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Resumo

A emergéncia de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (ERC) tem
levado ao aumento do uso de polimixinas (Polimxina B — PMB e colistina) como uma
das poucas opcoOes terapéuticas. Entretanto, relatos de isolados de ERC resistentes
as polimixinas estdo aumentando e novas opc¢des terapéuticas sdo almejadas.
Nesse sentido, o objetivo deste projeto foi avaliar a atividade inibitéria da PMB
combinada com 4-hidroxi-tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (4-OH-TSZ) ou
nicotinamida (NAM) sobre o crescimento de isolados de ERC sensiveis e resistentes
a PMB. A atividade da PMB e da PMB combinada com 4-OH-TSZ ou NAM foi
avaliada empregando metodologia para determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM). O fator modulatorio (FM) foi calculado a partir da formula FM =
CIMpnme/CIMpug + 4-0H-Tsz ou Nam € Tefletiu a capacidade do 4-OH-TSZ ou NAM modular
a atividade da PMB quando FM = 4. Neste estudo observamos que o 4-OH-TSZ
atuou modulando (FM >4) a atividade da PMB, especialmente contra Klebsiella
pneumoniae, resgatando a atividade deste antimicrobiano nos isolados resistentes.
NAM nao modulou (FM < 4) a atividade da PMB contra os isolados testados. Os
resultados obtidos mostram que, embora NAM né&o tenha apresentado efeito
modulatério, 4-OH-TSZ pode representar uma promissora op¢ao como adjuvante da
PMB para o tratamento de infec¢des causadas por ERC, inclusive podendo resgatar
a atividade deste antimicrobiano em K. pneumoniae.

Introducéo

Algumas espécies de Enterobacteriaceae, em particular Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli sdo capazes de causar diferentes tipos de infec¢ao, atingindo tanto
pacientes hospitalizados como ambulatoriais. A resisténcia aos carbapenémicos
nestas espécies bacterianas tém levado a utilizacdo de outras opcdes terapéuticas,
dentre elas as polimixinas (SHEU et al.,, 2019). Polimixina B (PMB) e colistina
representam antimicrobianos cationicos, da classe das polimixinas, usados
clinicamente. Com o aumento do uso, diversos isolados resistentes as polimixinas ja
foram relatados (SHEU et al., 2019). Com o objetivo de barrar e combater o avanco
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de infeccdes bacterianas, especialmente aquelas causadas por Enterobacteriaceae
resistentes aos carbapenémicos (ERC), hd uma busca crescente por novas
substancias de origem natural, semissintética ou sintética, (SHEU et al., 2019).
Ttiossemicarbazonas derivadas do (-)-canfeno tém sido investigada e resultados
promissores foram observados (SOUZA et al.,, 2018). Nicotinamida (NAM) € um
derivado amida do acido nicotinico, que tem sido usado para uma variedade de
aplicacdes terapéuticas, inclusive como antimicrobiano (MURRAY, 2003).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade da 4-
hidroxi-tiossemicarbazona derivada do (-)-canfeno (4-OH-TSZ ) e da NAM em
modular a atividade da PMB em isolados clinicos de ERC sensiveis e resistentes a
este antimicrobiano.

Materiais e métodos

Foram utilizadas ERC sensiveis e resistentes a PMB, provenientes de uma
colecao depositada na bacterioteca do setor de Bacteriologia Médica, do Laboratério
de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) da Universidade Estadual de
Maringa, PR. O derivado 4-OH-TSZ foi sintetizado e fornecido pelo Departamento de
Quimica da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR). NAM e PMB
foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).
A concentracao inibitéria minima (CIM) da PMB e das combina¢cbes PMB + 4-OH-
TSZ e PMB + NAM foram determinadas pelo método de microdiluicAo em caldo,
usando Muller Hinton Broth com ajuste de cations (CAMHB, Difco Laboratories,
Sparks, MD, EUA), conforme recomendac¢des do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2020). Escherichia coli ATCC 25922 foi testada como controle. A
interpretacdo do perfil de sensibilidade & PMB foi de acordo com os pontos de corte
(sensivel < 2 pg/mL; resistente > 2 ug/mL) estabelecidos pelo BrCAST (2020).

