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RESUMO

Referéncia: PORCINO, R. A. Avaliacdo da atividade combinatéria de
antimicrobianos contra Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus. 2018.
p. Dissertacdo (Patologia Molecular) — Universidade de Brasilia, 2018.

A disseminacao das cepas de Klebsiella pneumoniae, produtora de carbapenemase
(KPC+), e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tornou-se um
problema significativo em todo o mundo. Uma das estratégias desenvolvidas para
combater esses microrganismos tém sido a terapia combinada de antimicrobianos.
No presente trabalho investigamos a efetividade in vitro e in vivo dos antimicrobianos
penicilina G (PNG), cloranfenicol (CAP), estreptomicina (SMA) e cefotaxima (CFT)
sozinhos e em combinacao contra isolados clinicos de K. pneumoniae e S. aureus.
Um isolado clinico de K. pneumoniae KPC+ e um de S. aureus MRSA foram
expostos aos antimicrobianos em concentracdes variadas durante 24 h.
Combinacdes par-a-par de PNG, CAP, SMA e CFT foram testadas para avaliar suas
possiveis interacdes utilizando o método de checkerboard. O sinergismo foi definido
com ICIF < 0,5, bem como a reducdo da carga bacteriana inicial de 10> CFU.mL™
apos 24h, proveniente das associa¢des. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi
determinada por meio de microdiluicdo seriada em caldo de acordo com CLSI. A
atividade citotoxica dos antimicrobianos livres e em combinacado foi avaliada sobre
monocitos RAW 264.7, células renais de macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops) e eritrocitos. Os valores de CIM obtidos para CFT, CAP, SMA e PNG
foram respectivamente de 32, 8, 4 e >512 ug.mL™ contra K. pneumoniae e 256, 64,
4 e 32 pug.mL™?, respectivamente, contra S. aureus. A combinacdo de CFT + SMA,
dentre as demais associacoes frente K. pneumoniae, apresentou uma efetividade
sinérgica de menor valor (ICIF = 0,18), bem como a PNG + SMA contra MRSA (CIF
= 0,18). Nenhum dos antibidticos livres e em combinacdo apresentaram efeitos
hemoliticos e citotoxicos frente a células RAW 264.7 e Vero. Os resultados obtidos
no presente trabalho sugerem que a combinacéao entre CFT + SMA e PNG + SMA
pode ser uma alternativa terapéutica para o tratamento de infeccdes causadas K.

pneumoniae KPC+ e MRSA, respectivamente.

Palavra chave: beta-lactamases, sinergismo, KPC, MRSA.
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ABSTRACT

Reference: PORCINO, R. A. Evaluation of the combinatorial activity of
antimicrobials against Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus.
2018. p. Dissertation (Molecular Pathology) — University of Brasilia, 2018.

The dissemination of carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae (KPC +) and
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains has become a significant
problem worldwide. One of the strategies developed to control such microorganisms
has been the antibiotics therapy combination. In the present work we investigated the
in vitro and in vivo efficacy of antimicrobials penicillin G (PNG), chloramphenicol
(CAP), streptomycin (SMA) and cefotaxime (CFT) alone and in combination with
clinical isolates of K. pneumoniae and S. aureus. Clinical isolates of K. pneumoniae
KPC + and S. aureus MRSA were exposed to antimicrobials at varying
concentrations for 24 h. Peer-to-peer combinations of PNG, CAP, SMA and CFT
were tested to evaluate their possible interactions using the checkerboard method.
Synergism was defined as IFIC < 0.5, as well as the reduction of the initial bacterial
load of 10° CFU.mL™ after 24 h, from associations. Minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined by serial broth microdilution according to CLSI. The cytotoxic
activity of free and combined antimicrobial was evaluated on RAW 264.7 monocytes,
African green monkey kidney cells (Cercopithecus aethiops) and erythrocytes. The
MIC values obtained for CFT, CAP, SMA and PNG were 32, 8, 4 e >512 ug.mL™
against K. pneumoniae, and 256, 64, 4 e 32 ug.mL™, respectively, against S. aureus.
The combination of CFT + SMA was the most effective against K. pneumoniae,
demonstrating a synergistic effect (FIC = 0.18). The combination of CFT + SMA,
among the other combinations against K. pneumoniae, showed effectiveness with a
synergistic effect of lower value (IFIC = 0.18), as well as PNG + SMA against MRSA
(IFIC = 0.18). None of the free and combined antibiotics showed hemolytic and
cytotoxic effects on RAW 264.7 and Vero cells. Based on the results obtained, the
combination of CFT + SMA and PNG + SMA may be a therapeutic alternative in the
treatment of infections caused by K. pneumoniae KPC + and MRSA, respectively.

Keyword: beta-lactamases, synergism, KPC, MRSA.
Supported: CAPES, CNPqg, FAPDF and UCB.
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Figure 1. Hemolytic activity of the associations between penicillin G,
cefotaxime and streptomycin against carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Evaluation of the hemolytic action among the best synergistic associations against
the pathogens under study. In black, the positive control used for hemolysis activity
was 0.1% Triton X-100. The dark gray represents the negative control serum. Light
gray data represent the associations of antimicrobials tested (ug.mL™Y). The
combinations were tested at their highest concentrations and at the points that

showed synergism............coovviiiiiiiiiinnn... 62
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Capitulo I

Figura 1. Atividade antibacteriana in vivo de PNG e SMA associados. Os
animais foram inoculados com S. aureus (1 x 10° seguido por injecdes
intraperitoneal de PNG (UL.LKg™') e SMA (mg.mL™) associados, gentamicina (10
mg.mL™?) ou PBS. Com excecdo da gentamicina e do PBS os tratamentos foram
administrados 2 vezes ao dia durante 3 dias. Tratamento com a associacdo de
farmacos aumentou o tempo de sobrevida dos animais quando comparado com o
controle negativo e o] tratamento com a PNG
51074 | 1 - VRSP 71

Figura 2. Reducéo da carga bacteriana (S. aureus) em infec¢&o por septicemia.
UFC de S. aureus recuperado de camundongos tratados com PNG (12000U e 6000
U.Kg™), SMA (7.5 e 3.75 mg.Kg?) e Gentamicina como controle (10 mg.Kg™?). Os
animais foram eutanasiados 4 dias apdés a experiéncia. Barras horizontais
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1. INTRODUCAO

O periodo que compreende as décadas de 1930 e 1980 foi considerado
a “era de ouro dos antibioticos”, devido a descoberta de diversos compostos
que permitiram o tratamento e o controle na disseminacdo de doencas
infecciosas, regenerando a saude de enfermos e alterando de forma marcante
a progressao de certas doencas (GOULD, 2016). Entretanto foi a partir da
década de 1928 - com o isolamento da penicilina por Alexander Fleming, e seu
posterior uso comercial em 1942 - que os antimicrobianos passaram a existir e
ter um papel de destaque na sociedade moderna (FLEMING, 1929; PIDDOCK,
2012; ROSSOLINI et al., 2014; VENTOLA, 2015). Ao longo dos anos
subsequentes a introducdo da penicilina no mercado os relatos sobre o
isolamento de cepas resistentes foram expandindo-se a niveis alarmantes
(BARBER; ROZWADOWSKA-DOWZENKO, 1948).

