American Type Culture
Collection.

Para padronizacdo do inoculo (figura 10), as culturas foram diluidas em solucéo salina

esterilizada para ao final obter um indculo, padronizado pela escala de Mc Farland de 106

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL confirmados por enumeracdo das col6nias.

Figura 10: Padronizacédo do in6culo do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
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Fonte: A autora (2022)
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Tabela 1: Origem do Isolamento e fenétipo de resisténcia de dez cepas do complexo Acinetobacter baumannii/

calcoaceticus

Cepas do complexo Fendtipo de
Acinetobacter resisténcia Interpretacdo Comentarios
baumannii/ Origem determinado pelo
calcoaceticus Phoenix ™ BD
AMI, CIP, GET,
IPM, LEV, MER, Potencial Produtor de
LFBM 03 Fragmento do 0sso SMX-TMP R Carbapenemase
CIP, COL, GET,
IPM, LEV, MER, Potencial Produtor de
LFBM 04 Swab Retal SMX-TMP R Metalo-Beta-Lactamase
AMI, CIP, COL, Potencial Produtor de
GET, LEV, MER,
LFBM 05 Sangue R Carbapenemase e
IPM, SMX-TMP
Metalo-Beta-Lactamase
AMI, CIP, COL,
x GET, IPM, LEV, Potencial Produtor de
LFBM 08 Secrecdo Traqueal MER, SMX-TMP R Carbapenemase
AMI, CIP, GET,
IPM, LEV, MERO, Potencial Produtor de
LFBM 20 Secrecdo Traqueal SMX-TMP R
Carbapenemase
AMI, GET, CIP, Potencial Produtor de
LEV, MER, IPM,
LFBM 22 Sangue R Carbapenemase e
SMX-TMP
Metalo-Beta-Lactamase
I\':‘EAF! ICPIIE)/I (I;_IIEEI/ Potencial Produtor de
LFBM 23 Ponta de cateter ' ; ’ R Carbapenemase e
SMX-TMP
Metalo-Beta-Lactamase
écl\)/ll_l éE/ITPLCEI\F; Potencial Produtor de
LFBM 25 Sangue MER. SMX-TMP, R Carbapenemasee Metalo-
Beta-Lactamase
VAN
AMI, CIP, COL, R Potencial Produtor de
LFBM 26 Ferida GET, IPM, LEV, Carbapenemase
MER, SMX-TMP

AMP: Ampicilina; AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacina; COL: Colistina; GEN: Gentamicina; MER:

Meropenen; SMX-TMP — Sulfametoxazol/Trimetoprim; IPM: Imipenem; LEV: Levofloxacina; R: Resistente;

VAN: Vancomicina; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de microrganismos.
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4.2 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os agentes antimicrobianos foram obtidos da Sigma-Aldrich (USA) e foram
escolhidos com base em seus mecanismos de agdo: vancomicina, imipenem, ciprofloxacino,

amicacina, gentamicina, rifamicina, tigeciclina e cloridrato de cefepina.

O critério de resisténcia foi definido para cada agente antimicrobiano com base ao que
preconiza o Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) 2020: amicacina (AMI, CIM > 64
pg/mL); imipenem (IPM, CIM > 8ug/mL); vancomicina (VAN, CIM > 4pg/mL);
ciprofloxacina (CIP, CIM > 4pg/mL); gentamicina (GEN, CIM >16ug /mL); tigeciclina
(TGC, CIM >16pg / mL).

A B-lapachona, foi obtida no Departamento de Antibidticos da Universidade Federal
de Pernambuco — UFPE.

4.3 PREPARACAO DA SOLUCAO DE BETA-LAPACHONA

A beta-lapachona foi obtida por sintese quimica através do lapachol e esse por
extracdo quimica da serragem do ipé roxo Tabebuia avellanedae L., de acordo com a
metodologia descrita por Gongalves de Lima et al. 1962. Os cristais de coloracdo avermelhada
foram pesados com auxilio de uma balanca analitica e solubilizados com etanol/tween80/
H-0(1,0/0,5/8,5 v/v). A solucdo foi esterilizada por filtracdo a vacuo (figura 11) utilizando

uma membrana Milipore® de porosidade 0,22jum e 150um de espessura.