O fator modulatério (FM) foi calculado a partir da férmula FM =
CIMpnme/CIMpme + 4-0H-Tsz ou Nnav € refletiu a atividade do 4-OH-TSZ ou NAM de
modular a atividade da PMB quando FM = 4.

Resultados e Discussao

A substancia quimica 4-OH-TSZ foi sintetizada e caracterizada previamente
(SOUZA et al.,, 2018). Embora tenha demonstrado ag&o contra Mycobacterium
tuberculosis (SOUZA et al., 2018) e contra cocos Gram-positivos como
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. (Dados em publicacdo), 4-OH-TSZ né&o
tem acdo direta contra bactérias Gram-negativas. Por outro lado, a PMB é um
importante antimicrobiano que atua sobre a parede celular de bactérias Gram-
negativas, especialmente sobre o lipopolissacarideo (LPS), promovendo a morte
bacterina. Entretanto, bactérias com alteracdo no LPS se apresentam resistentes a
PMB.

Neste estudo observamos que o 4-OH-TSZ atuou modulando (FM >4) a
atividade da PMB, contra todos os isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes a
PMB. Com excecado de dois isolados (CIM = 1 pg/ml), a modulagdo ocorreu em K.
pneumoniae com CIM elevada para PMB (tabela 1). Em um isolado de Proteus
mirabilis que € naturalmente resistente a PMB (MIC > 1024 pg/ml) o 4-OH-TSZ néo
modulou a atividade inibitoria da PMB e néo alterou a CIM.
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NAM nao modulou a atividade da PMB nos solados sensiveis e resistentes
testados, nao diminuindo a CIM da PMB (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade e concentracéo inibitéria minima (CIM) de polimixina B (PMB) combinada
ou ndo com 4-OH tiossemicarbazona derivada do (-)-canfeno (4-OH-TSZ) e nicotinamida (NAM) e fator
modulatério (FM) de 4-OH-TSZ e NAM sobre a PMB em isolados de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos (ERC).

Isolado/Espécie Perfil CIM CIM polimixina CIM polimixina +
de ERC sensibilidade polimixina + 4-OH-TSZ NAM (ug/mL)
polimixina* (Mg/mL) (Mg/mL) (FM)** (FM)**
5850/K. p R 128 1(128) 128 (1)
8872/K. p R 64 1 (64) 64 (1)
2428/K. p S 1 0,008 (128) 1(1)
1345/K. p S 1 0,06 (16) 1(1)
3437/K. p R 32 1(32) 32 (1)
0667/K. p S 05 1(0,5) 0,5 (1)
4760/K. p S 0,5 0,5 (1) 0,5 (1)
7395/K. p S 05 0,5 (1) 0,5 (1)
7379/K p S 0,5 0,5 (1) 0,5 (1)
2887/P. m R >1024 >1024 (1) >1024 (1)
5121/K. p S 0,5 0,5 (1) NT
2409/K. p S 1 0,5 (0,5) NT
6250/K.p S 1 0,5 (0,5) NT
8154/K.p R 16 1(16) NT
8295/K.p R 16 1(16) NT
0663/K.p S 05 0,5 (1) NT

*Interpretagdo segundo BrCast/2020(3, > 2 R); ** Atividade Modulatéria de 4-OH-TSZ &AM quando FM >4
K. p: Klebsiella pneumoniae, Pm:Proteus mirabilis, S: Sensivel, R: resistente, NT: N&o testado.

Mais isolados bacterianos precisam ser testados, inclusive de outras espécies
de Enterobacteriaceae sensiveis e resistentes a PMB, para uma melhor
compreensao da atividade modulatoria da substancia quimica 4-OH-TSZ.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo indicam que, embora NAM nao tenha
apresentado efeito modulatério sobre a atividade da PMB, 4-OH-TSZ pode
representar um promissor adjuvante deste antimicrobiano para o tratamento de
infeccdes por ERC, inclusive podendo resgatar sua atividade em K. pneumoniae.
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