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Resumo:

Derivados de (-) canfeno, tiossemicarbazida (TSC) e 4-OH-tiossemicarbazona (4-
OH-TSZ) e derivados de 3,5 dinitrobenzoilhidrazonicos (DNH-1 e DNH-20) foram
capazes de resgatar a atividade do antimicrobiano polimixina B (PMB) contra
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERC) em condi¢cdes de pH
préximos a neutralidade. Considerando que Enterobacterales sdo importantes
agentes de infec¢Bes de trato urinario (ITU), essa combinacdo poderia representar
uma alternativa terapéutica para ITU causadas por ERC e resistentes a PMB. Assim,
esse estudo avaliou a capacidade de TSC, 4-OH-TSZ e derivados de DNH-1 e DNH-
20 em resgatar e modular a atividade da PMB em isolados de ERC em pH acido. A
metodologia utilizada foi a microdiluicio em caldo para determinacdo da
concentracao inibitoria minima (CIM). O efeito da acdo combinada foi avaliado pela
diminuicio da CIM e fator de modulacdo [(FM=(CIM da PMB)/(CIM da
PMB+derivados)]. Resultado de FM 24 e CIM < 2 ug/ml indicou capacidade da
substancia quimica testada modular ou resgatar a atividade da PMB,
respectivamente. Os resultados mostraram que TSC, 4-OH-TSZ, DNH-1 e DNH-20
foram capazes de modular e resgatar a atividade da PMB em 100% dos isolados
testados em pH neutro. Em pH &cido o resgate da atividade da PMB nao foi
observado em alguns isolados, especialmente quando o antimicrobiano foi
combinado com derivados de TSC e 4-OH-TSZ. Entretanto, os derivados estudados
modularam a atividade da PMB na grande maioria dos isolados. Dessa forma, foi
possivel concluir que os derivados testados combinados a PMB podem representar
uma alternativa terapéutica para o tratamento de infec¢gfes urinérias por ERC.

Introducao

A resisténcia bacteriana constitui uma ameaca a saude humana e um sério
problema para os sistemas de salude, em consequéncia a uma crescente incidéncia
de infec¢cBes causadas por microrganismos multirresistentes. Bactérias pertencentes
a ordem Enterobacterales sdo bacilos Gram-negativos que podem adquirir
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mecanismos de resisténcia a diversos antimicrobianos, inclusive aos
carbapenémicos, considerados Ultima opcao terapéutica para tratamento de
infeccbes causadas por isolados bacterianos desta ordem. Enterobacterales
resistentes aos carbapenémicos (ERC) constitui um dos grupos bacterianos para 0s
guais a busca por novas alternativas terapéuticas € considerada prioridade critica
(SHEU et al.,, 2019). Polimixina B (PMB) tem representado uma op¢ao para o
tratamento de infeccdes por ERC (SHEU et al.,, 2019). A membrana externa de
bactérias Gram-negativas € o principal alvo das polimixinas (PMB e colistina), uma
classe de lipopeptideos catidnicos que interagem com o lipidio A e grupos fosfato
dos lipopolissacarideos (LPS) presentes nesta membrana. O crescente uso de PMB
trouxe como consequéncia o surgimento de Enterobacterales resistentes a este
antimicrobiano. A adi¢cao de grupos catiénicos como fosfoetanolamina (PEtn) e/ou 4-
amino-Larabinose (L-Ara4N), que diminuem a negatividade do LPS e
consequentemente a afinidade pela PMB, constitui o principal mecanismo para esta
resisténcia (PASQUINI et al., 2021). Derivados de (-)-canfeno (tiossemicarbazida e
4-OH-tiossemicarbazona) e de 3,5 dinitrobenzoilhidrazénicos se mostraram eficazes
para resgatar a atividade da PMB em alguns isolados ERC, em condi¢cdes de pH
préximo ao neutro (SILVA et al., 2019; PEDRO et al., 2020; PASQUINI et al., 2021).
Entretanto, como esse resgate pode estar relacionado a alteracdo de carga elétrica,
um teste em pH &cido é importante para prever essa atividade em nivel de trato
urinario. Assim, o presente estudo buscou avaliar a atividade da tiossemicarbazida
(TSC) e 4-OH-tiossemicarbazona (4-OH-TSZ) derivadas do (-)-canfeno, bem como
derivados 3,5 dinitrobenzoilhidrazénicos (DNH) em combinacdo com PMB contra
isolados de ERC crescendo em pH acido.