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada utilizando o
método de macrodiluicdo, seguindo as recomendacdes estabelecidas pelo CLSI (2020) com
algumas modificacbes. DiluicBes seriadas da beta-lapachona foram preparadas de forma a
obter concentracdes que variaram de 32 a 1024 pg/mL. Ao final, 4,5 da suspensdo bacteriana

padronizada, foram dispensados em todos 0s tubos.

Uma avaliacdo antimicrobiana do sistema etanol/Tween 80/H20O (1,0/0,5/8,5 v/v) foi
incluido neste estudo, para excluir a possibilidade de efeitos tdxicos sobre as cepas do

complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus.
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A CIM ¢é considerada como a menor concentragdo dos agentes antimicrobianos
capazes de inibir o crescimento bacteriano ap6s 24 h de incubacdo a 37°C. Todos 0s

experimentos foram realizados em duplicata.

Figura 11: Filtracdo da solugdo de beta-lapachona

Fonte: A autora (2022)

45 ASSOCIACAO DA BETA-LAPACHONA AQOS ANTIMICROBIANQOS
CONVENCIONAIS

Para avaliacdo das associacdes de beta-lapachona com os discos de antimicrobianos:
amicacina (30ug), ciprofloxacino (5ug),cefepime (30ug), gentamicina (10ug), imipenem
(10ug), rifampicina (5ug), tigeciclina e vancomicina foi utilizado o método Overlay Inoculum
Susceptibility Disc descrito por Laishram e colaboradores (2017).0 procedimento
experimental (figura 12) é basicamente uma modificacdo o método de difusdo em meio
solido. Uma solucéo de beta-lapachona em concentracdo equivalente a 1/20 da CIM (51,2 e
3,2 ug/mL) foi incorporada ao agar Mueller-Hinton e vertidos sobre as placas. Em seguida
sobre esse meio, 0 microrganismo foi incorporado ao meio de forma a conter 108 UFC/mL e
vertido sobre a camada de &gar contendo a beta-lapachona ja solidificado. As placas foram
postas em superficie plana até total solidificacdo. Em seguida, discos de amicacina,
ciprofloxacino, cloridrato de cefepima, gentamicina, imipenem, rifampicina, tigeciclina, e
vancomicina foram dispostos sobre a superficie do meio de forma equidistante. As placas
foram incubadas a 37° por 24 horas.Um aumento no diametro da zona de inibicdo (DZI) em
torno do disco de 19% corresponde a um efeito sinérgico, <19% corresponde ao efeito aditivo
e nenhuma variacdo do DZI é indicativo de indiferenca (LAISHRAM et al., 2017).
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Figura 12: Método Overlay Inoculum Susceptibility Disc para determinagao do sinergismo entre beta-lapachona
e antimicrobianos
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Fonte: A autora (2022)

e

O meio com o indculo
homogeneizado é vertido em
placa de petri contendo
previamente 8ml de Agar
Mueller-Hinton com 2 mL de
beta-lapachona incorporada
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA BETA-LAPACHONA

Os valores para a CIM da beta-lapachona e dos antimicrobianos frente as dez cepas de
Acinetobacter baumannii estdo apresentados na tabela 2.

A B-lapachona apresentou uma Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) que variou
entre 512 a 1024 pg/mL (figura 13) para as dez cepas avaliadas nesse estudo.

Todas as cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus mostraram um
perfil de resisténcia para todos os antimicrobianos avaliados exceto para a polimixina B cujos
valores de CIM foram inferiores ou igual a 1.0.

Apenas as cepas LFBM 04 e LFBM 20 mostraram sensibilidade a amicacina e a

gentamicina.

Tabela 2- Concentracdo Inibitoria Minima da beta-lapachona e de antimicrobianos convencionais frente a cepas
do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) (ug/mL)

Cepas do complexo
Acinetobacter

baumannii/calcoaceticus |a£ifc_,na AMI CIP GET IPM LEV MER P%L- S_.rl\l<|/|);
ATCC 19606 512
LFBM 03 512 >32 >2 >8 >8 >4 >32 0.5 >2/38
LFBM 04 512 <=8 R <=1 >8 >8 >32 05 >2/38
LFBM 05 1024 >32 >2 >8 >8 >4 >32 0.25 >2/38
LFBM 08 1024 >32 >2 >8 >8 >4 >32 0.5 >2/38
LFBM 20 1024 <=8 >2 <=2 >8 >4 >32 1.0 >2/38
LFBM 22 1024 >32 >2 >8 >8 >4 >32 1.0 2/38
LFBM 23 512 >32 >2 >8 >8 >32 >32 1.0 >2/38
LFBM 25 1024 >32 >2 >8 >8 >4 >32 0,5 >2/38