Atualmente, a resisténcia microbiana tem sido tratada como um dos
problemas mais relevantes na salde publica. Muitos desses microrganismos
apresentam mecanismos classicos para escapar da acao dos antimicrobianos,
como bomba de efluxo, mudanca na permeabilidade da parede celular e
producdo de enzimas para inativar esses compostos. Alguns agentes
biolégicos podem ser capazes de catabolizar esses farmacos e utiliza-los como
fonte de carbono (BARNHILL et al., 2010; DANTAS et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia que algumas bactérias apresentam frente
aos compostos nocivos a sua sobrevivéncia decorrem de um fenémeno
biolégico natural de adaptacdo. O fenbmeno da resisténcia bacteriana pode
ocorrer quando 0s microrganismos proliferam-se em concentracbes de
antimicrobianos mais elevadas do que as doses terapéuticas administradas
(BROWN; WRIGHT, 2016; WOAPPI et al., 2014). Os quatros mecanismos de
resisténcia desenvolvidos por esses microrganismos consistem na bomba de
efluxo, alteracdo do sitio alvo do antimicrobiano, producdo enzimatica e

modificacdo da permeabilidade celular (Figura 1).
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Figura 3. llustracdo dos quatro principais mecanismos de resisténcia bacteriana.
Adaptado de Bbosa et al., 2014.
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A capacidade do farmaco de transpor ou interagir com a membrana
celular, independente da sua classe antimicrobiana, pode ser imprescindivel
para que 0 mesmo possa agir contra determinados microrganismos. Sendo
assim, qualquer alteracdo na permeabilidade celular como seletividade,
reducdo no numero de proteinas de membrana, alteracdo da sua estrutura e
tamanho podem conferir uma caracteristica de resisténcia aos antimicrobianos
(BAPTISTA, 2013).

Como componentes da membrana celular bacteriana, as bombas de
efluxo consistem em um mecanismo de bombeamento ativo de moléculas do
meio intracelular para o extracelular (PIDDOCK, 2006). O aumento no sistema
de efluxo dessas bombas pode acarretar em um mecanismo de resisténcia
comum capaz de afetar os antimicrobianos de diversas classes, uma vez que
esses compostos ndo conseguem atingir uma concentracao intracelular efetiva
devido sua rapida saida da célula (DU; KAN; NEUBERGER, 2018; DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2008).
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Outro mecanismo de resisténcia relatado consiste na alteracédo do sitio
alvo, ou a sintese de uma molécula similar ao alvo dos antimicrobianos. Essa
alteracdo provoca uma reducdo ou supressao total da afinidade do
antimicrobiano pelo local de ligacdo, cessando sua atividade inibitéria ou
bactericida. Como exemplo a essas modificagbes, algumas cepas de
Staphylococcus aureus produzem a proteina ligante a penicilina 2a (PBP2A),
sendo essa molécula similar ao alvo dos antimicrobianos B-lactamicos, proteina
de ligacdo da penicilina (PBP ou PLP), porém com reduzida afinidade a esses
farmacos (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO, 2007). A baixa afinidade dos B-
lactamicos pela PBP2A permite que o S. aureus mantenha a integridade da sua
parede celular enquanto a bactéria cresce e se divide, uma vez que 0s
antimicrobianos em questéo ligam-se as PBPs originais (MENDES, 2010).

Dentre 0os mecanismos de resisténcia mencionados anteriormente, o
mais frequente e importante compreende a producdo de enzimas que
degradam os antimicrobianos tornando-os inativos. Essas enzimas podem
ligar-se aos antimicrobianos ou transportar moléculas, como as B-lactamases e
grupos de acetil, respectivamente, tornando o antimicrobiano em questéo
inativo (NAAS et al., 2017; ZIENKIEWICZ et al., 2017).

Os antimicrobianos que possuem em sua estrutura um anel 3-lactamico,
como as penicilinas e cefalosporinas, sdo os principais alvos das enzimas [3-
lactamases. As B-lactamases promovem a hidrélise desse anel deixando a
estrutura aberta, essa reacdo torna a nova configuracdo molecular do
antimicrobiano incapaz de se ligar ao seu sitio receptor e inibir a sintese da
parede celular bacteriana (AZEVEDO, 2014; STEWART; WILLIAM
COSTERTON, 2001). A informacédo para producdo da p-lactamase no
microrganismo pode ser mediada pela codificacdo cromossémica bacteriana,
plasmideo ou transposon, podendo ser transferido para outras bactérias tanto
de forma vertical quanto horizontal (RATHER et al., 2017). A variacdo da
quantidade e especificidade dessas enzimas dependem dos substratos
utilizados.

Outro exemplo de resisténcia, voltado para a atividade enzimatica, inclui
a inativacdo do cloranfenicol e dos aminoglicosideos. A resisténcia bacteriana

ao cloranfenicol baseia-se na inativagcdo enzimatica por acetilacdo do farmaco
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por meio de diversas acetiltransferases (RONNING; EINARSEN; ASP, 2006).
As enzimas acetiltransferases promovem a acetilacdo da molécula de
cloranfenicol por intermédio de ligacdes covalentes entre um ou dois grupos de
acetil, derivados da acetil-CoA sintetase, e um grupo de hidroxila presente no
farmaco, impedindo que haja interacdo com os ribossomos bacterianos
(KEHRENBERG et al., 2005).

Similar aos anfenicois, as enzimas acetiltransferases catalisam uma
acetilacdo em uma regido seletiva no grupo amino dos aminoglicosideos e
adicionam um grupo acetil na extremidade criada (PINSETTA, 2010; RENEE et
al., 2005). Contudo a resisténcia ao aminoglicosideo pode ocorrer, também, por
uma mutacdo no gene rpsL que codifica a proteina ribossomal S12 no
ribossomo 30S, alterando um nucleotideo A por G, resultando assim na
substituicdo de uma lisina por uma arginina (CARTER et al., 2000).

Apesar de algumas mutacdes sofridas pelas bactérias contribuirem para
o desenvolvimento de sua resisténcia, o progresso da resisténcia aos
antimicrobianos vem sendo resultante da pressdo seletiva exercida pelo uso
inapropriado desses compostos, estabelecendo uma conexao entre um maior
consumo desses farmacos e os elevados niveis de resisténcia bacteriana
notificados (MELNYK; WONG; KASSEN, 2015; PFEIFER; CULLIK; WITTE,
2010; SHAIKH et al., 2014; WHO, 2014).

Estima-se que 25 a 35% dos pacientes recebem antimicrobianos durante
a internacdo (ATIF et al., 2017; CARDINAL et al., 2012), tornando os
antimicrobianos responsaveis por 20 a 50% dos gastos com medicamentos em
hospitais (FREITAS et al., 2014; MICHAELIDIS et al., 2016). Segundo os dados
da OMS, mais de 50% das prescricbes de antimicrobianos séao feitas sem a
real necessidade de uso dos mesmos (ZAMAN et al., 2017). Um levantamento
realizado sobre o uso indiscriminado de antimicrobianos em trinta e cinco
paises ressaltou um elevado indice do uso nos cinco continentes (Figura 1)
(MORGAN et al., 2011).
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Figura 4. Mapa de distribuicdo de percentual do uso de antimicrobianos de forma
inapropriada. Em vermelho paises com mais de 50%; em roxo paises de 20 a 50%; em
verde paises de 5 a 19% e em azul, paises com menos de 5%. Areas em branco n&o
possuem dados. Fonte: Adaptado de Morgan et al., 2011.
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Consequentemente a essa problematica, a resisténcia tem ganhado
destaque em ambito mundial devido seus impactos alarmantes como infec¢des
persistentes e a sua disseminacdo nos continentes, ampliando a taxa de
morbidade e mortalidade (CANTON; MOROSINI, 2011; WHO, 2014). Segundo
uma revisdo realizada pela UK Review, estima-se que aproximadamente
700.000 pessoas morrem a cada ano proveniente de infec¢des resistentes a
medicamentos, porém o preocupante aumento da resisténcia e a dificuldade de
tratamento desses microrganismos, estima-se um aumento na taxa de
mortalidade para 10 milhdes em 2050 (DAVIS et al., 2017; O’NEILL, 2016).