Materiais e Métodos

Foram testados isolados de ERC provenientes da bacterioteca do setor de
Bacteriologia Médica do Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas
(LEPAC) e registrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob numero AB486FE. Os
derivados do (-)-canfeno e de DNH foram sintetizados de acordo com Silva et al.
(2019) e Pasquini et al. (2021), respectivamente. Os derivados foram diluidos em
dimetilssuféxido (DMSO, Sinth, SP, Brasil) para obter solucdo estoque de
concentragdo igual a 10.000 pg/mL. O antimicrobiano PMB foi adquirido
comercialmente (Inlab, Diadema, Brasil). As concentra¢des inibitorias minimas
(CIM) da PMB e da PMB+derivados foram determinadas pelo método de
microdiluicdo em caldo, usando Muller Hinton Broth com ajuste de cations Mg** e
Ca®" (CAMHB, Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 6,0 com a adicdo de HCI 0,1N. A atividade da combinagdo de
PMB+derivados foi avaliada pela reducédo na CIM e pelo fator de modulagéo (FM),
calculado a partir da férmula: FM= (CIM da PMB)/(CIM da combinacdo da
PMB+derivado). Foi considerado como resgate da atividade de PMB quando a
CIM da PMB+derivados foi < 2 ug/mL (BRCAST, 2022) e o efeito modulatorio foi
definido quando uma reducao > 4 vezes na CIM da combinacdo PMB+derivado
em relacdo a PMB foi observada (SILVA et al.,2019).
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Resultados e Discussao

Os derivados do (-)-canfeno e de DNH utilizados apresentaram resultados
promissores quando testados em isolados clinicos em pH neutro, seja aumentando a
eficiéncia da PMB ou resgatando sua acao (SILVA et al., 2019; PEDRO et al., 2020;
PASQUINI et al.,, 2021). No decorrer desse estudo foram testados oito isolados
clinicos de ERC, pertencentes as espécies Klebsiella pneumoniae (n = 6) e
Enterobacter cloacae (n = 2) em meio de cultura com pH neutro e acido (Tabela 1).
Segundo os pontos de corte definidos pelo BRCAST (2022), a resisténcia a PMB
(CIM = 4 pg/ml) foi comprovada em todos os isolados testados em pH neutro ou
acido (Tabela 1). Em pH &cido, os derivados de TSC e 4-OH-TSZ resgataram a
atividade da PMB com (FM = 4 pg/ml) em sete isolados (87%). Os derivados de
DNH-1 e DNH-20, se mostraram eficazes em relacdo ao resgate e modulagao,
sendo observado que apenas em um (12%) o derivado DNH-20 nao foi capaz de
resgatar ou modular a acdo da PMB (FM < 2). Mais estudos precisam ser realizados
para um melhor entendimento de como os derivados TSC, 4-OH-TSZ, DNH-1 e
DNH-20 atuam diminuindo a CIM da PMB nos isolados testados e em outras
espécies de bactérias Gram-negativas.

Tabela 1. Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) da polimixina B (PMB) combinada ou ndo com
tiossemicarbazida e 4-OH-tiossemicarbazona derivados do (-)-canfeno (TSC e 4-OH-TSZ) e com
derivados 3,5 dinitrobenzoilhidrazénicos (DNH 1 e DNH 20) e fator modulatério (FM) dos derivados
sobre a atividade da PMB em isolados clinicos de Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos
(ERC) em pH neutro e acido.

CIM pg/ml /(FM)

PMB PMB + TSC PMB+4-OH- PMB+DNH 1 PMB+DNH 20
pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH
neutro Aacido | neutro acido | neutro acido neutr acido neutr acido

o} o}

Kp 64 128 1(64) 8(16) | 1(64) 16(8) | 1(64) 0,5(256) | 1(64) 1
(13) (128)
Kp 16 64 0,25 1(64) 0,5 8 0,5 0,25 0,5 0,5
(47) (64) (32) (8) (32) (256) (32) (128)
Kp 32 128 0,5 2(64) | 1(32) 1 <0,5 0,25 <0,5 0,5
(97) (64) (128) (64) (512) (64) (256)
Ec 64 128 0,5 0,5 <0,25 2(64) 0,5 0,5(256) | 0,25 0,5
(176) (128) (256) (256) (128) (256) (256)

Kp 32 128 132) 4(32) 0,5 16 (8) | 1(32) 2 (64) 0,5 2 (64)
(181) (64) (64)

Ec 32 64 1(32) 0,125 0,5 0,25 0,5 0,125 0,5 0,125
(184) (512) (64) (256) (64) (512) (64) (512)

Kp 16 64 0,5 32(2) | 1(16) 1(64) <0,5 0,25 1(16) 32(2)
(259) (32) (32) (256)

Kp 32 128 0,5 0,5 1(32) 1 0,5 0,5(256) | 1(32) 0,5
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(260) | (64) (256) | (128) | (64) | (256)

Kp: Klebsiella pneumoniae, Ec: Enterobacter cloacae

Conclusodes

Os resultados deste estudo destacaram que derivados TSC, 4-OH-TSZ, DNH-1 e
DNH 20 podem representar promissores candidatos a adjuvantes da PMB, como
alternativa para o tratamento de infeccdes de trato urinario por ERC.
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