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Resumo:

A resisténcia de Enterobacterales aos carbapenémicos tem levado a
utilizacdo de outras opc¢des terapéuticas, como a polimixina B (PMB). O
aumento do uso de PMB em ambientes clinicos veio acompanhado do
aumento das taxas de resisténcia a este antimicrobiano. Enterobacterales
tornam-se resistentes a PMB principalmente por alteragdo da carga elétrica
do lipopolissacarideo (LPS) presente na parede bacteriana. Alguns
derivados 3,5 dinitrobenzoil-hidrazénicos (DNH) se mostraram capazes de
resgatar a atividade da PMB em Enterobacterales. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a integridade da parede celular e a morfologia de isolados
de Enterobacterales apds exposicdo a concentracdes inibitorias e
subinibitérias de PMB associada ou ndo a derivados DNH (DNH-1 e DNH-
20). Dois isolados de Enterobacterales (Enterobacter cloacae e Klebsiella
pneumoniae) foram expostos a PMB associada ou ndo aos derivados e
avaliados por citometria de fluxo (CF) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). A avaliagcédo da integridade de membrana por CF e da morfologia
bacteriana por MEV mostrou que os isolados expostos a CIM da PMB
apresentaram danos importantes na integridade da parede e alteragfes na
morfologia. Entretanto, quando associada aos derivados, uma concentragcéo
até 128 vezes menor da PMB foi capaz de causar danos semelhantes na
parede e morfologia dos isolados bacterianos testados. Desta forma, foi
possivel concluir que os derivados DNH-1 e DNH-20 possivelmente néo
apresentam uma atividade direta sobre as Enterobacterales, mas sim, atuam
resgatando a atividade bactericida da PMB, interagindo com a carga elétrica
da parede bacteriana ou com a propria molécula de PMB.

Introducéo

Enterobacterales sdo bactérias Gram-negativas e frequentes
causadoras de infec¢Bes hospitalares. O surgimento de cepas produtoras de
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B-lactamases de espectro estendido (ESBL) reduziu a utlizagcdo das
cefalosporinas no tratamento, tendo como consequéncia, 0 aumento do uso
de carbapenémicos como opcao terapéutica. Entretanto, devido ao fato do
seu consumo ter aumentado significativamente, isso resultou em um namero
crescente de Enterobacterales resistentes a esse grupo de antimicrobianos
(PATERSON, BONOMO, 2019).

Em estudo prévio (PASQUINI et al., 2021) foi constado que derivados
(DNH-1 e DNH-20) atuaram resgatando a atividade da polimixina B (PMB),
fazendo com que isolados clinicos de bactérias Gram-negativas com
concentracdes inibitorias minimas (CIM) para PMB superiores aos pontos de
corte para resisténcia (CIM 2 4 ug/ml) voltassem a ser PMB sensiveis (CIM <
2 pg/ml) (BRCAST, 2022). A PMB é uma molécula catiénica que atua sobre
a parede celular bacteriana, mais especificamente interagindo com o
lipopolissacarideo (LPS) da parede externa de Gram-negativos,
desestabilizando e rompendo a parede, levando a lise celular e morte
bacteriana. Isolados de Gram-negativos, especialmente Enterobacterales,
tém se tornado resistentes, por adicionarem ao LPS bacteriano, moléculas
carregadas positivamente e diminuindo assim a interacdo com a PMB. Os
derivados DNH diminuiram a CIM da PMB provavelmente por melhorar a
atividade deste antimicrobiano sobre a membrana (PATERSON, BONOMO,
2019). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a morfologia e integridade
da parede celular de isolados de Enterobacterales apds exposicdo a
concentragdes inibitorias e subinibitorias de PMB associada a derivados 3,5
dinitrobenzoil-hidrazénicos (DNH).