LFBM 26 1024 >32 >32 >8 >8 >4 >32 0,5 >2/38
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AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacina; CPM: Cloridrato de Cefepime; GEN: gentamicina; IPM: Imipenem;
MER: Meropenem; VAN: Vancomicina; POL-B: Polimixina-B; SMX-TMP: sulfametoxazol-trimetoprima;
LFBM: Laboratério de Fisiologia e Biogquimica de microrganismos.

Figura 13: Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima da beta-lapachona frente as cepas do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticusLFBM 26; LFBM 03, LFBM 04, LFBM 05, LFBM 08, LFBM 20,
LFBM 22, LFBM 23

¥ aEaEEE

Fonte: A autora (2022)

AC: Acinetobacter baumannii; LFBM: Laboratdrio de Fisiologia e Biogquimica de micro-organismos.
5.2 ASSOCIA(;AO BETA-LAPACHONA-ANTIMICROBIANOS

A atividade da associacdo beta-lapachona e antimicrobianos frente a cepas do
complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus estdo apresentadas na tabela 3.

Algumas associagbes mostraram-se sinérgicas, caracterizada por um aumento
percentual do halo de inibi¢do do crescimento microbiano que variou de a 21,49 a 64,70%.

Os antibi6ticos que apresentaram sinergismo foram: amicacina, para as cepas LFBM
4, LFBM 5, LFBM 20, LFBM 22, LFBM 23 e LFBM 25; Cloridrato de Cefepima para as
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cepas ATCC 19606, LFBM 4, LFBM 8, LFBM 20, LFBM 22, e LFBM 23; vancomicina para
as cepas LFBM 5, LFBM 25 e LFBM 26.

A associagdo beta-lapachona-amicacina e beta-lapachona-cefepime foram as mais
sinérgicas visto que, 60% das cepas apresentaram um aumento percentual nos halos de
inibicdo que variou de 21,49% a 59,20% e 34,36% a 64,70%, respectivamente.

Um efeito indiferente foi observado para os outros antimicrobianos (ciprofloxacino,
gentamicina, imipenem, rifampicina e tigeciclina) em associacdo com a beta-lapachona. A

cepa LFBM 03 ndo apresentou sinergismo para nenhum dos antimicrobianos avaliados.



Tabela 3: Associacdo entre beta-lapachona e antimicrobianos frente a cepas do complexoAcinetobacter baumannii/calcoaceticus utilizando o método Overlay Inoculum
Susceptibility Disc.