Devido o crescente aumento no numero de notificacdes de infeccbes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), decorrentes dos microrganismos
resistentes aos antimicrobianos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) estabeleceu no Brasil medidas regulatérias que visam limitar a
comercializacdo desses farmacos, restringindo-os ao uso hospitalar e a

pacientes que portem receita médica (MATTOS et al., 2017), tentando dessa
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forma controlar e combater a resisténcia bacteriana. Apesar da portaria, (RDC
20/2011) publicada pela ANVISA, auxiliar no corte da venda livre de
antimicrobianos, a resisténcia bacteriana continua a ser um problema iminente
na saude publica, uma vez que vem se espalhando mais rapido do que a
introducdo de novos compostos para a pratica clinica (Figura 3) (MATTOS et
al., 2017).

Figura 5. Linha do tempo sobre os principais eventos de introducdo dos antibiécos na

clinica e resisténcia. Adaptado de Ventola, 2015.
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Enfermidades ocasionadas por patdogenos que apresentam um perfil
resistente frente aos antimicrobianos contribuem, também, com o aumento de
gastos no combate desses microrganismos (CASTRO et al., 2002; TAVARES,
1996; TRABULSI, LUIZ R.; ALTERTHUM, 2005). Um estudo realizados nos
Estados Unidos, apenas com bactérias Gram-negativas, reportou um custo
elevado de US$ 144,414 dolares por paciente para o tratamento de infecgbes
por patdégenos resistentes, sendo esse valor 38 vezes maior do que € gasto
com infec¢des por microrganismos susceptiveis (O’NEILL, 2016). O gasto
esperado em tratamentos contra bactérias resistentes, em 2050, apresenta
uma estimativa desastrosa de US$ 100 trilhdes por ano (O’NEILL, 2016).

Dentre os diversos desafios na area da saude, relacionados as infecces
por microrganismos resistentes, a sepse consiste em um dos quadros clinicos
mais desafiantes para os médicos. A sepse atualmente é definida pela
disfuncdo dos o6rgdos, com risco de vida, causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro frente uma infeccdo, podendo apresentar um
agravamento no quadro quando acometida por uma infeccdo de carater
resistente (ILAS, 2017; NAPOLITANO, 2018).

A sepse vem se tornando uma grande preocupacdo no sistema da
saude, sendo que nos EUA essa patologia é responsavel por 20 bilhdes de
dolares do total de custos hospitalares no pais e por apresentar uma alta taxa
de letalidade maior que 40% (SINGER et al., 2016). Enquanto no Brasil, esses
valores de custo podem chegar a 9,6 mil délares por paciente (ILAS, 2017), e
as taxas mostram-se ainda maior, atingindo 45 a 65,3% dos pacientes em
estado de sepse e/ou chogue séptico (BARROS; MAIA; MONTEIRO, 2016).

Dentre os microrganismos notificados em ambito mundial ante quadros
infecciosos, a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e S. aureus sdo 0s
patdgenos regularmente isolados em infec¢cdes urinarias, quadros de
pneumonia e sepse. Sendo essas duas Ultimas bactérias resistentes
conhecidas como “super bugs” (ARIAS; MURRAY, 2009; LINDSAY; HOLDEN,
2004; VELKOQV et al., 2014).

Como ultimos recursos no controle desses patégenos, a polimixina B e a
polimixina E (colistina), tém sido utilizadas no tratamento de infeccdes

bacterianas resistentes a todos os antibidticos apesar de possuirem graves
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efeitos  colaterais como  distirbios  neurolégicos, neurotoxicidade,
nefrotoxicidade, paradas respiratorias e bloqueios neuromuscular, sendo por
essas razdes o0 seu desuso no passado (CAVALCANTI, 2015; GIRARDELLO;
GALES, 2012; JAVAN; SHOKOUHI; SAHRAEI, 2015; VELKOV et al., 2014;
VELKOV et al., 2016). Porém numerosos hospitais em todo o mundo sofrem
surtos de infec¢cbes causadas por superbugs que séo resistentes a todos os
antibioticos atuais, incluindo a polimixina B e a colistina. O mecanismo de
resisténcia a polimixina B ocorre pela modificagdo do lipidio A, resultando na
reducéo da afinidade da polimixina com o microrganismo sendo mediado
cromossomicamente e envolvendo a modulacdo de sistemas reguladores
(GUNN et al., 1998; MCPHEE; LEWENZA; HANCOCK, 2003).

Contudo o gene que confere a bactéria resisténcia a colistina, mobilized
colistin resistance (mcr-1), foi isolado inicalmente na China em cepas de E. coli
e posteriormente no Brasil e EUA (ANVISA, 2016; FERNANDES et al., 2016;
LIU et al., 2016; MCGANN, 2016). O gene mcr-1 codifica uma enzima da
familia fosfatidiletanolamina transferase (MCR-1), a qual transfere uma
fosfatidiletanolamina (pEtN) para o lipideo A presente no LPS. O que altera o
padrdo i6nico da membrana citoplasmética externa das bactérias Gram-
negativas, diminuindo a carga anibnica total, inviabilizando a interacéo
eletrostatica entre o LPS e as polimixinas (HINCHLIFFE et al., 2017).

Devido a dificuldade na administracdo de tratamentos eficientes e
recursos finitos contra as cepas resistentes, o sistema da saude torna-se
incapaz de uma solucdo imediata, estabelecendo um problema relevante que
afeta outros setores como a politica, ambiental, econdmico e social
(BALSALOBRE; DROPA; MATTE, 2014).

1.1. A problemética das infec¢Bes causadas por K. pneumoniae e S. aureus

InfeccOes bacterianas, especialmente de carater multirresistente (MDR)
aos antimicrobianos, fazem parte de um problema eminente da saude global.
Dentre os patégenos MDR notificados, as bactérias Gram-negativas vém

ganhando uma maior atencéo por serem particularmente dificeis de combater
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devido & natureza de sua robusta membrana externa (FAIR; TOR, 2014). Em
meio as cepas bacterianas pertencentes as Gram-negativas, a K. pneumoniae
tem-se destacado por ser atualmente reconhecida como uma ameaca urgente
a saude humana, devido sua emergéncia na associacdo de surtos hospitalares
bem como infec¢bes graves na comunidade (HOLT et al., 2015).

Surtos ocasionados por K. pneumoniae produtoras de carbapenemase
foram relatados em Israel (LEAVITT et al., 2007) e nos EUA (WOODFORD et
al., 2004), mas recentemente surtos similares também foram registrados em
outros paises. Entre eles Italia, Franca, Grécia (GIANI, 2009; NAAS et al.,
2005; TSAKRIS et al., 2011), Holanda (SKUTLABERG et al., 2009), Suécia
(SKUTLABERG et al., 2009), Irlanda (BOYLE et al., 2012; ROCHE, 2009),
Espanha (RODELA, 2012), Beélgica (BOGAERTS, 2016), Alemanha
(STEINMANN, 2011; WENDT et al., 2010), o Reino Unido (VIRGINCAR et al.,
2011; WOODFORD et al.,, 2008), Croacia (MAZZARIOL et al.,, 2012), e
Finlandia (KANERVA, 2015; KIRVESKARI; HAKANEN; MONICA, 2012).

A K. pneumoniae consiste em um bacilo Gram-negativo, membro da
familia Enterobacteriaceae, capaz de fermentar lactose e realizar anaerobiose
facultativa. Quando em contato com um meio seletivo para bactérias Gram-
negativas, MacConkey, a K. pneumoniae adquire uma coloracdo rosa
proveniente da fermentacao de lactose presente, sendo facilmente reconhecida
por macroscopia (BAGLEYT; SEIDLER, 1978; KONEMAN; ELMER; ALLEN,
2008).

