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RESUMO

A salde Unica abrange &reas do conhecimento voltadas para isolar micro-organismos
patogénicos e multirresistentes, além de buscar alternativas terapéuticas para controle e
erradicacdo de doencas infecciosas. As bactérias do género Staphylococcus, nesse
contexto, sdo consideradas um desafio da saude humana e animal em virtude da selecéo
de isolado s resistentes a terapia antimicrobiana. A utilizacdo e o aperfeicoamento de
compostos de origem natural ou sintética tém sido importante para o controle da
patogenicidade bacteriana. A combinacdo de drogas, bem como a microencapsulacao
estdo entre as estratégias para o desenvolvimento de compostos com atividade
antimicrobiana. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana da B-lapachona e da Oxima do lapachol na supressdo da resisténcia em
Staphylococcus aureus meticilina resistente. Inicialmente foi realizado um levantamento
bibliografico a respeito da relacdo entre a multirresisténcia e a salde Unica. A
determinacédo da atividade antimicrobiana das substancias foi determinada por meio do
método de microdiluicdo, no qual foram utilizados isolados clinicos de humanos (n= 3)
e animais (n= 7), incluindo a ATCC25923, com caracteristicas de multirresisténcia. As
particulas de Eudragit® contendo B-lapachona e oxima do lapachol apresentam
atividade antimicrobiana em todos os isolados. No teste de sinergismo, pelo método do
Checkerboard, houve um aumento da poténcia dos antimicrobianos a partir da analise
de reducdo (aproximadamente 96%) da concentracdo inibitéria minima. Na interferéncia
fenotipica da bomba de efluxo, apesar da pouca atividade na reducdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) do brometo de etideo, a oxima do lapachol, por sua vez,
apresentou atividade intrinseca de interacdo com a proteina (LPW4) mais significativo
(Energia livre: -91 kJ/mol), que o proprio inibidor, carbonil cianeto-3-
clorofenilhidrazona, sugerindo que sua atividade possui ingeréncia com o mecanismo de
resisténcia. A andlise in silico permitiu uma compreensdo do possivel mecanismo de
interacdo intermolecular entre as substancias e as proteinas-alvo. Diante disso, o estudo
sugere, entdo, que a reducdo da CIM dos antimicrobianos, no sinergismo, bem como a
analise de interferéncia fenotipica da bomba de efluxo pelas substancias, permitem
inferir a importancia da p-lapachona e da Oxima do lapachol como moléculas
promissoras no tratamento de infec¢Ges causadas por micro-organismos multirresistente
no contexto da Satde Unica.

Palavras chave: Staphylococcus, Eudragit, Sensibilidade colateral, multiresisténcia.



ABSTRACT

One Health encompasses areas of knowledge aimed at isolating pathogenic and multi-
resistant microorganisms, in addition to seeking therapeutic alternatives for the control
and eradication of infectious diseases. Staphylococcus bacteria, in this context, are
consider a challenge for human and animal health due to the selection of isolates
resistant to antimicrobial therapy. The use and improvement of compounds of natural or
synthetic origin have been important for the control of bacterial pathogenicity. The
combination of drugs, as well as microencapsulation, are among the strategies for the
development of compounds with antimicrobial activity. Thus, the objective of the study
was to evaluate the antimicrobial activity of B-lapachone and lapachol Oxima in the
suppression of resistance in resistant methicillin Staphylococcus aureus. Initially, a
bibliographic survey was carried out regarding the relationship between multidrug
resistance and unique health. The determination of the antimicrobial activity of the
substances was determined using the microdilution method, in which clinical isolates
from humans (n = 3) and animals (n = 7), including ATCC25923, with multidrug
resistance characteristics were used. Eudragit® particles containing B-lapachone and
lapachol oxime have antimicrobial activity in all isolates. In the synergism test, using
the Checkerboard method, there was an increase in the potency of antimicrobials from
the analysis of reduction (approximately 96%) of the minimum inhibitory concentration.
In the phenotypic interference of the efflux pump, despite the little activity in reducing
the minimum inhibitory concentration (MIC) of ethidium bromide, lapachol oxime, in
turn, showed the most significant intrinsic activity with the protein (1PW4) free: -91 kJ /
mol), than the inhibitor itself, carbonyl cyanide-3-chlorophenylhydrazone, suggesting
that its activity has interference with the resistance mechanism. The silica analysis
allowed an understanding of the possible mechanism of intermolecular interaction
between the substances and the target proteins. Therefore, the study suggests, then, that
the MIC reduction of antimicrobials, in synergism, as well as the analysis of phenotypic
interference of the efflux pump by the substances, allow to infer the importance of f3-
lapachone and Lapachol Oxima as promising molecules in the treatment of infections
caused by multidrug-resistant microorganisms in the context of One Health.

Keywords: Staphylococcus, Eudragit, Collateral Sensitivity, multiresistance.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes causadas por bactérias do género Staphylococcus estdo entre as
mais prevalentes (ALGAMMAL et al. 2020). Estas bactérias comegaram a apresentar
resisténcia a diversas terapias, como a formacdo de biofilme, expresséo de bomba de
efluxo, dentre outras (AKINDOLIRE et al.,, 2015). A producdo do biofilme em
Staphylococcus spp. é o principal fator de patogenicidade, bem como a resisténcia aos
antimicrobianos, ja que as células, devidamente organizadas, ficam protegidas por uma
matriz polimérica evitando a entrada dos farmacos e de proteinas de defesa do sistema
imune, garantindo a protecdo da comunidade (ARCHER et al., 2011; LOPEZ et al.,
2010).

A utilizacdo de novos compostos de origem natural ou sintética possibilitam
alternativas para a reducdo da patogenicidade bacteriana em diferentes situagdes
clinicas. Estes compostos podem ter acdo tanto antimicrobiana como imunomodulatoria,
além da acdo sobre a expressdo de genes envolvidos na formacdo do biofilme (COS et
al., 2006; RIBEIRO et al., 2016).

Diante disso, a sintese de novos compostos para desenvolvimento de substancias
conduziu a um aumento do interesse na “redescoberta” dos produtos naturais. A
veemente necessidade por novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas,
cancer, dentre outras, aumentou a demanda para descoberta de novos compostos
terapéuticos, sendo os produtos naturais a opcao mais favoravel (CRAGG e NEWMAN,
2013; TAYLOR, 2013; UPADHYAY et al., 2014).

Além do mais, a combinacgdo de diferentes substancias aumenta as chances de
sucesso no controle da infeccdo. Os usos de extratos de plantas bioativas, derivados
semissintéticos e compostos puros isolados aumentam a eficacia in vitro de
antimicrobianos utilizados contra uma variedade de micro-organismos (STEFANOVIC,;
STANOJEVIC; OMIC, 2012).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo, por sua vez, possibilita o
melhoramento da atividade dos produtos naturais, pois permite um aumento na area
superficial, além de exibir propriedades mecénicas, Opticas, magnéticas e quimicas
peculiares (AGNIHOTRI, SOPPIMATH et al., 2010). A unido de diversas areas do
conhecimento, incluindo a nanotecnologia e a otimizagéo dos recursos naturais melhora
as propriedades cinéticas e dindmicas de compostos promissores a “novos farmacos”

(DETSI et al., 2020).
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Alguns materiais, como os polimeros de Eudragit®, tém sido estudados com o
objetivo de permitir, por exemplo, a liberacdo controlada de substancias e assim,
melhorar o perfil farmacocinético e farmacodindmico (BHILEGAONKAR e
PARVATKAR, 2020).

Portanto, as perspectivas relacionadas encapsulamento de compostos
antimicrobianos podem contornar a crescente onda de resisténcia bacteriana. O efeito
sinérgico desses compostos dificulta a selecdo de isolado s resistentes, permitindo
tratamentos mais eficazes no controle de infecgdes causadas por micro-organismos

patogénicos, como 0 MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de microparticulas contendo B-lapachona e oxima do

Lapachol em isolados clinicos de Staphylococcus aureus meticilina resistente.

