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Resumo:

A emergéncia e disseminacdo de microrganismos com resisténcia a multiplos
farmacos, em particular Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (ERC),
como o meropenem (MERO), limita as opc¢des para terapia antimicrobiana. Essa
multirresisténcia tem levado a busca por novas op¢des de tratamento e estimulado
pesquisas com novas substancias quimicas com atividade antibacteriana.
Tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) tem atividade, comprovada em
estudos anteriores, contra alguns microrganismos, incluindo bactérias Gram-
positivas, micobactérias e fungos, porém nao tem atividade direta contra ERC.
Assim, este estudo teve por objetivo avaliar a capacidade da TSC em modular a
atividade do MERO contra isolados clinicos de ERC. A concentracdo inibitéria
minima (CIM) do MERO com e sem diferentes concentracbes de TSC foi
determinada por microdiluicdo em caldo. O fator modulatério (FM) foi calculado (FM
= CIMwmero/ClMyero + Tsc) € determinou a capacidade da TSC modular atividade do
meropenem quando FM = 4. Os valores da CIM do MERO variaram de 8 a 512
pg/mL. Importantes reducdes nessas CIM foram observadas na associagdo com a
TSC, especialmente na concentracdo de 50 pg/mL, em isolados de ERC produtores
de carbapenemase do tipo New Delhi metalo-betalactamase (NDM). Nessa mesma
concentragdo a TSC modulou a atividade do MERO (FM = 4) em 69,2% dos isolados
produtores de NDM. Em isolados resistentes aos carbapenémicos por mecanismos
gue nao a producdo de NDM, TSC néao foi capaz de reduzir a CIM do MERO. Os
resultados obtidos destacam que TSC pode representar um promissor modulador da
atividade do MERO em ERC produtoras de NDM.

Introducéo

Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (ERC), dltima geracao
de antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, representam uma ameaca a saude
publica, devido aos altos indices de mortalidade. Espécies de ERC estao envolvidas
em diversos tipos de infeccbes, especialmente as relacionadas a assisténcia a
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saude. Producéo de beta-lactamases do tipo carbapenemases € o mecanismo mais
frequentemente relacionado a resisténcia aos carbapenémicos, inclusive ao
meropenem (MERO), nessas espécies bacterianas. Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC), New Delhi metalo-betalactamase (NDM) e oxacilinases
(OXA) séo as principais carbapenemases produzidas por ERC (PERI et al., 2019).

Alternativas terapéuticas, como polimixinas, tigeciclinas, bem como
associagOes de antimicrobianos podem ser utilizadas para tratar infec¢cdes por ERC.
Entretanto, isolados resistentes a polimixina e tigeciclina foram relatados em
diversas regides do mundo, restringindo ainda mais as opg¢des de tratamento (SHEU
et al., 2019). Nesse sentido, a otimizacdo de moléculas com potencial antimicrobiano
tem sido alvo de pesquisas farmacolégicas e a sintese quimica contribui com
diversos compostos com potencial antimicrobiano. A tiossemicarbazida derivada do
(-)-canfeno (TSC) foi definida, em estudos anteriores, como um promissor candidato
a agente antimicrobiano (SOUZA et al., 2018). Embora TSC néo tenha apresentado
acdo direta contra bactérias Gram-negativas, como ERC, atividade contra
Mycobacterium tuberculosis (SOUZA et al., 2018) e Cocos Gram-positivos (Dados
em publicacdo) ja foram relatadas. Diante disso, este trabalho teve por objetivo
avaliar a capacidade da TSC em modular a atividade do MERO contra isolados
clinicos de ERC.

Materiais e métodos

TSC foi sintetizada como descrito por Souza et al. (2018) e diluida em
dimetilssuféxido (DMSO, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA,) para obter solucéo
estoque de concentracao igual a 10.000 pg/ml. MERO foi adquirido comercialmente
(AstraZeneca, Cotia, Brasil) e preparado em solugdo estoque na concentracdo de
10.240 pg/ml.