Por ser facilmente encontrada em locais como solo, planta, 4gua e
esgoto, a colonizagdo da K. pneumoniae em seres humanos provavelmente
ocorre por contato com as diversas fontes ambientais, porém quando presente
no organismo de pessoas imunocomprometidas o microrganismo encontra um
ambiente propicio para seu crescimento, levando o hospedeiro a quadros de
infeccdes mais avancados (MARTINEZ et al., 2004; PESSOA-SILVA et al.,
2003). A ocorréncia de infeccbes por K. pneumoniae torna esse patdégeno um
dos microrganismos mais isolados em infeccdes no ambiente hospitalar e na
comunidade, sendo estas infec¢ches frequentemente relacionadas ao trato

urinario, respiratorio, biliar e feridas cirurgicas (NORBERG et al., 2017).
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Devido a patogénese da K. pneumoniae, casos de pneumonias
ocasionados por esse microrganismo tém sido frequentemente relatados. Uma
vez dentro dos pulmdes, esse patdgeno inicia sua multiplicacdo celular nos
espacos alveolares consolidando o parénquima pulmonar e aumentando o
acumulo de exsudato, dominando assim o0 espac¢o por macréfagos e fluidos de
edema. Tal acumulo faz com que as paredes pulmonares se comprimam e
sofram necrose (FREEMAN et al., 2014; LOPES; MAGALHAES; PEREIRA,
2016; NORBERG et al., 2017).

O boletim mais recente emitido pela ANVISA, sobre avaliagdo das IRAS
e da resisténcia antimicrobiana, evidenciou que a K. pneumoniae é o
microrganismo mais notificado em instalacbes hospitalares de UTI adulto,
pediatrica e neonatal (ANVISA, 2017). O principal mecanismo de resisténcia da
K. pneumoniae envolve a sua capacidade de produzir enzimas que hidrolisam
0s antimicrobianos, como os B-lactamicos e os carbapenémicos de amplo
espectro. Por apresentar um importante mecanismo de resisténcia, pesquisas
sobre expresséao e tratamento de infeccbes por Klebsiella spp., principalmente
K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC+), sdo relevantes a fim de
limitar sua disseminac@o e auxiliar na redugdo dos indices de morbidade e
mortalidade ligados a diferentes doencas infecciosas (DIENSTMANN, 2010).

Estudos em uma unidade de terapia intensiva no Sudoeste do Parana,
entre 0s anos de 2012 e 2014, relataram a presenca de isolados de K.
pneumoniae produtoras de p-lactamases de espectro extendido (ESBL) e
KPC+, assim como um agravamento nas infec¢cdes por essas cepas em 2014.
Dentre sete pacientes avaliados com infeccbes por K. pneumoniae em 2012,
42,8% apresentaram um perfil bacteriano produtor de ESBL e 14,2% de KPC+,
enquanto em 2014 o numero de casos registrados por essas cepas subiram
para 18, sendo que apenas 22,2% dos isolados ndo apresentavam nenhum
mecanismo de resisténcia (SILVA; VELASQUEZ, 2017).

Um levantamento realizado pelo Ministério da Saude em 2010
apresentou 187 notificacdes de infecgédo por cepas KPC+, sendo registrado 18
Obitos. Ja em Sé&o Paulo, desde 2008, séo registrados mais de 70 casos por
ano (DIENSTMANN, 2010). Dados da Anvisa, em 2015, apontam que K.

pneumoniae KPC+ foi o microrganismo mais isolado e notificado nas UTIs
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brasileiras (BRASIL, 2017). Desta forma, as infeccbes causadas por K.
pneumoniae multirresistentes representam um sério problema de saude publica
e um grande desafio terapéutico (KEYNAN; RUBINSTEIN, 2007).

Porém os microrganismos Gram-positivos também representam uma
grande parcela das infec¢gbes, bem como na resisténcia aos antimicrobianos. O
S. aureus, bactéria Gram-positiva, foi um dos primeiros microrganismos
bacterianos a serem controlados por meio da descoberta e uso dos
antibiéticos. Porém devido a pressdo seletiva exercida pelo uso frequente do
farmaco, o S. aureus foi uma das primeiras cepas a apresentar resisténcia aos
antimicrobianos, ganhando assim uma maior importancia e frequéncia em
infeccbes comunitarias e hospitalares. Entre as cepas bacterianas Gram-
positivas resistentes, o S. aureus resistente a meticilina (MRSA) tornou-se um
dos patdégenos mais notificado atualmente (BARRIERE, 2015).

O S. aureus consiste em um microrganismo extracelular pertencente as
bactérias Gram-positivas de coagulase positiva, com uma conformacao de
cocos. Além de ser facilmente encontrado na pele e nas fossas nasais de
individuos saudaveis, 0 S. aureus € um importante patdégeno humano
responsavel por um amplo espectro de doencas com gravidade variavel, em
instalacdes hospitalares e nas comunidades. Esse patdgeno se instala,
principalmente, em pessoas debilitadas por doencas crbnicas ou lesdes
traumaticas desencadeando quadros como pneumonia, endocardite, flebite,
mastite, infeccdo nas vavulas cardiacas e proteses (CASSETTARI;
STRABELLI; MEDEIROS, 2005). Apesar de estar comumente associado as
infeccbes dérmicas e as demais citadas anteriormente, o S. aureus tem a
capacidade de invadir tecidos ou mucosas comprometidas e infectar qualquer
tecido do organismo, avancando para quadros de infeccbes em niveis
sistémicos invasivos podendo, provavelmente, ocasionar a morte do
hospedeiro (BLANCHARD; QUACH; AUTMIZGUINE, 2015).

O uso inapropriado de antimicrobianos pela comunidade médica e pela
populacdo tem contribuido para o aumento de cepas resistentes desse
microrganismo a diversos antibiéticos. Inicialmente os antimicrobianos [-
lactamicos eram os principais tratamentos para infeccbes por esse patdégeno,

porém ao longo dos anos foram identificados mecanismos de resisténcia deste
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microrganismo frente aos farmacos da respectiva classe (REMONATTO, 2007).
Nos ultimos anos, o aparecimento de surtos comunitarios de cepas S. aureus
resistentes a meticilina e a vancomicina, MRSA e VRSA respectivamente, tem
preocupado toda a area da saude (MENDES, 2010).

Em alguns paises, quadros de infec¢cdes nosocomiais por MRSA tém se
tornado endémicos. Um estudo realizado, com embasamento nos dados do
Center of Diseases Control and Prevention (CDC), mostram que 63% das
infeccbes por Staphylococcus spp. nos Estados Unidos sdo de cepas MRSA
(MEJIA, et al., 2010). Um levante realizado em 11 paises na America-Latina,
entre eles o Brasil, apontou que dentre os isolados de S. aureus notificados
48,3% eram cepas de MRSA (ROSSI et al., 2008). Isolados clinicos de S.
aureus no Brasil tém-se tornado cada vez mais frequentes, sendo 26,6 a 80%
correspondente as linhagens de MRSA (ANVISA, 2013; MACIEL; CANDIDO,
2013).

Um estudo feito com criangcas no hospital universitario em Salvador —
BA, durante um periodo de 20 anos entre 1994 e 2005, mostrou que dentre os
90 casos obtidos com infeccdo por S. aureus, 37,8% estava relacionado as
infecgdes superficiais (pele e tecido mole) enquanto 62,2% era referente a uma
infeccdo mais profunda ou invasiva. Relacionado aos quadros clinicos
invasivos, 26,8% estava acometido a pneumonia, 5,4% pela sepse e 3,6% por
endocardite (GOMES; TAVARES, 2012).