2.2. Especificos

e Correlacionar o contexto dos mecanismos de resisténcia com o conceito da One

Health (saude Unica).
e Obter microparticulas contendo B-lapachona e oxima do lapachol.

e Determinar a concentragdo antimicrobiana da f-lapachona e oxima do lapachol

nas particulas de Eudragit® E 100.

o Verificar a existéncia de interferéncia dos compostos com o sistema de bomba
de efluxo em Staphylococcus aureus.

e Determinar o efeito sinérgico entre os compostos e os farmacos antimicrobianos
pelo método de Checkerboard, bem como padroniza-lo.

e Caracterizar a interacao dos compostos testados com alvos bacterianos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina

Os Staphylococcus aureus Resistentes & Meticilina - MRSA séo bactérias
pertencentes ao género Staphylococcus spp.. Elas sdo consideradas um problema de
salde mundial em virtude no namero crescente de infeccGes hospitalares. Além disso,
sd0 micro-organismos com alta capacidade de adquirir resisténcia as drogas
antimicrobianas. Caracteristica que teve inicio com a utilizagdo da Penicilina, um
antimicrobiano B-lactimicos e o primeiro a ser utilizado na terapia contra
Staphylococcus spp. (ALTIERI et al., 2013). Com o aparecimento de isolado s
resistentes, surgiram a Meticilina e a Oxacilina a partir de modificagdes moleculares nos
B-lactdmicos, a fim de permitir um controle dos casos de infec¢cbes nos hospitais
(ATIQUE et al., 2012).

Contudo o uso indiscriminado de antimicrobianos na terapéutica profilatica
humana e veterinaria tem favorecido a pressdo seletiva, resultando em espécies
bacterianas cada vez mais resistentes e gerando os isolados conhecidos como MRSA.
Além dessa caracteristica de multirresistente esses micro-organismos possuem a
capacidade de adesdo a uma variedade de substratos, formando, assim, o biofilme
(ATIQUE et al., 2012).

Outro fator relevante é que a utilizacdo de antimicrobanos na prética clinica
causa um impacto negativo nos tratamentos, gerando falhas nas terapias aplicadas as
doencgas bacterianas de origem animal, como a mastite (CAMPERIO et al., 2017). O
que se observa € que inflamagdo na glandula mamaria, cuja etiologia é Staphylococcus
spp. torna um grande problema, pois persiste em infeccdes crdnicas, em que mesmo
com tratamento se tornam recorrentes (GOMES; SAAVEDRA; HENRIQUES, 2016).

Verifica-se que a formacdo do biofilme ainda é considerada uma das principais
formas de patogénese. Isso € importante, principalmente, quando nos referimos a
utilizacdo de antimicrobianos para o controle e erradicacdo das infecgdes causadas por
bactérias do género Staphylococcus (PAHARIK e HORSWILL, 2016; PARK et al.,
2012).

3.2 O Biofilme

O biofilme constitui um mecanismo de viruléncia para a sobrevivéncia

bacteriana. Estima-se que aproximadamente 80% das infeccdes em humanos podem ser



12

causadas por bactérias formadoras de biofilme. Vérias doencas podem ser atribuidas a
essa estrutura, como otites, vaginites, conjuntivites, uretrites, dentre outras. De uma
forma geral, € formada por uma comunidade de células protegidas por uma matriz de
exopolissacarideo. Esta confere protecdo contra substancias antimicrobianas, células e
proteinas do sistema imune do hospedeiro (VERDEROSA, TOTSIKA e FAIRFULL-
SMITH 2019).

Na estrutura do biofilme coexistem diversas células e clones que conferem um
padrdo de resisténcia na colbnia apesar da diversidade. Estes clones, apesar de serem
geneticamente idénticos, sdo resistentes a maioria dos antimicrobianos, provavelmente
devido a expressdo de toxinas e antitoxinas, que prejudicam o mecanismo de acdo
(LOPEZ et al., 2010).

Na formagdo do biofilme os micro-organismos crescem aderidos a uma
superficie, constituindo um complexo de células unidas por uma matriz extracelular.
Essa matriz permite a nutricdo da comunidade a partir da absor¢éo de nutrientes, como
carbono, nitrogénio, fosfato, além da protecdo da colénia (ARCHER et al., 2011).

Além disso, as condicGes de hipdxia e déficit nutricional, por exemplo, sdo
fatores diretamente relacionados com o padrdo fenotipico das bactérias. 1sso resulta em
uma baixa atividade metabdlica e taxa de divisdo celular, além da barreira que o
biofilme proporciona, dificultando a atuacdo dos antimicrobianos no interior dessa
estrutura (ARCHER et al., 2011). Além do mais, existem hipoteses de que outros micro-
organismos presentes na matriz polimérica agravam o quadro infeccioso e,
consequentemente, o tratamento (RIBEIRO et al., 2016).

Em ambiente laboratorial, o processo de formacdo do biofilme se assemelha a
fase estacionaria de crescimento bacteriano, ou seja, a bactéria passa por mudancas
metabolicas, tal como sintese de substancias com propriedades antimicrobianas,
pigmentos e moléculas de baixa massa molecular. Estes metabdlitos podem ter como

funcéo a sinalizacao celular para iniciar a formagao do biofilme (LOPEZ et al., 2010).

3.2.1 Mecanismos de Formacéo do Biofilme

Os mecanismos de formacéo do biofilme, bem como sua desestabilizagcdo podem
ser gerados a partir de diversos fatores, incluindo ativacdo do sistema quorum-sensing,
liberacdo de proteases e DNAse, acido cis-2-decendico, D-aminoacidos (D-leucina, D-
metionina, D-tirosina e D-triptofano) peptideos soltveis em fenol, ions e mudancas de
pH (RIBEIRO et al., 2016; PARK et al., 2012).
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De inicio ocorre uma sobreposi¢cdo de mucopolissacarideos, acido teicéico e
proteinas do hospedeiro. O Polysaccharide Intercellular Antigen (PIA) é o principal
componente do biofilme, sendo composto de residuos de N-acetilglicosamina (80-85%).
Este polissacarideo é expresso na presenca de algumas substancias como glicose,
glucosamina, &cido oleico, concentracGes sub-inibitérias de alguns antimicrobianos,
ureia, anaerobiose, concentracdes de Ferro (Fe*?), osmolaridade, altas temperaturas e o
etanol (ARCIOLA et al., 2015).

A presenca do PIA na composic¢do do biofilme é essencial para a manutengdo
das células na matriz polimérica. O cultivo em meio &gar vermelho congo, por exemplo,
permite diferenciar bactérias PIA-positiva (coldnias enegrecidas) e PIA-negativa. O
processo de hemaglutinacdo também esta envolvido na producéo do PIA, sendo, por sua
vez, uma analise qualitativa para verificar a producédo deste polimero (ARCIOLA et al.,
2015; BUTTNER et al., 2015).

De uma forma geral, as etapas da formacdo do biofilme sdo: ligacdo ou adeséo,
crescimento ou maturacdo, e disseminacdo ou desestabilizacdo. Na primeira a bactéria
plancténica adere a uma superficie, em seguida ocorre a maturacdo de uma estrutura
composta de células com diferentes padrdes fenotipicos e genotipicos. Na segunda etapa
ocorrem processos relacionados aos aspectos morfologicos, a motilidade, a expressédo
génica e a sobrevivéncia das células, alem da secrecdo de substancias, como o &cido
teicdico, principalmente por Staphylococcus spp. O ultimo estagio do biofilme é o
destacamento e dispersdao das bactérias. Microcol6nias também podem se destacar da
matriz polimérica e chegar aos fluidos corporais, semelhante ao processo de metastase
das células cancerosas, infectando outras regides do hospedeiro (BUTTNER et al.,
2015).

As celulas que compde o biofilme podem constituir subpopulagdes
fenotipicamente distintas, a exemplo de outras bactérias e alguns tipos de fungos. 1sso é
causado devido a expressdo de genes distintos. Tal fendbmeno é dependente das
condicdes extracelulares como, nutrientes, oxigénio, que criam um microambiente para
o desenvolvimento das células (ARCHER et al., 2011; LOPEZ et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2016).

No biofilme de S. aureus existe uma regido aerébica na superficie. Acredita-se
que parte do biofilme é inativo metabolicamente (LOPEZ et al., 2010). Esse estado
fisioldgico das células que compde o biofilme pode ser monitorado pela analise da
expressao de genes especificos a fim de definir as subpopulacbes que compde o
biofilme (ARCHER et al., 2011).
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3.3 Resisténcia aos Antimicrobianos

O aumento de casos referentes a micro-organismos multirresistentes a terapia
antimicrobiana e a continua énfase sobre os custos dos cuidados com a salde tem
chamado o interesse de muitos cientistas. Esses buscam metodologias, bem como
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, que superem as resisténcias e sejam
eficazes em termos de custos hospitalares (SOO-HWAN, 2011).

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, por exemplo, elevam 0s custos
hospitalares, ja& que altas doses de antimicrobianos sdo utilizadas para erradicar
infeccdes. Isso é reflexo ndo s6 do tratamento errado, como também do periodo de
internacdo. Diante disso, as infeccdes causadas por micro-organismos multi-resistentes
estdo entre os gastos mais elevados, devido ao carater multidimensional, muitas vezes
associado a utilizacdo de antimicrobianos de Ultima geracdo. Penicilinas,
aminoglicosideos e cefalosporinas estdo entre as classes mais utilizadas (LEONCIO, et
al., 2019).