Diametro da Zona de Inibicéo (DZI £ Percentual de

DP) aumento do
Acinetobacter Drogas Diametro da Zona Interpretacédo
baumannii Controle (mm) Teste (mm) de Inibicdo +
EPM
AMI 8,55 + 0,07 8,65 + 0,07 0,52+0 ADITIVO
CIP 0+0 0+0 0+x0 INDIFERENTE
CPM 0+0 6,53+ 0,42 34,36 + 0,21 SINERGICO
GET 0+0 0+0 0+x0 INDIFERENTE
ATCC 19606
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 15,59 + 0,02 15,85 + 0,21 1,34+1,23 INDIFERENTE
TGC 10,08 £ 0,11 10,1+ 0,14 0,105 + 0,14 INDIFERENTE
VAN 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
AMI 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
LFBM 03 CPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
GET 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 13,02 + 0,03 13,87 £ 0,53 447 + 2,60 INDIFERENTE
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TGC 8,5+0,14 8,65+ 0,07 0,78 +1,11 INDIFERENTE
VAN 00 00 0+0 INDIFERENTE
AMI 0+0 11,25+ 0,02 59,20+ 0,14 SINERGICO
CIP 18,5+ 0,14 18,76+ 0,33 1,365+ 1,03 INDIFERENTE
CPM 0+0 10,59+ 0,12 55,73+ 0,67 SINERGICO
GET 10,75+ 0,35 11,74+ 1,05 5,235+ 3,68 INDIFERENTE
LFBM 04
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 12,44+ 0,03 12,68+ 0,25 1,235+ 1,15 INDIFERENTE
TGC 9+ 0 9+ 0 0+0 INDIFERENTE
VAN 9,45+ 0,35 9,65+ 0,21 1,04+ 0,74 INDIFERENTE
AMI 0+0 8,35+ 0,07 43,90 + 0,43 SINERGICO
CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CPM 11,27+ 0,55 11,6 +0,14 1,70 + 2,13 INDIFERENTE
GET 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
LFBM 05
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 11,98+ 0,02 12,22 + 0,31 1,25+ 1,55 INDIFERENTE
TGC 10,015+ 0,2 10,22 + 0,07 1,10 + 1,56 INDIFERENTE
VAN 0+0 6,445 33,91 + 0,40 SINERGICO
LFBM 08 AMI 7,3 +0,07 9,05+ 0,07 8,94+ 0,74 INDIFERENTE
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CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CPM 0+0 6,98+ 0,02 36,73+ 0,14 SINERGICO
GET 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 13,44 + 0,19 13,56+ 0,02 0,65+ 0,92 INDIFERENTE
TGC 7,2+0,28 8,04+ 1,23 4,445+ 5,02 INDIFERENTE
VAN 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
AMI 8,77 + 0,58 12,86+ 0,91 21,49+ 7,92 SINERGICO
CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CPM 0+0 8,68+ 0,25 45,68+ 1,34 SINERGICO
GET 9,47+0,74 10,25+ 0,35 4,10+ 5,80 INDIFERENTE
LFBM 20
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 13,59+ 0,57 14,36+ 0,19 4,05+ 2 INDIFERENTE
TGC 9,5+ 0 9,58+ 0,12 0,44+ 0,62 INDIFERENTE
VAN 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
AMI 0+0 8,08+ 0,16 42,54 + 0,85 SINERGICO
CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
LFBM 22 )

CPM 0+0 6,785+ 0,30 35,70+ 1,60 SINERGICO
GET 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
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IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 15,1+ 0,14 15,82+ 0,24 3,81+ 2,05 INDIFERENTE
TGC 10,25+ 0,35 10,48+ 0,02 1,23+ 1,74 INDIFERENTE
VAN 6,65+ 0,21 6,78+ 0,30 0,70+ 0,48 INDIFERENTE

AMI 0+0 9,57+ 0,09 50,36+ 0,51 SINERGICO
CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE

CPM 0+0 12,29+ 0,70 64,70+ 3,68 SINERGICO
GET 9+0 9,15+ 0,02 0,81+ 0,11 INDIFERENTE

LFBM 23

IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 13+ 0 13,36+ 0,19 1,92+ 1 INDIFERENTE
TGC 9,8+ 0 10,35+ 0,63 2,89+ 3,35 INDIFERENTE
VAN 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE

AMI 0+0 6,48 £ 0,02 34,13+ 0,11 SINERGICO
CIP 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
LFBM 25 GET 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 15,79 £ 0,29 16,8+ 0 5,31+ 1,56 INDIFERENTE
TGC 10,57 £ 0,09 10,61+ 0,04 0,23+ 0,26 INDIFERENTE
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VAN 0+ 0 6,71+ 0,11 35,31+ 0,59 SINERGICO
AMI 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CIP 0£0 0+0 0+0 INDIFERENTE
CPM 0+ 0 0+0 0+0 INDIFERENTE
GET 0+0 00 0+0 INDIFERENTE
LFBM 26

IPM 0+0 0+0 0+0 INDIFERENTE
RIF 15,73 +0,38 16,51+ 0,01 5,31+ 1,56 INDIFERENTE
TGC 8,82 + 0,16 9+0 0,23+ 0,26 INDIFERENTE
VAN 0+0 6,34 + 0,06 35,31+ 0,59 SINERGICO

AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacina; CPM: Cloridrato de Cefepime; DP: Desvio Padrdo; DZI: Diametro da Zona de Inibicdo; EPM: Erro Padrdo da Média; GEN:

Gentamicina; IPM: Imipenem; VAN: Vancomicina; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de microrganismos.
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Figura 14: Percentual de aumento do Diametro da Zona de Inibigdo da associacao beta-lapachona com
oito antimicrobianos (amicacina, ciprofloxacino, cloridrato de cefepime, gentamicina, imipenem,
rifampicina, tigeciclina e vancomicina) frente a Acinetobacter baumanii ATCC 19606 e Acinetobacter
baumanii/calcoaceticus LFBM 03; LFBM 04, LFBM 05; LFBM 08.
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Fonte: A autora (2022)

AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacina; CPM: Cloridrato de Cefepime; GEN: Gentamicina; IPM:
Imipenem; RIF: Rifamicina; TGC: Tigeciclina; VAN: Vancomicina; LFBM: Laboratério de Fisiologia e

Bioguimica de micro-organismos.
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Figura 15: Percentual de aumento do Diametro da Zona de Inibigdo da associacao beta-lapachona com

oito antimicrobianos (amicacina, ciprofloxacino, cloridrato de cefepime, gentamicina, imipenem,

rifampicina, tigeciclina e vancomicina) frente a cepas do complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus
(LFBM 20; LFBM 22, LFBM 23; LFBM 25, LFBM 26).
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Fonte: A autora (2022)

AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacina; CPM: Cloridrato de Cefepime; GEN: Gentamicina; IPM:

Imipenem; RIF: Rifamicina; TGC: Tigeciclina; VAN: Vancomicina; LFBM: Laboratdrio de Fisiologia e

Bioguimica de micro-organismos.
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Figura 16: Sinergismo representado na cepa LFBM 20 e LFBM 23 da associag8o beta-lapachona com

cloridrato de cefepime e beta-lapachona com amicacina.

1- Halo de inibicdo do Cloridrato de Cefepime sem a presenca da beta-lapachona(cepa LFBM 20)
2- Halo de inibigéo do Cloridrato de Cefepime em associa¢do a beta-lapachona (cepa LFBM 20)
3- Halo de inibicéo do Cloridrato de Cefepime sem a presenca da beta-lapachona (cepa LFBM 23)
4- Halo de inibi¢do do Cloridrato de Cefepime com associacéo a beta-lapachona (cepa LFBM 23)
5- Halo de inibicdo da Amicacina sem a presenca da beta-lapachona (cepa LFBM 23)

6- Halo de inibicdo da Amicacina em associacdo a beta-lapachona (cepa LFBM 23)

Fonte: A autora (2022)
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6 DISCUSSAO

O complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus € considerado um agente
patogénico nosocomial oportunista que causa sérias e complicadas infeccBes em
pacientes imunocomprometidos. Esse microrganismo vem sendo reportado como agente
causador de meningite, septicemia, infeccbes em feridas de queimados, no trato
respiratério, urinario e ésseas (MORRIS et al, 2019). Essa alta significancia clinica
surgiu devido a sua intrinseca caracteristica de apresentar resisténcia a varios
antimicrobianos (LEE et al., 2017).

Dessa forma, a busca por compostos isolados de metabdlitos secundarios de
plantas tornou-se uma realidade para pesquisadores que investigam novas formas de
tratamento para essas infeccoes.

A maioria das cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
mostraram um perfil de resisténcia para todos os antimicrobianos avaliados. Esses
resultados corroboram aos de Pasetti e colaboradores (2022), que determinou o
percentual de resisténcia de cepas Acinetobacter baumannii frente a diversos
antimicrobianos a saber :Amicacina (94%), Meropenem (88%) e Cefepime (82%).
Além disso, esse estudo também apontou a sensibilidade das cepas para polimixina B.

Nossos resultados também corroboram com um estudo feito em 2016 por
Rolain, no qual, todas as cepas de Acinetobacter baumannii mostraram-se resistentes ao
imipenem, meropenem, ciprofloxacina, levofloxacina, amicacina, gentamicina,
sulfametoxazol/trimetoprim e a maioria dos B-lactamicos.

No presente estudo, foi analisado a capacidade da beta-lapachona em inibir o
crescimento de cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus .O potencial
antimicrobiano de uma molécula bioativa foi classificado em 2004 por Sartoratto
através da Concentracdo Inibitéria Minima do composto em estudo, de modo que: sdo
considerados compostos com forte atividade a molécula que apresentar uma CIM entre
50 e 500ug/mL; atividade moderada quando for de 600 a 1500ug/mL; e fraca
atividade quando acima de 1500pg/mL. Nesse estudo, a B-lapachona apresentou uma
atividade de moderada para todas as cepas avaliadas, com CIM variando de 512 a
1024pg/mL.