Em Brasilia, um estudo envolvendo 4375 pacientes em um hospital de
ensino, evidenciou que dos 147 pacientes pds-cirurgicos como gastroplastia,
herniorrafia, exérese de tumor, entre outros, apresentaram infeccbes em seus
sitios cirdrgicos, prevalecendo as infeccdes por S. aureus (40%), seguido por
K. pneumoniae (8,3%), E. coli (7,2%), Proteus vulgaris (7,2%), Enterococcus
faecalis (5,9%) e P. mirabilis (4,8%) (BATISTA; RODRIGUES, 2012).

Outro estudo entre 2005 e 2010 em Manaus, Brasil, relatou um aumento
de infec¢des por cepas de MRSA de 47,3 para 96,6%. Nesse mesmo estudo
envolvendo 113 pacientes, sendo 92% hospitalizados e 8% tratados em
ambulatorios, mostrou que 65,5% dos casos clinicos relacionados a S. aureus
envolvia infec¢des por pele ou utilizava o mesmo tecido como porta de entrada

para infeccbes profundas, cujo dos 19 Obitos relatados todos eram
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provenientes de pacientes ja internados e de uma infeccdo por MRSA
(CARVALHO, 2016).

O recente boletim da ANVISA sobre a avaliagdo das IRAS, mencionado
anteriormente acerca dos casos de K. pneumoniae, coloca as notificacdes
sobre S. aureus como o0 segundo microrganismo mais isolado em UTIs
(neonatal, pediatrica e adulta) no Brasil, colocando esse patdgeno em destaque

dentre os demais microrganismos (ANVISA, 2017).

1.2. Uso combinado de antimicrobianos como alternativa terapéutica a

infeccBes bacterianas multiressistentes

Segundo relatério da OMS, a K. pneumoniae e o S. aureus foram
classificados como 0s agentes resistentes frequentemente causadores dos
principais tipos de infeccbes nosocomiais (WHO, 2018). A resisténcia adquirida
e inerente das cepas mencionadas acima, frente a maioria das classes de
antimicrobianos desenvolvidos, tem implicado nos usuais tratamentos
terapéuticos. Tendo em vista que a resisténcia bacteriana pode vir a se tornar
inevitavel, a partir do uso regular do medicamento, a industria farmacéutica
passou a considerar que o desenvolvimento de antimicrobianos, para
antibioticoterapia, ndo consiste em um investimento sensato no atual momento
(GOLKAR; BAGASRA; PACE, 2014).

Alguns fatores contribuiram para a perda de interesse das industrias
farmacéuticas pela descoberta de novas drogas, entre eles os altos custos para
ensaios clinicos e o longo periodo para conclusdo de testes pré-clinicos e
clinicos (MARTENS; DEMAIN, 2017). Devido essas dificuldades econémicas,
dispendiosas, e 0s obstaculos regulatérios, o desenvolvimento de novos
compostos antimicrobianos tiveram uma queda drastica entre as décadas de
80 e 2010 cujo 15 das 18 maiores entidades farmacéuticas afastaram-se da
area de antibidticos e reduziram o niumero das equipes de pesquisa (Figura 4)
(BARTLETT; GILBERT; SPELLBERG, 2013; PIDDOCK, 2012; VENTOLA,
2015).
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Figura 6. Nimero de farmacos antibacterianos aprovadas entre 1980 e 2014, durante

periodo de 4 anos. Adaptado de Ventola, 2015.
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Outro grande empecilho durante o0 desenvolvimento de novos
medicamentos antibacterianos tém sido os obstaculos regulatorios.
Destacando-se entre eles a falta de clareza, burocracia, mudanca nas regras
regulatorias e a diferenca das premissas dos estudos clinicos dos paises entre
si. Como exemplo, protétipos de futuros antibioticos devem ser elaborados de
forma que demonstrem uma superioridade aos medicamentos existentes no
mercado, a corroboracdo de tal efetividade deve ser realizada com uma
margem estatistica variavel baseada em uma grande amostra populacional,
gerando assim custos elevados durante o desenvolvimento da pesquisa
(PIDDOCK, 2012; WRIGHT, 2014).

As substancias antibacterianas aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA) se tornam reflexo das modificagdes realizadas pela
agéncia nos padrdes de estudos clinicos, durante as duas Ultimas décadas,
transformando a experimentacdo terapéutica clinica desafiadora. Em 2017
apenas 3 medicamentos antibacterianos foram aprovados dentre as 46 novas
moléculas propostas, sendo eles a delafloxacina (fluoroquinolona), vabomere
(associacdo entre meropenem e vaborbactam) e ozenoxacina (quinolona)
(ANDREI et al., 2018; BASSETTI et al., 2017; FDA, 2017; MUNSON et al.,
2017).
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Durante o inicio do ano de 2018 nenhum farmaco antibacteriano foi
aprovado (ANDREI et al., 2018). Estima-se que o tempo meédio gasto na
descoberta de um novo medicamento, entre 11.000 compostos propostos,
pode ser de aproximadamente 11,5 anos (ANDREI et al.,, 2018; FDA, 2018;
WALSH; WENCEWICZ, 2014).

Apesar da presente falta de encorajamento no desenvolvimento de
novos farmacos antimicrobianos, pelas grandes industrias, os antibioticos
continuam a proporcionar beneficios para a populagdo no tratamento e
eliminacdo de algumas cepas bacterianas em quadros infecciosos,
principalmente, em pacientes de quimioterapias, diabetes, ou que sofreram
cirurgias complexas, como transplantes de érgdos (CDC, 2013; GOULD; BAL,
2013; ROSSOLINI et al., 2014)o. Nos paises em desenvolvimento, onde o
saneamento continua sendo precario, os antibiéticos continuam a auxiliar na
reducdo da morbidade e da mortalidade causadas por infec¢des, além de
serem considerados 0s principais responsaveis pelo aumento continuo na
expectativa de vida.

Muitas empresas farmacéuticas tém se afastado da é&rea de
desenolvimento de novos compostos para retomarem o uso de antibiéticos que
foram abandonados ao longo do tempo (HOLMAN et al, 2018;
THEURETZBACHER, 2012). Contudo, uma das alternativas mais
fundamentaveis inclui o estudo de combinacdes entre farmacos na tentativa de
alcancar resultados de efeitos sinérgicos e significativos frente aos quadros de
infeccoes.

A palavra sinergismo pode ser definida como uma resposta
farmacoldgica obtida a partir da associacdo de dois ou mais medicamentos,
cujo resultado mostra-se maior do que a soma dos efeitos isolados de cada um
deles. Uma vez que cada farmaco podera apresentar um mecanismo diferente
sobre um microrganismo, essa metodologia vem sendo abordada com énfase
na elaboracdo de ferramentas antibacterianas permitindo aumentar a acéo
bactericida (GOODMAN, 1996; LANGEVELD et al.,, 2014). Os beneficios
associados ao uso combinatdrio de agentes antimicrobianos consistem na
reducdo das doses administradas, bem como a reducao dos efeitos tdxicos de

cada um dos farmacos, diminuicdo dos gastos com medicamentos e atenuacgao
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na probabilidade dos microrganismos desenvolverem resisténcia (ALMAAYTAH
et al., 2018; CONGREVE; MARSHALL, 2010; O'BRIEN; RESTREPO; MARTIN-
LOECHES, 2015).

O sinergismo pode ser avaliado in vitro por diferentes técnicas como
time-kill, checkerboard e E-test (KROGSTAD, 1986; LANGEVELD et al., 2014,
TAN et al., 2011). O checkerboard e o time-kill sdo metodologias desenvolvidas
para quantificar o efeito das combinacfes de agentes antimicrobianos ante o
crescimento bacteriano in vitro (JACKSON; AGBOKE; NWOKE, 2009). O
método de checkerboard avalia o efeito da substancia-teste em combinacéo
com um antimicrobiano em diferentes concentracées. A metodologia de
checkerboard pode ser decorrente da microdiluicdo em caldo semelhante ao
utilizado para a determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM) padréao
(MITCHELL et al., 2012; PILLAI; MOELLERING; ELIOPOULOQOS, 2005).