O aparecimento de resisténcia & penicilina, & oxacilina, a clindamicina e &
Vancomicina, por serem 0s principais antimicrobianos utilizados na préatica clinica
contra infecgcdes causadas por Staphylococcus spp. gera um grande desafio na salde.
Dai a importancia de testes adicionais para o diagnostico laboratorial da resisténcia, a
fim de permitir uma terapéutica mais efetiva (MIMICA, 2012).

Logo, diversas agdes estdo sendo direcionadas para prevenir, desestabilizar a
matriz polimérica, enfraquecer o sistema de comunicagdo bacteriana (quorum-sensing)
ou mesmo matar a comunidade microbiana formadora do biofilme. Os compostos de
origem natural ou sintética estdo ganhando destaque no controle da patogenicidade
causada por isolado s produtoras de biofilme em diferentes situacdes clinicas. Estes
compostos podem ter a¢do tanto antimicrobiana como imunomodulatoria, além da acéo

sobre a expressdo de genes envolvidos na formacéo do biofilme (RIBEIRO et al., 2016).

3.3.1 Alternativas Terapéuticas

Os produtos naturais estdo entre alternativas terapéuticas no mercado
farmacéutico. Eles garantem apoio a pesquisa académica e as organizacfes publicas
envolvidas na preservacdo dos recursos naturais. O uso do conhecimento
etnofarmacoldgico possibilita uma diminuicdo das ideias empiricas e aumenta a

probabilidade de sucesso no desenvolvimento de novos farmacos (TAYLOR, 2013).
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Em consonancia com a descoberta de novos farmacos, tem-se que a combinacéo
entre substancias com potencial antimicrobiano, a exemplo dos produtos naturais
(metabdlitos secundarios) e antimicrobianos usuais, esta entre as expectativas para o
ambito farmacéutico mundial. As vantagens incluem: o aumento do espectro de acéo do
antimicrobiano, a reducéo da toxicidade, o uso de baixas doses e, consequentemente, a
prevencdo da selecdo de bactérias resistentes durante a terapia (RIBEIRO et al., 2016).

A sintese de novos compostos quimicos aumentou o interesse da industria
farmacéutica juntamente com o melhoramento dos processos de sintese quimica na
busca por alternativas terapéuticas no tratamento de doencas microbianas. A
necessidade por novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas, cancer,
dentre outras, aumentou a demanda para utilizacdo de produtos naturais como a
alternativa no desenvolvimento da pesquisa desses compostos (CRAGG e NEWMAN,
2013; UPADHYAY et al., 2014).

Os produtos naturais, dessa forma, oferecem a possibilidade de desenvolvimento
de medicamentos de interesse na saide (BARREIRO e BOLZANI, 2009). No Brasil, as
pesquisas proporcionam o envolvimento multidisciplinar e o desenvolvimento
tecnoldgico nacional (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

3.4 Naftoquinonas

As quinonas sdo grupos carbonilicos conjugados em um anel de seis membros
com dois elétrons oxidativos, produtos do diol aromatico. Em geral exibe dois tipos de
reacOes com os sistemas bioldgicos: primeiro, agem como transferidores de elétrons,
reduzindo o NADPH, gerando radicais superdxido e peréxido de hidrogénio; segundo,
agem como eletrofilos, formando ligagcbes covalentes com grupos nucleofilicos
funcionais em moléculas bioativas. 1sso permite reacfes radicalares com formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Nesta classe as naftoquinonas se destacam por
causa da ocorréncia em produtos naturais € em poluentes atmosféricos (FERREIRA et
al., 2010; KUMAGAI et al., 2012).

As naftoquinonas pertencem a classe das quinonas, relacionadas ao sistema
naftalénico. Estas, por sua vez, s&o compostos organicos que interagem com diversas
fungdes nos sistemas bioldgicos, a exemplo do processo inflamatorio, acdes
antitumorais, inducdo de toxicidade por meio da formacdo de ligaches covalentes e
participam da transferéncia de elétrons em reacdes de dxido-reducdo (FERREIRA et al.,
2010).
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Essas naftoquinonas apresentam inUmeras atividades antimicrobinas, anti-
inflamatoria, antimalaria, tripanocidas e anticancerigenas (ARAUJO, ALENCAR e
NETO, 2002), bem como fotoprotetora, em relacdo a oxima do lapachol (ARAUJO et
al., 2014; FERREIRA et al., 2010). A grande variedade estrutural tem despertado o
interesse dos cientistas, devido a atuacdo em mdltiplas funcBes bioldgicas (FERREIRA
etal., 2010).

O lapachol, 2-hidroxi-3(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona, € extraido do cerne
de plantas da familia Bignoniaceae, do género Tabebuia conhecida popularmente como
ipé. Esse e outros compostos estédo sendo modificados com o objetivo de potencializar a
atividade bioldgica. A beta-lapachona e oxima do lapachol, utilizadas no
desenvolvimento deste trabalho, foram sintetizadas a partir da catalise acida (acido
sulfarico/ 0 °C), para a beta, e adicdo, ao lapachol, de NH2OH.HCI em solugdo etandlica
acidificada, para a oxima (ARAUJO et al., 2014).

Diante do exposto, 0s produtos naturais vém se mostrando promissores para a
industria farmacéutica como fonte de novas moléculas bioativas. Essas ainda podem ser
importantes do ponto de vista para inspiracao de novos farmacos, quando nos referimos
a quimica farmacéutica e medicinal. 1sso so reforca o estimulo aos estudos a fim de

proporcionar novos tratamentos para inimeras doencas emergentes e re-emergentes.

3.5 Nanotecnologia

Alternativa para melhorar a atividade dos produtos naturais é a utilizacdo da
nanotecnologia. Essa € caracterizada pela manipulacdo e exploracdo de materiais na
ordem 1-100 nm. Isso permite um aumento na area superficial, além de exibir
propriedades mecéanicas, Opticas, magneticas e quimicas peculiares. Além do mais
apresenta como vantagem aplicacdo em diversas areas, como farmacéutica, ciéncias dos
materiais, microbioldgica, oferecendo, assim, perspectivas para aperfeicoar a qualidade
de vida (AGNIHOTRI, SOPPIMATH et al., 2010).

A técnica de encapsulacdo consiste na incorporacdo de compostos em uma
matriz formando um micro ou nano sistema. Esse processo possibilita a protecdo de
compostos instaveis e/ou volateis, liberacdo controlada, controle das caracteristicas
organolépticas, bem como aumento da hidrofilicidade. Para isso existem algumas
técnicas de nanoencapsulacdo e microencapsulacdo. Na nanoencapsulacdo envolve

etapas de emulsificacdo e evaporacdo do solvente, incluindo fases de complexagéo e
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nanoprecipitagdo de compostos com caracteristicas hidro ou lipofilicas. A
microencapsulacdo, por sua vez, inclui técnicas quimicas, fisico-quimicas e fisico-
mecanicas, que compreendem aclGes de secagem, pulverizacdo, emulsificacéo,
revestimento, evaporacgao, polimerizacéo e aprisionamento de lipossomas (DETSI et al.,
2020).

Diante disso, diversos materiais (lipossomas, micelas, nanoesferas,
microparticulas, particulas lipidicas solidas e nanotubos de carbono) tém sido estudados
com o objetivo de permitir a liberagdo controlada de substancias e assim melhorar o
perfil farmacocinético e, consequentemente, farmacodinamico. Logo o objetivo bésico é
controlar a liberacdo de um determinado farmaco e permitir uma terapia mais efetiva,
eliminando possiveis problemas relacionados a dose, por exemplo. Além disso, permite
a manutencdo das concentra¢des da droga e reducdo da quantidade de administragdes.
(LETCHFORD e BURT, 2007; NIKAM et al., 2011).

Diversos materiais tém sido utilizados como veiculos de compostos com agéo
antimicrobiana. Na medicina humana os nanomateriais, materiais com dimensées entre
1-100 nm, ganharam destaque como distribuidores de compostos ativo e mais recente,
como ‘“armas” quimicas no tratamento de infecgdes por micro-organismos
multirresistentes. Acredita-se que o alvo principal da utilizacdo destes compostos seja a
membrana das bactérias e, ap0s a internalizacdo da substancia carreadora, permita uma
alteracdo nas vias de transducdo de sinais bioquimicos, dificultando mutacGes ou
selecdo de micro-organismos resistentes (ARUGUETE et al., 2013).