Foram testados isolados clinicos de ERC das espécies Klebsiella
pneumoniae, K. oxytoca, Escherichia coli e Enterobacter cloacae provenientes de
uma colecdo depositada na bacterioteca do setor de Bacteriologia Médica do
Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas — LEPAC, da Universidade
Estadual de Maringa. Os isolados bacterianos estocados a -80°C em caldo triptona
de soja (TSB - Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA) adicionado de 15 % de glicerol
(Synth, Diadema, SP, Brazil) foram reativados de acordo com a necessidade da
realizacédo de cada teste.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do MERO com e sem diferentes
concentragdes de TSC (50, 25 e 10 pg/ml) foi determinada empregando o método de
microdiluicdo em caldo, usando Muller Hinton Broth com ajuste de cations (CAMHB,
Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA), conforme recomendacdo e critérios de
interpretacdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC® 29213 foi utilizado como
controle. A atividade da acdo combinada foi determinada pelo fator de modulacéo
(FM), calculado a partir da formula FM = (CIMuero)/(CIMyero+tsc). O efeito
modulatorio foi definido quando uma reducdo = 4 na CIM da combinacao
(MERO+TSC) em relacdo ao MERO foi observada (CALEFFI-FERRACIOLI et al.,
2019).
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Resultados e Discussao

As CIMs do MERO variaram de 8 a 512 pg/mL e importantes redugdes foram
observadas na associacdo com a TSC, especialmente na concentracédo de 50 pg/ml,
apenas nos isolados de ERC produtores de NDM (Tabela 1). Foi possivel observar
gue 50 pg/ml de TSC modulou a acdo do MERO (FM = 4) em 69,2% (n=9) dos
isolados de ERC produtores de NDM. Nas concentracdes de 25 e 10 pg/ml a TSC
modulou a acdo em 15,4 (n=2) e 7,8% (n=1) desses isolados, respectivamente
(Tabela 1). Em quatro isolados de ERC produtores de NDM a TSC (50 pug/mL) nao
melhorou significativamente a acdo do meropenem (FM =2 e FM = 1), o0 que poderia
ser explicado por um possivel segundo mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos
presente nesses isolados. A TSC néo reduziu a CIM do MERO nos isolados de ERC
produtores de KPC ou naqueles em que nenhuma carbapenemase foi detectada
fenotipicamente (Tabela 1).

Tabela 1: Tipos de carbapenemases produzidas, concentracdo inibitéria minima (CIM) do meropenem
(MERO) com e sem diferentes concentracdes (50, 25 e 10 ug/mL) de tiossemicarbazida derivada do (-)-
canfeno (TSC) e fator de modulacdo (FM) das diferentes concentracbes de TSC sobre 0 MERO em
isolados clinicos de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (ERC).

Tipo de MERO MERO+TSCso MERO+TSCzs MERO+TSCyo
ERC carbapenemase CIM em pg/mL (FM)
Klebsiella pneumoniae NDM 64 4 (16) 16 (4) 16 (4)
Klebsiella oxytoca NDM 128 32 (4) 64 (2) 64(2)

Klebsiella pneumoniae NDM 32 8 (4) 16 (2) 16 (2)
Klebsiella pneumoniae KPC 64 64 (1) 64 (1) 64 (1)
Klebsiella pneumoniae KPC 64 64 (1) 64 (1) 64 (1)
Klebsiella pneumoniae KPC 128 128 (1) 128 (1) 128 (1)
Klebsiella pneumoniae KPC 128 128 (1) 128 (1) 128 (1)
Klebsiella pneumoniae KPC 512 512 (1) 512 (1) 512 (1)
Klebsiella pneumoniae KPC 64 64 (1) 64 (1) 64 (1)
Klebsiella pneumoniae NDM 128 64 (2) 128 (1) 128 (1)
Klebsiella pneumoniae KPC 128 128 (1) 128 (1) 128 (1)
Klebsiella pneumoniae ND 16 16 (1) 16 (1) 16 (1)
Klebsiella pneumoniae ND 8 8 (1) 8 (1) 8 (1)

Escherichia coli NDM 256 256 (1) 256 (1) 256 (1)
Enterobacter cloacae NDM 128 128 (1) 128 (1) 128 (1)

Escherichia coli NDM 128 32 (4) 64 (2) 64 (2)
Klebsiella pneumoniae NDM 128 32 (4) 32 (4) 64 (2)
Klebsiella pneumoniae NDM 64 16 (4) 32(2) 32(2)
Klebsiella pneumoniae NDM 64 16 (4) 32(2) 32(2)
Enterobacter cloacae NDM 32 32 (1) 32(1) 32 (1)
Klebsiella pneumoniae NDM 128 32 (4) 64 (2) 128 (1)
Klebsiella pneumoniae NDM 64 16 (4) 32(2) 32(2)

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM: New Delhi metalobetalactamase; ND: N&o determinada

Conclusodes

Os resultados encontrados destacam que, em concentragéo dependente, a TSC
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melhora a atividade do MERO em isolados clinicos de ERC.
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