Apos aplicacdo do método, as interacdes séo calculadas a partir de uma
equacdo e entdo definidas como sinérgicas, indiferentes ou antagonistas. As
concentracdes inibitorias fracionais (CIF), obtidas por meio da associacao,
devem ser comparadas com os valores de CIM da substéncia-teste e do
antimicrobiano, isoladamente, na tentativa de avaliar se determinada
combinacdo pode ser vidvel ou ndo para uso terapéutico (BARRY, 1999;
PILLAI; MOELLERING; ELIOPOULOS, 2005). Uma das vantagens dessa
metodologia se da pela possibilidade de testar diversas concentracdes frente
ao mesmo microrganismo ou célula utilizando volumes baixos (VASUDEVAN,;
SWAMY; KAUR, 2018).

O termo checkerboard descreve a forma que os antimicrobianos séo
dispostos na placa, como um tabuleiro de xadrez. No eixo das abscissas,
horizontal, cada poco contém uma concentracdo diferente, da amostra de
interesse diluida, deforma decrescente da direita para esquerda. Enquanto na
vertical, ordenadas, o segundo composto tem suas diluicdes adicionadas na
microplaca em concentracdes decrescentes de cima para baixo. Tendo assim
em cada poc¢o uma concentracao diferente das duas amostras de interesse em
um mesmo volume (Figura 5) (DOERN, 2014; LORIAN, 2005).
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Figura 7. Microplaca de 96 pocos pela metodologia de checkerboard. Os pocos nos tons
de azul, representam a diluicdo seriada da amostra 1 no eixo das abcissas (da direita para
esquerda). Em vermelho, a diluicdo seriada da amostra 2 no eixo das ordenadas (de cima para
baixo). Os pocos de cor violeta correspondem a combinag&o das duas amostras em diferentes
concentracdes. Os pocos em branco sdo destinados aos controles negativos, positivos e
brancos.
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A estratégia da combinacdo de compostos e moléculas vem sendo
amplamente estudada ndo apenas na associacdo par-a-par entre farmacos
convencionais. Um estudo de Belio e colaboradores (2018) demonstraram
progresso durante avaliacdo de permeabilidade da membrana bacteriana
externa de E. coli, assim como a potencializacdo dos antibiéticos contra cepa
de K. pneumoniae multirresistente, por meio da associacao de antibiéticos com
nanoparticulas metalicas de 6xido de cério (CeO,NPs) (BELLIO et al., 2018).
Uma atividade sinérgica promissora, frente cepas Gram-positivas e Gram-
negativas, foi observada na associacao de peptideos derivados de veneno com
antimicrobianos convencionais, partindo do mesmo principio da combinacgéo de
antimicrobianos com outros compostos (ALMAAYTAH et al., 2018).
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Estudos como de Bush et al. (2011), Ejim (2011), Langeveld et al.
(2014) e Mazumdar (2009) demonstram que a associacdo de antibioticos
juntamente com compostos nao antimicrobianos, como anti-inflamatorios,
antipsicoéticos, bioativos da natureza e O6leos essenciais, sdo capazes de
aumentarem e melhorarem a eficiéncia desses farmacos na pratica clinica por
meio da terapia combinatéria, uma vez obtido sua atividade sinérgica
confirmada in vitro. Estudo sobre biofilmes apresentaram uma atividade
sinérgica significante com a associacdo de fagos com farmacos como
ceftazidima e ciprofloxacina contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa
(CHAUDHRY et al., 2017).

Em contraste, em 1992, o sinergismo in vivo era ainda um termo
indefinido e geralmente evitado na literatura sendo preferivel referir-se a esse
conceito como uma “maior atividade antibacteriana da combinacdo in vivo”
gquando comparada com a de qualquer agente isolado (FANTIN; CARBON,
1992). Devido a auséncia de uma recomendacdo da dosagem ideal,
principalmente na associa¢do de farmacos, proveniente da relacéo in vitro-in
vivo, geralmente as metodologias adotadas sdo de extrapolacdo das
concentracfes obtidas in vitro. Na préatica, a maioria das investigacdes para
avaliacdo da eficacia do uso in vivo proveniente de combinacdes de
compostos, se da pela verificacdo e comparacao dos resutados obtidos in vitro
(FANTIN; CARBON, 1992).

As terapias de combinacfes antimicrobianas, além de melhorarem a
efetividade, proporcionam uma terapia de amplo espectro e previnem o
aparecimento de microrganismos resistentes (DRAGO et al., 2007). Casos na
clinica sdo relatados como bem-sucedidos proveniente da associacdo de
farmacos. Um estudo recente sobre uma crianca prematura com um quadro de
bacteremia foi registrado no Canada. Ap6s o nascimento, a crianca recebeu
tratamento com ampicilina e tobramicina resultando em uma hemocultura
negativa, porém apos 48h quadros de hemorragia pulmonar, anemia,
trombocitopenia, e hemorragia intraventricular foram desencadeados por E.
faecalis, resistente a aminoglicosideos em alta concentracdo. Mesmo com o

uso de outros medicamentos associados, como vancomicina e ampicilina, a
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bacteremia sé foi contidida quando doses de dois B-lactamicos (cefotaxima e

ampicilina) foram administradas em combinacao (TAM et al., 2018).

1.3. Antibidticos utilizados no presente estudo

1.3.1. Penicilina G

A penicilina foi descoberta em 1928, quando Alexander Fleming
observou que suas culturas bacterianas haviam sido contaminadas pelo fungo
Penicilium notatum, atualmente conhecido por P. chrysogenum, e que o
mesmo possuia particularidades bactericidas (FLEMING, 1929). Em 1942,
apos comprovacao da eficiéncia do antibidtico in vivo, a penicilina foi o primeiro
antibiotico efetivo contra infec¢des bacterianas sendo produzida e utilizada em
larga escala até os dias atuais (GAYNES, 2017; JW, 1996; MILLER, 2002a).

Apesar de possuir um anel tiazolidinico em sua composicdo, as
penicilinas fazem parte do grupo de antimicrobianos denominados como f3-
lactamicos devido a presenca de um anel B-lactdmico no nucleo de sua
estrutura, cujo anel Ihe confere sua caracteristica de atividade bactericida.
Apesar de possuirem uma estrutura chave para sua atividade, anel B-
lactamico, as penicilinas apresentam atualmente variagdes estruturais, sendo
essas variacbes proporcionadas pelas alteracbes em suas cadeias laterais
(BUSH et al.,, 2007). Tais modificacdes estruturais das penicilinas podem
alterar e modular suas propriedades frente a uma caracteristica especifica
auxiliando na sua atividade, como por exemplo adquirir estabilidade em pH
acido, aspecto fundamental e necessario para um farmaco administrado por via
oral; apresentar estabilidade frente as B-lactamases, enzimas bacterianas
relacionadas aos mecanismos de resisténcia capazes de hidrolisar
antimicrobianos; e conferir ao farmaco um espectro de acédo frente a
determinada cepa de microrganismo (GUIMARAES et al., 2010).

Por ser uma classe que abrage muitos compostos de mesma estrutura
basica, variando apenas sua cadeia R, as penicilinas podem ser divididas em
naturais e semi-sintéticas. As penicilinas naturais atualmente sdo constituidas

por duas moléculas, a benzilpenicilina (penicilina G) e a fenoximetilpenicilina
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(penicilina V) (LOBANOVSKA; PILLA, 2017). Dentre as penicilinas naturais, a
benzilpenicilina (penicilina G) tem sido a mais utilizada na clinica ao logo dos
anos, uma vez que a adesao da penicilina V tem se distanciado do uso clinico
devido sua absorcdo imprevisivel e seu regime posolégico (quatro vezes ao
dia) (Figura 6) (BARKER; GERMOVSEK; SHARLAND, 2017).