O Eudragit® (Figura 1) é um polimero de acrilato de etil, metil meta-acrilato
contendo um grupamento &cido-éster metaclilico. Possui aproximadamente 125 kDa.
Solubilidade em compostos organicos, como metanol, etanol, solu¢do aquosa de alcool
isopropilico e acetona a 3% (BHILEGAONKAR e PARVATKAR, 2020; SONJE e
CHANDRA, 2013; KIM, et al., 2020).

Em relacdo as propriedades do Eudragit € um polimero com diversos perfis de
solubilidade que permite a liberacdo de farmacos no intestino, evitando a possivel
degradacdo desses quando em contato com o pH estomacal. Algumas preparacdes, a
partir desse polimero, sdao conhecidas como “de liberagdo retardada”, que aumentam a

eficiéncia de terapias convencionais (KIM, et al., 2020).
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Figura 1: Polimero de Edragit (adaptado de KIM, et al., 2020).

Outras importantes funcBGes deste polimero sdo evitar a degradacdo pela
umidade, melhorar parametros organolépticos e aderéncia pelo paciente. Portanto, com
estas variedades de aplicacdes, os polimeros de Eudragit® possuem uma grande
significancia para estudos envolvendo sua utilizacdo para melhorar a acdo de drogas de
interesse farmacoldgico (BHILEGAONKAR e PARVATKAR, 2020).

Dentre as aplicacdes desse polimero podemos listar: carreadores de drogas
oftalmoldgicas, administracdo por diferentes vias (enteral, transdérmica, vaginal),
terapia genética e produgdo de vacinas. 1sso mostra a importancia do material no
tratamento de uma variedade de doencas, incluindo infec¢Bes graves, como aquele cujo
agente etioldgico € 0 S. aureus (SONJE e CHANDRA, 2013).

A acgdo antimicrobiana de varias nanoestruturas tem sido investigada com o
objetivo de compreender as propriedades de alguns compostos. O mecanismo de agédo
ainda é desconhecido, a justificativa da utilizacdo esta centrada nas propriedades fisico-
quimicas das microparticulas, como area superficial, permeabilidade seletiva de
membrana plasmatica e forgas intermoleculares. Os estudos sugerem que os resultados
da atividade antimicrobiana de compostos nanoencapsulados sdo relevantes para agédo
anibacteriana de alguns metais, como zinco e prata, contra uma variedade de micro-

organismos, a exemplo do Staphylococcus aureus (SEIL e WEBSTER, 2012).



19

4. CAPITULO 1 - Resisténcia antimicrobiana e saude U(nica no contexto da

producéo de biofilme por Staphylococcus aureus

Antonio Wilton Cavalcante Fernandes!; Erica Martins de Lavor !; Edilson do

Carmo Marins Janior?; Mateus Matiuzzi da Costa3

1 - Mestre Biociéncias da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco.
2 — Académico de Biologia da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco.
3 - Professor Associado do colegiado de Zootecnia da Universidade Federal do Vale do

Sao Francisco.

Resumo

As bacteérias do género Staphylococcus spp. utilizam diversos fatores de viruléncia para
dificultar a acdo de drogas antimicrobianas, como formagéo biofilme, toxinas, enzimas,
bomba de efluxo. Dentre essas, o biofilme constitui um importante fator de
sobrevivéncia bacteriana, pois confere protecdo contra antimicrobianos, sistema
imunoldgico e impasses do meio. A formacao e diversidade dessa estrutura favorecem a
comunidade bacteriana. Por outro lado, o biofilme prejudica a terapéutica das drogas
antibioticas levando ao agravamento dos quadros de infeccdo tanto do ponto de vista da
medicina humana, como veterinria. Nesse contexto, a One Health possibilita que
profissbes de diversas areas de conhecimento interajam para fortalecer a vigilancia a
salide humana, veterinaria e ambiental, monitorar o aparecimento de micro-organismos
resistentes, acesso da populacdo a antimicrobianos efetivos e medidas de controle de
infeccdo na comunidade.

Palavras-chave: Fatores de viruléncia, Infeccdo hospitalar, Antimicrobianos.

Abstract

Bacteria of the genus Staphylococcus spp. they use several virulence factors to hinder
the action of antimicrobial drugs, such as biofilm formation, toxins, enzymes, an efflux
pump. Among these, biofilm constitutes an important bacterial survival factor, as it
provides protection against antimicrobials, the immune system and environmental
impasses. The formation and diversity of this structure favors the bacterial community.
On the other hand, biofilm harms the treatment of antibiotic drugs leading to the

worsening of infection both from the point of view of human and veterinary medicine.
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In this context, One Health enables professions from different areas of knowledge to
interact to strengthen surveillance of human, veterinary and environmental health,
monitor the emergence of resistant microorganisms, population access to effective

antimicrobials and infection control measures in the community.

Keywords: Virulence factors, Cross infection, Antimicrobials.

O Biofilme

O Biofilme constitui um mecanismo de viruléncia importante para a
sobrevivéncia bacteriana. Aproximadamente 80% das infeccbes sdo causadas por
bactérias formadoras de biofilme. Varias doencas podem ser atribuidas a essa estrutura,
como otites, vaginites, conjuntivites, uretrites, dentre outras (VERDEROSA, TOTSIKA
e FAIRFULL-SMITH, 2019).

Nessa estrutura co-existem diversas células, clones, que conferem um padrdo de
resisténcia na colbnia. Estes clones, apesar de serem geneticamente idénticos, sdo
resistentes, provavelmente devido a expressdo de substancias, que prejudicam o
mecanismo de acao dos antimicrobianos (LOPEZ et al., 2010).

As condicbes de hipdxia e déficit nutricional resultam em uma baixa atividade
metabolica e de divisdo celular, além da barreira formada que dificulta a atuacdo dos
antimicrobianos no interior dessa estrutura (ARCHER et al., 2011). Além do mais,
existem hipdteses de que outros micro-organismos presentes na matriz polimérica,
gerando uma comunidade heterogénea de bactérias, agravam o quadro infeccioso e o
tratamento (RIBEIRO et al., 2016).

Na formacdo do biofilme os micro-organismos crescem aderidos a uma
superficie, constituindo um complexo de células unidas por uma matriz extracelular.
Essa matriz permite a nutricdo da comunidade a partir da absor¢éo de nutrientes, como

carbono, nitrogénio, fosfato, além da protecdo da colonia (ARCHER et al., 2011).

Em ambiente laboratorial, o processo de formacdo do biofilme se assemelha a
fase estacionaria de crescimento bacteriano, ou seja, a bactéria passa por mudancas
metabolicas, tal como sintese de substancias com propriedades antimicrobianas,
pigmentos e moléculas de baixa massa molecular. Estes metabdlitos podem ter como

funcao a sinalizacéo celular para iniciar a formagao do biofilme (LOPEZ et al., 2010).
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Mecanismos de Formagéo do Biofilme

Os mecanismos de formacéo do biofilme, bem como sua desestabilizacdo podem
ser gerados a partir de diversos fatores, incluindo ativacdo do sistema quorum-sensing,
liberacdo de proteases, DNAse, &cido cis-2-decendico, D-aminoécidos (D-leucina, D-
metionina, D-tirosina e D-triptofano) peptideos sollveis em fenol, ions e mudancas de
pH (RIBEIRO et al., 2016; PARK et al., 2012).

Inicialmente ocorre uma sobreposicdo de camadas de mucopolissacarideos,
acido teicdico e proteinas do hospedeiro. O Polysaccharide Intercellular Antigen (P1A),
é¢ o principal componente do biofilme, sendo composto de residuos de N-
acetilglicosamina (80-85%). Este polissacarideo € expresso na presenca de algumas
substancias, como glicose, glucosamina, &cido oleico, concentragcdes sub-inibitdrias de
alguns antimicrobianos, ureia, anaerobiose, concentracbes de Ferro (Fe*?),

osmolaridade, altas temperaturas e o etanol (ARCIOLA et al., 2015).

A presenca do PIA é, portanto, essencial para a manutencdo das células na
matriz polimérica. O cultivo em meio agar vermelho congo, por exemplo, permite
diferenciar bactérias PI1A-positiva (coldnias enegrecidas) e PIA-negativa. O processo de
hemaglutinacdo também esta envolvido na producdo do PIA, sendo, por sua vez, uma

analise qualitativa para verificar a producéo deste polimero (BUTTNER et al., 2015).