Esses valores podem ser explicados devido ao mecanismo de agdo da beta-
lapachona que, quando em contato com macromoléculas intracelulares promove um

estresse oxidativo atraves da formacdo de espécies reativas do oxigénio. Alguns desses
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radicais formados sdo o anion superoxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H-02) e o
radical Hidroxila (HO-), gerando danos irreversiveis para a célula bacteriana, tais como:
destruicdo de proteinas, peroxidacdo de lipidios e quebra do DNA. O metabolismo e
divisdo celular sdo bloqueados o que culmina com a ruptura celular (VESKOUKIS et
al., 2012; SILVA et al., 2017).

A associacao dessa naftoquinona, utilizada em concentragdo sub-inibitoria (51,2
ou 3,2 pg/mL) a farmacos da classe dos aminoglicosideos (amicacina), cefalosporinas
(cefepime) e glicopeptideos (vancomicina) gerou um efeito sinérgico, aumentando
significativamente alguns halos de inibicdo de algumas cepas do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus.

Dentre as dez cepas avaliadas, LFBM 04, LFBM 05, LFBM 20, LFBM 22,
LFBM 23 e LFBM 25 a associacdo beta-lapachona/amicacina, apresentou um aumento
no percentual da zona de inibicao, superior a 19% caracterizando-a como sinérgica. Este
efeito deve-se provavelmente a adicdo de dois mecanismos de agdo distintos, pela
inducdo do estresse oxidativo proveniente da beta-lapachona e a inibicdo da sintese
proteica da amicacina.

Para as cepas ATCC 19606, LFBM 04, LFBM 08, LFBM 20, LFBM 22, e
LFBM 23 a associacdo beta-lapachona/cefepime apresentaram-se sinérgicas. Esse
sinergismo provavelmente deve-se a juncdo do mecanismo de acdo redox da beta-
lapachona com a inibicdo da sintese da parede celular ocasionado pelo cefepime.

A associacdo beta-lapachona-vancomicina mostrou-se sinérgica para as cepas
LFBM 5, LFBM 25 e LFBM 26, esse aumento no halo de inibicdo pode ser proveniente
a juncdo do mecanismo de acdo da beta-lapachona, citado anteriormente, com o
mecanismo de inibicdo da sintese da parede celular.

Macedo e colaboradores (2013) demonstrou uma atividade sinérgica na
associacdo entre beta-lapachona-ciprofloxacino frente a cepas S. aureus meticilina
resistente. Entretanto, nesse trabalho essa associacdo apresentou-se indiferente frente as
cepas do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus avaliadas. Esse efeito pode
ser explicado com bases nas inumeras formas de adquirir resisténcia do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. O ciprofloxacino é pertencente ao grupo das
fluoroquinonas, para o0 qual, as cepas do complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus. apresentam aumento da expressdo da bomba de efluxo. Além
disso, outro mecanismo de resisténcia obtido por esses microrganismos sdo as mutacoes
na topoisomerase | e Il (LI et al., 2005; MAHMOUDI et al., 2020).
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Portanto, a sinergia entre esses compostos ativos de origem natural e
antimicrobianos torna-se pesquisa promissora, visto que, 0s esquemas terapéuticos para
0 complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus estdo cada vez mais limitados

devido a grande quantidade de cepas multidroga resistente.
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7 CONCLUSOES

A B-lapachona foi capaz de inibir o crescimento das cepas do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus produtores de cabapenemases.

Todas as cepas analisadas nesse estudo mostraram-se sensiveis a polimixina B

A amicacina e cloridrato de cefepime foram o0s antimicrobianos que
apresentaram efeito sinérgico com a beta-lapachona frente a maior parte das cepas do
complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus.

A associacdo beta-lapachona-vancomicina foi sinérgica para as cepas do
complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus LFBM 05, LFBM 25 e LFBM 26.

A associagao beta-lapachona-imipenem, mostrou-se indiferente frente a todas as
cepas do complexo Acinetobacter baumanii/calcoaceticus avaliadas nesse estudo.

Esses resultados podem servir de base para estudos futuros de associagdes beta-
lapachona com antimicrobiano contra cepas do complexo Acinetobacter

baumannii/calcoaceticus.
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