Figura 8. Estrutura da penicilina G. (A) Estrutura quimica bidimensional da penicilina G;
(B) Estrutura tridimensional da peniciina G. As cores azul, vermelho e amarelo
correspondem aos atomos de Nitrogénio, Oxigénio e Enxofre, respectivamente. Adaptado do
site PubChemCompound.

(A) (8)

A penicilina G (PNG) apresenta uma baixa solubilidade e lenta liberacao
no organismo, essa absorcao vagarosa implica diretamente em niveis séricos
baixos, porém permite que o farmaco seja disponibilizado por um tempo mais
prolongado que as demais penicilinas nas vias parenterais (MANTESE, 1999).
Apds uma aplicacdo intramuscular de 120000 Ul, a penicilina G apresenta uma
meia-vida de aproximadamente 336 horas no organismo, mantendo niveis
séricos = 0,02 pg.mL™ durante os proximos 28 dias. Devido ao fato da PNG ser
facilmente hidrolisada em pH acido, como suco géstrico, sua administracdo
deve ser realizada por via endovenosa ou por via intramuscular (MORAES,
2012; SAUDE, 2015).

A PNG apresenta um mecanismo de acao bactericida que age inibindo a

sintese da parede celular. As bactérias produzem e remodelam sua parede
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celular constantemente, o processo para formagao dessa parede depende de
uma enzima denominada transpeptidase sendo ela responsavel pela
constituicdo dos peptideoglicanos, esses peptideos ligam-se entre si e
estebelecem a forma e a rigidez da parede celular bacteriana (KAPOOR;
SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). A acao bactericida da PNG ocorre devido a
inibicdo das PBPs, essas proteinas desenvolvem uma funcédo similar as
enzimas transpeptidases na biossintese dos peptidoglicanos (SILVEIRA et al.,
2006). Tendo as PBPs inibidas, o microrganismo se torna incapaz de formar
sua parede celular e um desequilibrio simultaneo entre a producdo e a
degradacdo dessa parede se desenvolve causando um extravasamento
citoplasmatico e uma morte celular rapida.

A benzilpenicilina possui um espectro efetivo contra Gram-positivos nao
produtores de B-lactamases, incluindo S. aureus, S. viridians, S. pneumoniae,
estreptococos anaerébios e algumas cepas de Enterococcus spp. (MILLER,
2002). O espectro da PNG tende a se estender contra alguns microrganismos

Gram-negativos quando associada a outros farmacos.

1.3.2. Cefotaxima

A cefotaxima consiste em um antimicrobiano derivado de um composto
produzido pelo fungo Cephalosporum acremonium, recentemente renomeado
para Acremonium chrysogenum, pertencente a classe das cefalosporinas. As
cefalosporinas, por sua vez, sdo substancias semissintéticas cuja toxicidade e
mecanismo de acdo sdo similares aos B-lactamicos, porém essas moléculas
apresentam uma maior resisténcia frente as enzimas B-lactamases do que as
penicilinas naturais (RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015).

A busca por melhorias na atividade dos antimicrobianos assim como sua
resisténcia frente as B-lactamases resultou no desenvolvimento de varias
cefalosporinas, sendo estas entdo agrupadas em geracdes como
cefalosporinas de 1a, 2a, 3a, 4a e 5a geracao (HARRIS, 2015). Por sua vez, a
cefotaxima (CFT) integra o grupo de cefalosporinas da terceira geragéo que
apresenta um mecanismo de a¢do similar as penicilinas por ser constiuido,

também, de um anel B-lactamico (Figura 7).
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Figura 9. Estrutura da cefotaxima. (A) Estrutura quimica bidimensional da cefotaxima; (B)
Estrutura tridimensional da cefotaxima. As cores azul, vermelho e amarelo correspondem aos
atomos de Nitrogénio, Oxigénio e Enxofre, respectivamente. Adaptado do site
PubChemCompound.
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Ao interagir com os peptideoglicanos presentes na parede celular dos
microrganismos, esse anel causa a inibicdo das enzimas de transpeptidases
impedindo a formacdo da parede, porém cada farmaco dessa classe pode
mostrar uma afinidade flexivel por diferentes PBPs (FREITAS et al., 2014).
Sendo a resisténcia bacteriana aos B-lactamicos extensivamente atribuida a
producdo das B-lactamases, a cefotaxima encontra-se como o composto que
ndo apresenta um perfil susceptivel a essas enzimas (LEFROCK; PRINCE;
RICHARD, 1982; RICHMOND; SYKES, 1973).

A cefotaxima foi desenvolvida em 1976 e introduzida no mercado no final
de 1980 sendo uma das primeiras cefalosporinas de terceira geracdo. Este
composto foi o primeiro de sua classe, a se tornar disponivel nos Estados
Unidos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000). Segundo a lista de
medicamentos essenciais da OMS, a cefotaxima est4 entre os medicamentos
mais importantes e necessarios em um sistema basico de salude neonatal
(WHO, 2015), por apresentar uma maior resisténcia as B-lactamases e menos
efeitos adversos dentre as demais cefalosporinas. A concentracdo de CFT
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usualmente administrada, em adultos e criancas, em quadros de infeccoes
conhecidas pode variar entre 1 a 2g a cada 12h. Porém quando ndo ha
conhecimento do quadro infeccioso e ha implacacbes, como risco de vida,
essas doses podem chegar até 12g a cada 6 - 8 horas (JUNIOR, 2015).

Assim como outras cefalosporinas de terceira geracao, a CFT possui um
largo espectro de atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Comumente a cefotaxima tem sido comparada a ceftriaxona, uma
cefalosporina de terceira geragéo, nos critérios de seguranca e eficacia durante
tratamentos neonatais, meningite bacteriana, infeccées no trato respiratorio,
pele e infeccbes da corrente sanguinea (PACIFICI; MARCHINI, 2017;
ROBERTSON et al., 2002).

1.3.3. Cloranfenicol

O cloranfenicol (CAP) foi descoberto e isolado a partir do microrganismo
de solo Streptomyces venezuelae em 1947 por Ehrlich e colaboradores
(WARNER, 1950). Apos elucidagdo da sua estrutura em 1949, na década de
1950, o cloranfenicol comecgou a ser produzido em escala industrial seguido
pela sua ampla utilizacdo na saude em ambientes hospitalares, sendo o
primeiro antibidtico sintético utilizado na clinica (KASTEN, 1999). Este
antimicrobiano pertencia anteriormente a classe dos macrolideos, os quais
apresentam um anel macrociclico que se ligam em um ou mais agucares
(Figura 8).

Figura 10. Estrutura do cloranfenicol. (A) Estrutura quimica bidimensional do cloranfenicol;
(B) Estrutura tridimensional do cloranfenicol. As cores azul, vermelho e verde correspondem

aos &tomos de Nitrogénio, Oxigénio e Cloro, respectivamente. Adaptado do site
PubChemCompound.
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Apoés anos de estudos, por ndo possuir 0 mesmo mecanismo de acgao
que os macrolideos, o cloranfenicol passou a ser classificado posteriormente
no grupo dos anfenicdis que compdem uma classe de antimicrobianos
bacteriostaticos responsaveis por inibir a sintese dos polipeptideos bacterianos
(BAPTISTA, 2013; KASTEN, 1999; TENSON; LOVMAR; EHRENBERG, 2003).

O CAP consiste em um composto lipossoluvel capaz de penetrar fluidos
como liquido peritoneal, sinovial e pleural. Atualmente existem diversas
disposicfes para o uso desse farmaco na forma tdpica, oral (palmitato de
cloranfenicol) e intravenosa, podendo assim atingir uma concentracdo no
parénquima cerebral de até 9 vezes mais que no plasma (ANVISA, 2007). Sua
posologia deve ser, usualmente, por via endovenosa nas concentracoes de 75
a 100 mg.Kg™ por dia a cada 6 horas, sendo utilizado principalmente em
individuos alérgicos aos pB-lactamicos (ANVISA, 2007).