As etapas da formacdo do biofilme sdo: Ligacdo ou Adesdo, Crescimento ou
Maturacdo, e Disseminacdo ou Desestabilizacdo. Na primeira a bactéria planctdnica
adere a uma superficie, em seguida ocorre a maturacdo de uma estrutura composta de
células com diferentes padrbes fenotipicos e genotipicos. Na segunda etapa ocorrem
processos relacionados aos aspectos morfoldgicos, a motilidade, a expressao génica e a
sobrevivéncia das células, além da secrecdo de substancias como o &cido teicoico,
principalmente para bactérias do género Staphylococcus sp. O ultimo estagio do
biofilme é o destacamento e dispersdo das bactérias. Microcolénias também podem se
destacar da matriz polimérica e chegar aos fluidos corporais, semelhante ao processo de
metastase das celulas cancerigenas, infectando outras regifes do hospedeiro
(BUTTNER et al., 2015).
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A diversidade de células no Biofilme

As ceélulas que compde o biofilme podem constituir subpopulagdes
fenotipicamente distintas, a exemplo de outras bactérias e alguns fungos. Essa
diversidade pode ser causada pela expressdo de genes distintos. Tal fenbmeno é
dependente das condigOes extracelulares como, nutrientes, oxigénio, que criam um
microambiente para o desenvolvimento das células (ARCHER et al., 2011; LOPEZ et
al., 2010).

Acredita-se que parte do biofilme é inativa metabolicamente (LOPEZ et al.,
2010). Esse estado fisioldgico das células que compde o biofilme pode ser monitorado
pela andlise da expressdo de genes especificos a fim de definir as subpopulacGes que
compde o biofilme (ARCHER et al., 2011).

Resisténcia aos Antimicrobianos e Biofilme

O crescente aumento de casos de micro-organismos multirresistentes e a
continua énfase sobre os custos dos cuidados com a salde tem chamado o interesse de
muitos cientistas na busca por metodologias, bem como para desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos que superem as resisténcias e sejam eficazes em termos de
custos hospitalares (SOO-HWAN, 2011).

As infecgbes bacterianas elevam os custos hospitalares. Isso € reflexo ndo s6 do
tratamento errado, como também do periodo de internacdo. Diante disso, as infecgdes
causadas por micro-organismos multirresistentes estdo entre os gastos mais elevados,
devido ao cardter multidimensional, muitas vezes associado a utilizacdo de
antimicrobianos de dltima geracdo, como Penicilinas, Aminoglicosideos e
Cefalosporinas (LEONCIO et al., 2019).

O aparecimento de resisténcia a penicilina, oxacilina, clindamicina e
vancomicina, por serem 0s principais antimicrobianos utilizados na préatica clinica
contra infecgdes causadas por Staphylococcus sp. gera um grande desafio na sadde. Dai
a importancia de testes adicionais para o diagndéstico laboratorial da resisténcia, a fim de

permitir uma terapéutica mais efetiva (MIMICA, 2012).

Logo, diversas acdes estdo sendo direcionadas para prevenir, desestabilizar a
matriz polimérica, enfraquecer o sistema de comunicagdo bacteriana (quorum-sensing)

ou mesmo matar a comunidade microbiana formadora do biofilme. Os compostos de
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origem natural ou sintética estdo ganhando destaque no controle da patogenicidade.
Estes compostos podem ter acdo tanto antibiotica como imunomodulatoria, além da
acao sobre a expressdo de genes envolvidos na formacao do biofilme (RIBEIRO et al.,
2016).

Portanto devido a resisténcia aos antimicrobianos, faz-se necessario novos
estudos com intuito de desenvolver métodos alternativos para o tratamento de doencas
bacterianas, e toxicidade causada com o tratamento, por via oral, na maioria das vezes
(HANKE et al., 2013; ZALNERAVICIUS et al., 2018). Para a erradicaco do biofilme
por protocolos convencionais se torna, muitas vezes impossivel. A administracdes de
antimicrobianos pode levar a casos de toxicidade e efeitos colaterais, além de limitagdes
na funcdo renal e hepatica. Combinacdo de antimicrobianos com diferentes mecanismos
pode constituir uma solugdo favoravel para o tratamento de infeccGes por biofilmes
(TANG et al., 2012; TANG et al., 2013).

Satde Unica (One Health) e Resisténcia bacteriana

A salde humana, animal e ambiental estdo sempre trabalhando juntas. O
crescimento das relacdes existentes entre estas populacdes define os parametros da
Saude Unica (One Health). Esta trata de conceitos conjuntos para promover a salde e 0
bem-estar de todas as espécies. 1sso s6 é possivel gracas a combinacdo de diferentes

areas multidisciplinares, os estudos ambientais, dentre outras (MILLER, 2010).

Os microbiologistas estdo centrados no isolamento e analise da evolugdo de
micro-organismos patogénicos, além de alertar para o impacto epidemiologico em
relacdo a disseminagdo na comunidade. Portanto a One Health busca estratégias para
intervir com a disseminacdo de doengas emergente e reemergentes evitando, assim,
surtos na populacdo em geral (LAMMIE e HUGHES, 2016).

Neste contexto estdo inseridas também as doencas de origem alimentar, que sao
fonte para crescimento de diversos micro-organismos. Com a industrializagdo houve,
além do progresso, o aparecimento de diversos problemas, a exemplo da transmissdo de
doengas por meio do consumo do leite. Esse carreia diversos patdgenos que levam a
surtos endémicos na populacdo. As infecces por bactérias do género Staphylococcus
estdo entre as mais comuns devido, principalmente, a producdo de toxinas resistentes ao
processo de pasteurizacdo (DHANASHEKAR et al., 2012).
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Diante disso, a resisténcia antimicrobiana é um problema complexo e
multifatorial de carater urgente para a satde global. Isso é resultado do aparecimento de
“super-bactérias” resistente a multiplas drogas. A utilizacdo de antimicrobianos de
forma empirica promove a selecdo de patdgenos, bem como altera a microbiota normal
de humanos, animais, além da contaminagdo ambiental. I1sso favorece o aparecimento de
isolado s resistentes (MILLER, 2010).

A One Health, desta forma, possibilita que profissdes de diversas areas de
conhecimento interajam para fortalecer a vigilancia a satde humana e animal, monitorar
0 aparecimento de micro-organismos resistentes, desenvolver novos agentes
antimicrobianos, buscar novas alternativas terapéuticas, desenvolver testes rapidos de
diagnostico, vacinas, e elaborar programas educacionais para comunidade em geral
(LAMMIE e HUGHES, 2016).

Além do mais, existem algumas barreias que dificultam o acesso a
antimicrobianos eficazes, como a dificuldade de entrada no mercado, administracdo
falha na selecdo de farmacos, politicas governamentais, sistemas de saude fracos,
cadeias de suprimentos ndo confiaveis e problemas no controle de qualidade. Esses
fatores contribuem para aumento dos casos de morte por infeccbes bacterianas
“trataveis”, além do fator de resisténcia. Dessa forma, o acesso a antimicrobianos é
essencial para reduzir o aparecimento de infec¢gdes. Todavia, 0 uso tem o potencial de
selecionar resisténcia e deve ser cuidadosamente gerenciado para garantir sua eficacia
em longo prazo (FROST et al. 2019).

Os antimicrobianos, entdo, sdo agentes importantes do ponto de vista da
medicina humana, veterinéria e ambiental. Todavia sua eficacia estd cada vez mais
prejudicada devido a selecdo de micro-organismos resistentes. Recentes descobertas
mostram que é possivel reverter a selecdo de isolado s resistentes e, consequentemente,
a evolugdo da resisténcia aos antimicrobianos. Isso é possivel a partir da combinagéao de
drogas antimicrobianas com diferentes perfis de acdo farmacoldgica. MutagBes que
conferem resisténcia a um determinado antimicrobiano, por exemplo, podem ser
neutralizadas se houver uma acéo sinérgica entre os compostos (BAYM; STONE e
KISHONY 2016).

O conhecimento sobre como 0s micro-organismos resistentes a determinada

terapia antimicrobiana influencia na susceptibilidade a outras drogas esta se tornando,
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cada vez mais, importante no contexto da satide global (PAL; PAPP e LAZAR 2015).
Atualmente, com o0s avancos tecnoldgicos, como automacdo laboratorial e
sequenciamento do genoma, aumentou o interesse por um fenémeno conhecido como
Sensibilidade colateral. Nesse fendmeno um micro-organismo resistente a um
antimicrobiano pode, concomitantemente, apresentar uma diminui¢cdo ou aumento da

sensibilidade a um segundo composto (MUNK et al., 2014).

Desta forma, patdgenos multirresistentes, como Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina (MRSA), estdo cada vez mais comuns em casos de doencas
infecciosas. Isso pode ser efeito da regressdo a era “pré-antimicrobiano ”. A utilizagdo
da combinacdo de drogas tem se tornado um tratamento bem sucedido para este tipo de
infeccdo, pois permite a acdo em mdltiplos alvos farmacoldgicos, 0 aumento da eficacia
do antimicrobiano e a supressdo da evolugdo da resisténcia devido ao fenémeno da
sensibilidade colateral (GONZALES et al., 2015).