Materiais e métodos

A integridade da membrana celular bacteriana foi avaliada em
isolados bacterianos (Klebsiella pneumoniae Kp261 e Enterobacter cloacae
Ec176) para os quais os derivados associados foram capazes de resgatar a
atividade da PMB. Os isolados foram avaliados por citometria de fluxo com
iodeto de propidio de acordo com Pasquini et al. (2021).

O isolado de Enteobacterales (Kp261) foi fixado em glutaraldeido
apos exposicao as combinacdes PMB+DNH-1 e PMB+DNH-20 e foi avaliado
por MEV, segundo Pasquini et al. (2021).

Resultados e Discussao

Derivados DNH demonstraram importante acdo contra micobactérias,
especialmente Mycobacterium tuberculosis, além de apresentarem baixa
citotoxicidade (VALVERDE et al., 2022). Embora esses derivados nao
tenham apresentado atividade inibitoria direta sobre o crescimento de
bactérias Gram-negativas, foram capazes de melhorar e até mesmo resgatar
a atividade da PMB sobre isolados clinicos de Enterobacterales (PASQUINI
et al., 2021).

A CIM da PMB para os isolados Ec176 e Kp261 foi de 64 e 32 pg/ml,
respectivamente. Quando combinada a DNH-1 e DNH-20 a CIM da PMB
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caiu para 0,5 e 0,5 pg/ml, respectivamente no isolado Kp261 e para 0,5 e
0,25 pg/ml, respectivamente no isolado Ec176 (PASQUINI et al., 2021).

Os danos a integridade da membrana bacteriana dos isolados
testados foram observados pelo aumento da fluorescéncia do iodeto de
propidio, avaliado por citometria de fluxo (Figura 1). Foi possivel observar
gue apos exposicdo a CIM de PMB houve aumento na fluorescéncia em
reposta as alteracdes na integridade da parede dos dois isolados testados
(Figura 1aD e 1bD). Entretanto, quando associada aos derivados DNH-1 ou
DNH-20, uma concentragdo até 128 vezes menor de PMB foi capaz de
causar um aumento semelhante na fluorescéncia, correspondente ao
aumento do dano na parede das duas espécies bacterianas testadas.
Isolados ndo expostos ou expostos a concentracdes subinibitérias de PMB
apresentaram um nivel de fluorescéncia minima, consequente a
impermeabilidade, da parede bacteriana integra, ao iodeto de propidio (MA
et al., 2020).
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Figura 1. Avallat;ao da mtegrldade da membrana celular através da C|tometr|a de fluxo.
Figura la Fluorescéncia do iodeto de propidio para o isolado clinico Enterobacter cloacae
(176) exposto ou ndo as combinacdes PMB+DNHO1 e PMB+DNH20. Figura 1b
Fluorescéncia do iodeto de propidio para o isolado clinico Klebsiella pneumoniae (261)
exposto ou ndo as combina¢cdes PMB+DNHO01 e PMB+DNHOL.

Figura 2. Microscopia eletrénica de varredura do isolado Klebsiella pneumoniae (Kp261)
resistente aos carbapenémicos e a polimixina B (PMB). Isolado Kp261 ndo exposto a PMB
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ou DNH (A). Isolado Kp261 apds 6 horas de exposicdo a PMB (64 ug/ml) (B); PMB (0,5
pg/ml) + DNH-1 (C); PMB (0,5 pg/ml)+DNH-20 (D).

A avaliacdo da morfologia por MEV do isolado Kp261 foi realizada
apos 6 h de exposicdo a CIM da PMB, PMB+DNH-1 e PMB+DNH-20. Foi
possivel observar alteracbes similares na parede celular dos bacilos
submetidos aos 3 tratamentos, quando comparados ao controle nédo tratado.

Conclusdes

Os resultados deste estudo corroboram a hipotese de que os
derivados DNH-1 e DNH-20 ndo apresentam uma atividade direta sobre a
parede celular das Enterobacterales, mas sim, atuam resgatando a atividade
bactericida da PMB, seja interagindo com as cargas da parede celular ou da
propria molécula de PMB.
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