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Resumo

OpcOes terapéuticas para infeccbes causadas por enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos (ERCs) sdo bem restritas. A polimixina representa uma das ultimas
alternativas para o tratamento de infeccbes por ERCs. Desse modo, o presente
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar in vitro a agdo combinada entre
polimixina e o inibidor de bomba de efluxo carbonilcianeto m-clorofenil hidrazona
(CCCP) ou tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) contra ERCs. A
avaliacdo da polimixina associada ou ndo a concentracdes fixas de TSC (25 pg/ml)
ou CCCP (12,5 pg/ml) foi realizada empregando microdiluicdo em caldo, em ERCs
sensiveis e resistentes a polimxina para determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM). Um total de sete isolados de ERCs polimixina resistentes (CIM = 16
pHg/mL) apresentou diminuicdo da CIM, para concentracdes iguais ou abaixo das
empregadas para definir sensibilidade, quando a TSC foi associada a polmixina.
Seis isolados ERCs resistentes a polimixina (CIM > 16 pg/mL) também
apresentaram reducdo da CIM quando a polimixina foi associada ao CCCP. Em
isolados polimixina sensiveis (CIM < 0,5 pg/mL) a associagdo com TSC ou CCCP
nao diminui a CIM. Embora o CCCP nao possa ser clinicamente aplicado, devido a
sua intrinseca citotoxicidade, os resultados deste estudo sugerem que a TSC pode
atuar de maneira semelhante ao inibidor de bomba de efluxo CCCP na diminuicéo
da CIM da polimixina. Desta forma, considerando sua baixa citotoxicidade, a TSC
pode representar um adjuvante no tratamento de infeccbes causadas por ERCs
resistentes a polimixina.

Introducao

Algumas espécies de Enterobacteriaceae, em especial Klebsiella pneumoniae
e Escherichia coli sdo capazes de causar diversos tipos de infeccdo, que atingem
tanto pacientes hospitalizados como ambulatoriais. Essas infeccoes geram altos
custos de tratamento e prolongamento nos periodos de internacdo, devido
especialmente a restricdo nas opcdes terapéuticas consequentes da grande
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resisténcia aos antimicrobianos que estas espécies bacterianas podem apresentar
(SHEU e al., 2019) . Desse modo, a utilizacdo das polimixinas, que apresentam
efeitos nefrotdxicos e neurdticos vem se tornando importante para o tratamento de
Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (ERC) (SHEU e al., 2019).
Contudo, resisténcia a polimixina ja foi encontrada em varios isolados clinicos
(NORDMAN, JAYOL, POIREL, 2016) .

No intuito de melhorar as opc¢les terapéuticas para infeccbes por ERC e
diminuir o potencial toxico de alguns antimicrobianos, diversos estudos estdo sendo
realizados para avaliar novas substancias quimicas e combinacdes antimicrobianas
(NI et al., 2016; SHEU et al., 2019). Desta forma, este estudo teve como objetivo
avaliar in vitro a agdo combinada de polimixina e o inibidor de bomba de efluxo
carbonilcianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP) ou tiossemicarbazida (TSC) derivada
do (-)-canfeno contra ERCs

Materiais e métodos

Foram empregadas espécies de ERC sensiveis e resistentes a polimixina,
provenientes da bacterioteca do setor de Bacteriologia Médica do Laboratério de
Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC).

A TSC foi sintetizada e gentilmente fornecida pelo Departamento de Quimica da
Universidade Tecnoldégica Federal do Parana (UTFPR) campus Londrina, sob
responsabilidade do professor Dr. Fabio Vandresen. O CCCP e o sulfato de
polimixina B foram adquiridos comercialmente (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA e
Inlab, S&o Paulo, SP, Brasil, respectivamente).

A avaliacdo do efeito combinado da polimixina foi realizada empregando a
técnica de microdiluicdo em caldo Muller Hinton cétions ajustados (CAMHB Difco
Laboratories, Sparks, MD, EUA) com e sem concentracdes fixas de TSC (25 pg/ml)
ou CCCP (12,5 pg/ml).

Resultados e Discussao

Ni et al. (2016) observaram a diminuicdo da CIM de polimixina quando
associada ao CCCP contra algumas bactérias Gram negativas, em especial em néo
fermentadoras de glicose, como Acinetobacter spp. e Stenotropomonas maltophilia.
Esses autores sugeriram que o CCCP, conhecido como um inibidor de bombas de
efluxo, neste caso poderia atuar como um restaurarador da carga negativa das
membranas das bactérias resistentes a polimixina, através do rompimento da forca
motriz do préton. Assim, o desenvolvimento de novas moléculas, com acao
semelhante ao CCCP, mas com menor potencial citotoxico poderiam ser utilizadas
para o tratamento de infec¢bes por bactérias Gram negativas multirresistentes.

Em nosso trabalho observamos que TSC e CCCP diminuiram a CIM da
polimixina em todos os isolados polimixina-resistentes. Desta forma, considerando
os pontos de corte que define a sensibilidade para polimixina (< 2 pg/ml = Sensivel e
> 2 pg/ml = Resistente), tanto CCCP como TSC foram capazes de, em isolados de
ERC resistentes a polimixina, resgatar a atividade deste antimicrobiano. Entretanto,
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o mesmo perfil de reducdo na CIM de polimixina ndo foi observado nos isolados
polimixina-sensiveis (Tabelal).

Considerando que a substancia quimica TSC apresenta uma citotoxicidade
baixa para células epiteliais da linhagem VERO (SOUZA et al., 2018), esta poderia
ser utilizada como adjuvante no tratamento de infeccbes por ERC resistentes a
polimixina.

Tabela 1. Perfil de sensibilidade e concentracdo inibitéria minima (CIM) da
polimixina isoladamente e em associagcdo com tiossemicarbazida derivada do (-)-
canfeno (TSC) e o inibidor de bomba de efluxo carbonilcianeto m-clorofenil
hidrazona (CCCP) em isolados clinicos de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos (ERCs).

Soie, o CREOTTE o poimna

ERCs polimixina TSC associada ao CCCP
polimixina (ug/mi) (ug/ml) (ug/mi)

IC1 R 32 1 0,5

IC 2 S 0,25 0,25 NT

IC 3 R 256 1 0,5

IC 4 R 256 1 0,5

IC5 R 64 0,5 0,25

IC 6 S 0,25 0,12 NT

IC 7 S 0,5 0,5 NT

IC 8 S 0,25 0,25 NT

IC9 S 0,25 0,25 NT

IC 10 R 64 0,5 NT

IC 11 S 0,25 0,25 NT

IC 12 R 32 2 0,5

IC 13 R 16 1 0,5

IC 14 S 0,25 NT 0,25

IC 15 S 0,5 NT 0,5

R: resistente; S: sensivel; NT: ndo testado; IC: Isolado clinico

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a TSC pode atuar de
maneira semelhante ao CCCP, diminuindo a CIM da polimixina em ERCs polimixina-
resistentes. Desta forma, TSC em combinagcdo com polimixina poderia ser
empregada para o tratamento de infeccdes causadas por estas bactérias.
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