Em relacdo as bactérias do género Staphylococcus pode-se dizer que séo
consideradas um desafio no contexto da saude humana e animal em virtude do
aparecimento de isolado s resistentes a terapia antimicrobiana usual. Dai a importancia
de testes adicionais para o diagndéstico laboratorial da resisténcia, a fim de permitir uma
terapéutica mais efetiva (AKINDOLIRE et al., 2015; MIMICA 2012).

Concluséao

Assim, observa-se que o biofilme constitui um mecanismo de resisténcia
antimicrobiana de suma importancia quando transcendemos para o contexto da One
Health. Medidas devem ser tomadas para reduzir casos que contribuam para selecdo de
isolado s multirresistentes. Dentre essas medidas, podemos citar o desenvolvimento de
novos farmacos com atividade antimicrobiana, aperfeicoamento nos métodos de
deteccdo de resisténcia em hospitais, implementacdo de medidas de controle de infecgdo
hospitalar e promocéo do uso racional de medicamentos sdo formas para controlar a

disseminacdo de micro-organismos na comunidade.
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Resumo:

A combinagdo sinérgica entre o produtos naturais e o antimicrobiano é uma alternativa
para o controle e erradicacdo de bactérias multirresistentes. Como vantagem ha aumento
do espectro de acdo do antimicrobiano, a reducéo da toxicidade, o uso de baixas doses
da droga, a prevencdo da selecdo de bactérias resistentes durante a terapia e o fenémeno
da Sensibilidade colateral. Isso é possivel por meio da Metodologia do Checkerboard.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi fazer uma revisdo sistematica sobre estudos
em que utilizaram a metodologia do Checkerboard para avaliar o sinergismo entre
produtos naturais e antimicrobianos frente as bactérias patogénicas. Foi realizada uma
busca de trabalhos, adotando dois conjuntos de interseccdo: sinergismo pelo método
Checkerboard e antimicrobianos em combinagdo com extratos de produtos naturais.
Com o objetivo de proporcionar uma padronizacdo do procedimento metodologico. A
busca eletronica inicial resultou em 96 manuscritos. O processo de analise dos estudos
envolveu leitura de titulos, resumos e textos completos. Apos todas essas fases, 21
artigos preencheram os critérios de incluséo da revisdo. No delineamento, 15 (71,4%)
estudos conseguiram um efeito sinérgico entre os compostos testados. Além disso, a
padronizacdo da metodologia se faz necessario, bem como os valores de IFI (indice da
Fracdo Inibitdria) no intuito de reduzir a variabilidade e reprodutibilidade.

Palavras-chave: Antimicrobiano, Produto natural, Sinergismo, Resisténcia.
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Abstract

The synergistic combination of natural and antimicrobial products is an alternative for
the control and eradication of multi-resistant bacteria. As an advantage, there is an
increase in the spectrum of action of the antimicrobial, a reduction in toxicity, the use of
low doses of the drug, the prevention of the selection of resistant bacteria during therapy
and the phenomenon of collateral sensitivity. This is possible through the Checkerboard
Methodology. Therefore, the objective of this work was to make a systematic review of
studies in which they used the Checkerboard methodology to assess the synergism
between natural and antimicrobial products against pathogenic bacteria. A search for
works was carried out, adopting two sets of intersection: synergism by the
Checkerboard method and antimicrobials in combination with extracts of natural
products. In order to provide a standardization of the methodological procedure. The
initial electronic search resulted in 96 manuscripts. The study analysis process involved
reading titles, abstracts and full texts. After all these phases, 21 articles met the
inclusion criteria for the review. In the design, 15 (71.4%) studies achieved a synergistic
effect between the compounds tested. In addition, standardization of the methodology is
necessary, as well as the values of IFI (Inhibitory Fraction Index) in order to reduce
variability and reproducibility.

Keywords: Antimicrobial, Natural product, Synergism, Resistance.

1. Contexto das infec¢Oes e terapias antimicrobianas

As infeccBes sdo consideradas como uma das principais causas de doenca ao
longo da historia da humanidade, mas com a descoberta e a introducdo dos
antimicrobianos, este problema tendeu a desaparecer (BAPTISTA, 2013). Apesar de
existirem muitas terapias antimicrobianas disponiveis, o uso indiscriminado de
compostos antimicrobianos selecionou muitas bactérias patogénicas multirresistentes,
sendo o controle de sua disseminagdo um importante desafio (KYRIACOU;
BROWNLOW; XU, 2004; KIM et al., 2007; COELHO et al., 2007).

Devido ao aumento no numero de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos e a continua énfase sobre os custos dos cuidados com a saide, muitos
cientistas tém pesquisado metodologias para desenvolver novos agentes antimicrobianos
que superem a resisténcia bacteriana e sejam eficazes em termos de custos (SOO-
HWAN, 2011).
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Atualmente, a utilizagdo de compostos de origem natural ou sintética tem sido
alternativas para o controle da patogenicidade causada por isolados de micro-
organismos produtores de biofilme em diferentes situacdes clinicas. Estes compostos
podem ter acdo tanto antibidtica como imunomodulatéria, além da acdo sobre a
expressdo de genes envolvidos na formacgdo do biofilme, mecanismo este responsavel
por diversos processos de resisténcia as terapias convencionais (COS et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2016). Aliado a isto, a busca de novos agentes antimicrobianos
utilizando fitoterapicos é bastante intensa, principalmente devido aos custos de pesquisa
e por apresentarem menor risco de efeitos colaterais (SALEEM et al., 2010).

Existem muitos estudos que indicam que 0s usos de extratos de plantas bioativas
ou de compostos puros isolados aumentam a eficacia in vitro de antimicrobianos
utilizados contra uma variedade de micro-organismos, agindo sinergicamente
(STEFANOVIC; STANOJEVIC; OMIC, 2012).

As vantagens desta combinacdo sdo o aumento do espectro de acdo do
antimicrobiano, a reducdo da toxicidade deste, o uso de baixas doses da droga, a
prevencdo da selecdo de bactérias resistentes durante a terapia e o aparecimento do
fendmeno de sensibilidade colateral (RIBEIRO et al., 2016). Dada a prevaléncia de
mutacdes que conferem resisténcia com efeitos pleiotropicos, a multirresisténcia pode
produzir hipersensibilidade a outras classes de antimicrobianos (NICHOL et al., 2019).

A sensibilidade colateral é resultado de alteracdes metabdlicas em virtude da
presenca de substancia antimicrobiana. Na analise do sinergismo, este fendmeno
aparece como uma consequéncia da acdo conjunta de duas drogas com acdo
antimicrobiana, uma vez que o ensaio pode ser feito com um antimicrobiano padrdo, no
qual a isolado de micro-organismo em estudo € resistente, e uma substancia de origem
natural ou sintética, fazendo com que a bactéria comece a apresentar sensibilidade. 1sso
possibilita uma ferramenta extra no controle e erradicagdo de bactérias multirresistentes.
Esta abordagem no desenvolvimento de novos farmacos esta cada vez mais presente nos
estudos em virtude do aparecimento de antimicrobianos e da velocidade com que o0s
micro-organismos patogénicos resistentes emergem, havendo a necessidade de buscar
novas estratégias para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (MUNK et
al., 2014; PAL; PAPP e LAZAR 2015).

Diante disso, o sinergismo de dois ou mais antimicrobianos podem ser avaliado
por varias metodologias, porém o método de microdiluicdo Checkerboard (da traducéo,
tabuleiro de xadrez) tem sido um dos mais tradicionais para avaliacdo sinérgica (RAND

et al.,, 1993). Esta metodologia € a mais utilizada para avaliar combinacfes de



33

antimicrobianos, devido a facil interpretacdo, calculos simples e materiais de féacil

acesso em um laboratorio de microbiologia (MACEDO et al., 2013).

2. Revisdo sistematica

Neste trabalho foram pesquisados artigos e periddicos originais que
relacionavam o efeito sinérgico de produtos naturais com antimicrobianos frente as
bactérias patogénicas, utilizando a metodologia do checkerboard. A pesquisa foi
realizada nas bases de dados eletronicas ScienceDirect e PubMed, utilizando as palavras
ou expressbes chave: Sinergismo pelo método checkerboard e antimicrobianos em
combinacdo com extratos de produtos naturais. Na avaliacdo dos artigos foram
analisados os seguintes critérios: a descricdo da metodologia e o efeito da combinacgéo
do antimicrobiano com o produto natural. Trabalhos que ndo se enquadravam nestes
critérios (palavras-chave ou expressfes relacionadas ao tema) foram rejeitados ou
excluidos da pesquisa.
2.1 Resultados

Foram identificadas 96 publicacOes relacionadas ao tema proposto. Essas foram
selecionadas no ano de 2017, sendo o critério de escolha, trabalhos publicados de 2006
até 2016. Os trabalhos foram avaliados e 21 se enquadravam nos critérios descritos
anteriormente. Desses 15 (71,4% aproximadamente) artigos conseguiram um efeito

sinérgico entre os compostos testados (Quadro 1).
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Quadro 1. Anélise dos artigos encontrados, em ordem cronoldgica, que se enquadravam nos critérios de descricdo da metodologia e o efeito da

combinagéo do antimicrobiano com o produto natural.

Substancia isolada Antimicrobiano (s) Micro-organismos Efeito encontrado Referéncia
Oleo essencial de B. subtilis -
) Aditivo
Pelargonium B. cereus o o
_ Sinérgico Sinérgico
graveolens Norfloxacina S. aureus . ROSATO et al., 2007*
_ Aditivo
E. coli
Extrato etandlico de o o Aditivo
) o Gentamicina Canamicina .
Hyptis martiusii o o Aditivo
Amicacina Neomicina S. aureus MRSA ] ) COUTINHO et al., 2010*
Indiferente Indiferente
Galangina, quercetina e
baicaleina extraido de o . EUMKEB; SAKDARAT,;
o o Ceftazidima S. aureus Sinérgico
Alpinia officinarum SIRIWONG, 2010*
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Extrato metandlico de

Punica granatum

Ciprofloxacina

E. coli

P. aeruginosa

Indiferente para todas as

DEY etal., 2012

Klebsiella pneumoniae | isolado s
o Ampicilina
Extrato aquoso de Psidium o
) Amoxicilina o
guineense . ) ) S. aureus MRSA Sinéergicos
Cefoxitina Ciprofloxacina FERNANDES et al., 2012
Meropenem
Extrato etandlico de
Eucalyptus torelliana Claritromicina Helicobacter pylori Aditivo LAWAL etal., 2012

Fracdo Acetato de etila de

Lygodium venustum

Gentamicina
Amicacina

Neomicina

E. coli

S. aureus

Sinérgico apenas para o
extrato combinado com

Amicacina.

MORAIS-BRAGA et al., 2012*
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Extrato aquoso de Cocos

Sinérgico na

combinagdo com

nucifera var. typica Meticilina E. coli metecilina e Indiferente
o o SILVA etal., 2013
Vancomicina S. aureus para vancomicina dos
dois isolados
o Sinérgico
Ampicilina o
) L . Sinergico
B-Lapachona de Tabebuia | Amoxicilina Cefoxitina )
_ ) Indiferente
avellanedae Ciprofloxacina S. aureus o MACEDO et al., 2013
. Sinergico
Meropenem L
Sinérgico
Galotanino E. coli Sinérgico Sinérgico

1,2,6-tri-O-galloil-b-D-

Trimetoprim Gentamicina

Amoxicilina, Ceftazidima

K. pneumoniae

Aditivo

BAG; BHATTACHARYYA;

glucopiranose de _ ) P. aeruginosa Aditivo
o Ciprofloxacina . CHATTOPADHYAY, 2013
Terminalia chebula S. aureus Aditivo
) ) Ampicilina Indiferente
Cafeina, Reserpina, _ ) -
o . Ciprofloxacina Aditivo
Pirrolidina, Teofilina e ) o S. aureus MRSA ) ABREU et al., 2014*
o Eritromicina Indiferente
Quinina o o
Tetraciclina Sinérgico
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Oleo essencial de Myrtus

Ciprofloxacina

communis A. baumannii Sinérgico ALEKSIC et al., 2014*
Extrato etandlico (95%) de

Stephania suberosa Ampicilina S. aureus Sinérgico TEETHAISONG et al., 2014
Oleo essencial de

Chenopodium Cefixima

ambrosioides var.

Ciprofloxacina

Bacillus cereus

Micrococcus luteus

Sinergismo para todas

as combinacdes.

BRAHIM et al., 2015*

(ambrosioides). canamicina
Flavondides e Taninos
(Duabanga grandiflora) Ampicilina S. aureus MRSA Sinérgico SANTIAGO et al., 2015
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. o Sinérgico
Extrato etandlico de Colistina Tigeciclina .
o ) ) Antagonico
Berberis aristata Meropenem Ertapenem ] . THAKUR et al., 2016*
o E. coli Antagonico
Amoxicilina L
Sinérgico
Cefoperazona Indiferente
Piperacilina Indiferente
Ciprofloxacina Sinérgico
) _ Tetraciclina Acinetobacter Sinérgico
Oleo essencial de _ N .
Cloramfenicol baumannii Sinérgico
Eucalyptus globulus o o
Gentamicina Sinergico
LUIZ et al., 2016
) _ Cefoperazona Aditivo
Oleo essencial de ) - )
) Piperacilina Indiferente
Eucalyptus radiata ) ) y o
Ciprofloxacina A. baumannii Sinergico
Tetraciclina Sinérgico
Cloramfenicol Sinérgico
Gentamicina Sinérgico
Ampicillina Amoxicillina | S. aureus
Oleo essencial de Thymus | Tetraciclina E. coli Antagbnicos ADRAR; OUKIL; BEDJOU, 2016
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numidicus e

Salvia officinalis

Cloramfenicol
Cefotaxima

Ciprofloxacina

(*) Né&o descreveram como a técnica foi realizada.
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Estes resultados evidenciam o potencial destas combinagdes de produtos naturais
e antimicrobianos (BOLLENBACH, 2015). Observa-se que muitos trabalhos envolvem
a andlise de efeito sinérgico para melhorar o tratamento de infec¢bes causadas por
bactérias. Todavia, apesar da acdo antibacteriana de alguns compostos de origem
natural, o fendmeno da resisténcia ainda é um problema quando se avaliam casos de
infeccbes por micro-organismos (ARCHER et al., 2011; LOPEZ, VLAMAKIS e
KLOTER, 2010).

Nesses trabalhos os autores avaliaram os efeitos da combinagdo de um produto
de origem natural com um antimicrobiano padrdo. Como consequéncias puderem
observar: uma redugdo na concentracdo do antimicrobiano e, com isso, dificuldade de
selecdo de isolados clinicos resistentes aos antimicrobianos utilizados na pratica clinica
e reducdo da toxicidade do antimicrobiano. Todavia o grande impasse para 0
desenvolvimento de drogas combinadas é o pouco conhecimento do mecanismo de acéo
das substancias de origem natural (MU et al., 2013; REUK-NGAM et al., 2014).

3. Analise da metodologia do Checkerboard

O termo Checkerboard se refere ao padrdo de diluicdo de determinado
antimicrobiano distribuido em uma microplaca de 96 pocgos nova e estéril para
realizacdo das microdiluicdes. Inicialmente, para realizacdo desta técnica é necessario
ter o valor referente da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) das substancias que
serdo testadas nas combinaces, que é determinada seguindo as descri¢bes do protocolo
MO07-A9 (CLSI, 2014), o qual consiste inicialmente em sucessivas microdiluicdes em
caldo.

Para avaliacdo a combinagdo dos agentes antimicrobianos testados é utilizada
maltiplas combinagdes em concentragdes referentes ao valor da CIM em diferentes
diluicbes, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 para cada micro-organismo que esti sendo testado
(LORIAN, 1980). No eixo X (horizontal em relagdo & microplaca) sdo distribuidas
diferentes concentragdes e volume crescentes de um agente antimicrobiano, da esquerda
para direita, de forma crescente, enquanto que no eixo Y (vertical) sera distribuido o
outro agente antimicrobiano (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).

Uma vantagem deste método é a possibilidade de analisar combinagdes de
diferentes concentracdes para uma mesma amostra, além de utilizar pequenos volumes.
Todavia a limitacdo € que esta metodologia s6 determina a atividade inibitdria
(LORIAN, 1980).
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O critério de distribuicdo dos antimicrobianos nas placas é comum a todos 0s
estudos que utilizam esta técnica, porém existe uma variacdo nas quantidades de meios
de cultura, antimicrobianos e bactérias que sdo colocados em cada poco. Nesta revisao,
observou-se esta variacdo em muitos autores dos manuscritos (Quadro 1) néo
descreveram na integra 0 método, apenas citaram a referéncia ou descreveram
superficialmente, ocultando estes dados importantes. Isto dificulta, muitas vezes, a
reprodutibilidade do estudo e um resultado satisfatorio e confiavel.

Considerando o emprego variado dos protocolos usados na técnica do
Checkerboard a padronizacdo se torna necessaria. Diante disso, uma metodologia de
acordo com os artigos escolhidos para elaboracdo da uniformizacdo proposta. A
metodologia do Checkerboard, de forma geral, pode ser descrita com base no

procedimento a seguir:

1. Preparacao da suspensdo microbiana
Inicialmente, a suspensdo bacteriana devera ser padronizada a partir de uma
cultura com 24 horas de incubacdo em meio MH (Mueller-Hinton), com adicéo
de PBS pH 7.0 estéril até atingir a turvacdo equivalente a escala 0,5 de
McFarland (1x108 UFC/mL).

2. Distribuicao dos produtos na microplaca (Figura 1)

2.1 Adicionar 100 pL de caldo MH em todos 0s pogos.

2.2 Na coluna n° adicionar 100 pL do antimicrobiano A, na concentragdo de
4X o valor da CIM, para realizacdo da diluicdo seriada, transferindo
sequencialmente 100uL do volume do pogo, no sentido horizontal, até a
coluna um (1), obtendo-se no final seis diluicdes referentes a 1x, 1/2x, 1/4x,
1/8x, 1/16x e 1/32x do valor da CIM.

2.3 Na linha “A” adicionar 100 pL da solugdo correspondente ao produto
natural (Antimicrobiano B), na concentracdo de 2X o valor da CIM, e diluir
seriadamente, transferindo sequencialmente 100 uL. do volume do pog¢o, no
sentido vertical até a linha F, obtendo-se no final seis diluicdes referentes a
1x, 1/2x, 1/4x, 1/8x, 1/16x e 1/32x do valor da CIM (Figura 1).

2.4 Ao final do processo de diluicdo seriada, cada poco da microplaca ira
conter um volume de 100 pL. Diante disso, acrescentar em cada pogo, no
maximo, 10% do volume (ex., <10 pL de inoculo em 0,1 mL de solugdo de
agente antimicrobiano) (NCCLS, 2003).
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3. Controles
3.1 Nos pocos H1, H2 e H3 serdo adicionados apenas os 10 pL da suspensdo
bacteriana, juntamente com 100 pL de meio MH, a fim de verificar a
viabilidade da bactéria submetida as condi¢Ges experimentais.
3.2 Nos pogos H4, H5 e H6 serdo adicionados apenas 100 puL. do meio MH,
servindo como controle de esterilidade do processo.

4. As microplacas serdo incubadas a 37 °C por 24 horas.
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Figura 1. Desenho esquematico da metodologia do Checkerboard (Fonte:

Autor).

5. Determinacao do efeito sinérgico

5.1 Apo6s incubacdo, uma aliquota da solucdo de Resazurina (100 pg/mL) ou
solucdo aquosa de cloreto de trifeniltetrazdlio (CTT) sera acrescida em cada
poco e a microplaca sera novamente incubada por aproximadamente 1 hora.

5.2 Decorrido este tempo anotar os valores onde ndo houve mudancga de coloracao,
vermelho ou violeta, indicativo da atividade oxidativa da bactéria e,
consequentemente, sua viabilidade. Esses valores sdo correspondentes a
concentragdo de substancias em combinagéo. De posse destes resultados calcular

o indice de Frag&o Inibitoria (IFI).
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As interacOes sdo calculadas a partir de uma equacdo e entdo definidas como
sinérgica, indiferente ou antagonista e comparada com os valores de CIM da substancia
teste e do antimicrobiano isoladamente. Para determinar a interacao entre duas ou mais
substancias, algumas considera¢des devem ser analisadas: a curva padrdo dose-resposta
(Isobolograma) de cada droga sozinha com diferentes concentracdes e a andlise de
combinacdo entre as drogas pode ser feita pelo checkerboard, no qual é feita uma
analise da equacdo dose-resposta individual e combinada (CHAU e TALALAY, 1984
MARTINEZ-LRUJO et al., 1996)

A interpretacdo do efeito sinérgico de cada antimicrobiano e das combinacGes
sdo determinadas e utilizadas para o célculo do indice da fracdo inibitoria (IFI), por

meio da seguinte formula:

IFI do produto natural (PN) = CIM combinado
CIM do PN sozinho

IFI do antimicrobiano (ATM) = CIM combinado
CIM do ATM sozinho

XIFI =IFIF PN + IFI ATB

Vaérias formas matematicas tém sido propostas na busca para uma medicdo
quantitativa de sinergia (MUNDY; PENDRY; RAHMAN, 2016). A maioria dos artigos
utilizados nesta revisdo utilizaram os seguintes critérios: sinergismo (XIFI < 0,5),
sinergismo parcial (0,5 < ZIFI < 1), aditivo (XIFI = 1), indiferente (1 < ZIFI < 4) e
antagonismo (XIFI > 4). Outro parametro adotado clssifcam um valor IFI de < 0,5,
interpretado como sinergia, IFI > 0,5 — 4,0, como Indiferente e IFI > 4 como
antagonismo (DEY et al., 2012). Outros autores consideram sinergismo total (IF1 <0,5),
sinergismo parcial (0,5 <IFI < 0,75), nenhum efeito (0,75 <IFI < 2) ou antagonismo (IFI
> 2) (BRAHIM et al., 2015; MACEDO et al., 2013). Ja no estudo desenvolvido por
Eumkeb, Sakdarat e Siriwong (2010) foi proposto como efeito sinérgico apenas um IFI
< 0,5, desconsiderando os outros critérios.

Devido as controvérsias apresentadas na literatura pesquisada, os valores de IFI
deveriam ser padronizados no intuito de reduzir a variabilidade e garantir a

reprodutibilidade dos resultados. Diante disso, para interpretacdo da metodologia do
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checkerboard os critérios do IFI poderdo ser assim analisados (LEE, JANG e CHA,
2012):
Acao sinérgica (IFI1 <0,5)
Aditiva (0,5< IFI <1)
Indiferente (1 < IFI < 2)
Antagonico (IFI > 2)

Para fins de interpretacdo, a acdo dos agentes antimicrobianos pode ser
considerada sinérgica quando o seu efeito em combinacdo é maior que a soma dos
efeitos produzidos pelos agentes separados; aditivas: quando o seu efeito é igual a soma
dos efeitos dos agentes individuais; indiferentes, se o efeito conjunto é igual ao efeito
de qualquer dos agentes individualmente e antagonista quando seu efeito combinado é
menor do que a soma dos efeitos dos agentes individuais ou mais fraco do que o efeito
de qualquer agente individual (SATISH; MOELLERING; ELIOPOULQOS, 2005;
SUCHER, 2014).

Apesar do método de Checkerboard ser o procedimento padrdo para avaliar a
interacdo dos compostos, que pode ser verificada por outros métodos. A principio, esta
revisao focou apenas no método Checkerboard, mas buscou observar se, além deste
método, 0s autores dos artigos pesquisados buscaram comparar com outros métodos de
avaliacdo de sinergismo. Alguns autores, além do método de Checkerboard, utilizaram
0 método de difusdo em disco (DEY et al., 2012), o método episolométrico (E-test)
(ABREU et al., 2014) e curva de morte (ALEKSIC et al., 2014; TEETHAISONG et al.,
2014; SANTIAGO et al., 2015).

A avaliacdo através da curva de morte é demorada e trabalhosa, porém pode
confirmar as determinacGes da CIM, bem como verificar o tempo exato de acdo em que
0s antimicrobianos ocasionem a morte das bactérias analisadas (TEETHAISONG et al.,
2014). Os dados do método de difusdo em disco, apesar de ser simples, permitem
apenas uma avaliacdo qualitativa e sdo bastante limitados para avaliar a sinergia, pois
ndo fornecem dados precisos para comparar as atividades de diferentes
compostos/extratos (MUNDY; PENDRY; RAHMAN, 2016). O método E-test
representa a metodologia ideal para um laboratorio de microbiologia clinica e de saude
publica de grande saida, uma vez que € um método simples e reprodutibilidade,
permitindo testes com resultados mais rapidos para multiplos isolados (LIU et al, 2014).
No entanto, apresenta custos elevados quando comparado ao checkerboard e curva de
morte (SOLTANI; KHALILI; SHAFIEE, 2012).
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Diante disso, a uniformizacdo ou padronizacdo do método Checkerboard
possibilita uma compreensdo da metodologia e planejamento do experimento, uma vez
que na literatura ndo a descrevem os detalhes. Isso é de extrema necessidade, visto que
as terapias combinadas estdo cada vez mais crescentes no intuito de diminuir o nimero
de isolado s resistentes a maltiplas drogas. Assim, combinacdes de fa&rmacos, bem como
interacbes com produtos naturais, reapresenta uma excelente alternativa para ser

utilizado na terapia antimicrobiana.
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