Além de apresentar uma caracteristica lipofilica, o CAP possui uma
atividade antimicrobiana bacteriostatica agindo sobre os ribossomos
microbianos, inibindo ou alterando, o processo da traducdo dos acidos
nucléicos em proteinas. A passagem do cloranfenicol pela membrana do
microrganismo ocorre por difusdo da membrana celular e, posteriormente, o
mesmo se liga de forma reversivel na subunidade 50S dos ribossomos de
células procariontes. Essa ligacao ribossomal do farmaco impede a fixacdo do
MRNA na subunidade bacteriana, causando um bloqueio das ligacdes
peptidicas entre as extremidades do grupo carboxila e grupo amina dos
aminoacidos, inibindo a formacdo de proteinas (SCHIFANO et al., 2013). As
diferencas estruturais entre o0s ribossomos das células eucaridticas e
procarioticas, em termos de subunidades como o complexo de iniciagcdo da
sintese, permitem que os antimicrobianos tenham uma atividade mais seletiva
contra as bactérias (OLIVIER, 2014).
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Proveniente dessa caracteristica funcional, o CAP possui um amplo
espectro de atividade contra Gram-positivas, Gram-negativas, Rickettsias, e
micoplasmas, apresentando uma boa atividade em tratamentos de infeccdes
oculares como blefarite e conjuntivite (KASTEN, 1999; MARTINS et al., 2006;
YUNIS, 1988). Porém possui usual utilidade em casos de infeccdes por
Haemophilus influenzae, principalmente do tipo B, meningites, septicemia e
febre tifoide. A crescente disponibilidade de novos antimicrobianos efetivos
diminuiu consideravelmente as indicacdes clinicas para o CAP, principalmente
pelos efeitos adversos apresentados por esse antimicrobiano.

Os efeitos comumente associados ao CAP incluem a anemia aplastica e
a sindrome do bebé cinzento. A anemia aplastica, efeito adverso raro, ocorre
devido a diminuicdo dos glébulos vermelhos por toxicidade na medula Gssea,
porém pacientes que fazem uso desse farmaco devem manter uma rotina de
exames hematoldgicos, onde o mesmo deve ser suspendido ao apresentar
qualquer atividade fora do padrdo (HAMMETT-STABLER; JOHNS, 1998).

O fendmeno da sindrome denominada “bebé cinza” pode ser observado
em recém-nascidos provenientes de uma administracio de CAP por via
intravenosa em gestantes. A “coloragdo cinza”, adquirida pelos recém-
nascidos, ocorre pelos mesmos ndo possuirem ainda enzimas hepaticas
completamente funcionais, mantendo dessa forma, o CAP ndo metabolizado no
organismo (CUMMINGS, 2017). Por este motivo, atualmente, o uso do CAP
tem sido indicado como ultima opc¢éao terapéutica, como por exemplo em casos

de resisténcia.

1.3.4. Estreptomicina

Os aminoglicosideos, assim como as penicilinas, sdo uma das classes
mais antigas de antimicrobianos que compdem um conjunto de opc¢des
terapéuticas disponiveis desde a década de 1940, sendo estreptomicina a
primeira a ser introduzida no mercado (BAKER; SCHLOSSER; WHITE, 1949).
A molécula da estreptomicina (SMA) foi descoberta pelo bioquimico norte-
americano Selman Abraham Waksman em 1943, a partir da actinobactéria S.

griseus, tendo uma grande repercussdo na época por ser o primeiro agente
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especifico efetivo no tratamento da tuberculose (KINGSTON, 2004).
Posteriormente uma gama de antimicrobianos foi sendo descoberto e
sintetizado tendo a estrutura da SMA como base, alguns exemplos sdo as
tobramicinas, amicacinas e neomicinas (DURANTE-MANGONI et al., 2009;
EDSON; TERRELL, 1999; LORTHOLARY et al., 1995).

O nome aminoglicosideo se deve ao fato da molécula ser constituida por
dois ou mais aminoacucares unidos por ligacbes glicosidicas a hexose ou
aminociclitol em posicao central (Figura 9) (OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN,
2006).

Figura 11. Estrutura da estreptomicina. (A) Estrutura quimica bidimensional da
estreptomicina; (B) Estrutura tridimensional da estreptomicina. As cores azul e vermelho
correspondem aos &tomos de Nitrogénio e Oxigénio, respectivamente. Adaptado do site
PubChemCompound.

(A) H (8)
H 0
o, [
¥ o S aih
[ | ToH
\"'l\ .l 0 o
H 1 H.g ”\
0% __- H
‘A \\., b
H g
n-u\ 0 0
=N ! 0

Os aminoglicosideos, em seu geral, demonstram uma atividade
antimicrobiana frente microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos,
micobactérias e protozoarios (DURANTE-MANGONI et al., 2009). Na clinica,
as moléculas mais prescritas atualmente sdo gentamicina e tobramicina,
enquanto a estreptomicina vem sendo utilizada apenas no tratamento da
tuberculose, brucelose, tularemia e meningoencefalite como um recurso

terapéutico chave para infecgcbes mais graves (GRIFFITH, 2007). Devido sua
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natureza polar, os aminoglicosideos possuem baixa absorcéo gastrointestinal,
sendo que menos de 1% da dose pode ser absorvida apés administracédo oral
ou retal. Dessa forma, a principal via de administracdo adotada tem sido a
parenteral, especialmente pela SMA apresentar uma caracteristica lipofébica
gue permite que sua concentracdo em secrecdes e nos tecidos seja reduzida
(OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006).

Os antimicrobianos dessa classe, de cargas positivas, se ligam nas
estruturas carregadas negativamente da parede celular competindo e
deslocando moléculas de Ca®" e Mg?®*, formando “poros” na parede celular
alterando a permeabilidade da mesma (GOMES; TAVARES, 2012). A atividade
da SMA ocorre de forma bifasica, primeiramente o farmaco inicia uma interacéo
ibnica com a superficie da célula bacteriana seguida pela sua captacéo,
posteriormente o farmaco realiza uma ligacdo no ribossomo da bactéria.

A SMA se liga de forma irreversivel a subunidade ribossomal bacteriana
30s interferindo e induzindo uma leitura equivocada do codigo-molde do RNA
mensageiro, ocasionando assim a traducado errbnea seguida pela introducao de
aminoacidos incorretos na cadeia peptidica crescente, consequentemente,
originando uma proteina ndo funcional (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Um fator
importante para essa ligacéo ribossémica se da pelo mecanismo de transporte
dependente de energia e oxigénio, podendo ser inibido por anaerobiose e baixo
pH (EDSON; TERRELL, 1999).



43

2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana consiste em uma das principais causas de
mortalidade e aumento dos custos hospitalares em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento dificultando cada vez mais o tratamento por infeccdes
bacterianas. Cepas de S. aureus MRSA e K. pneumoniae KPC+ estéo
comumente relacionadas aos quadros infecciosos de dificil tratamento, apesar
da busca por novas moléculas para uso em tratamentos convencionais de
quadros clinicos acometidos por esses patdogenos. O numero de
antimicrobianos descobertos e lancados no mercado nos ultimos anos vem
sendo baixo, ndo acompanhando dessa forma o aumento da incidéncia de
infeccbes resistentes, tornando-se necessario o desenvolvimento de
estratégias alternativas. Considerando as poucas alternativas de tratamento
desses patdgenos, a associacdo de antimicrobianos pode ser uma alternativa
terapéutica para o combate e controle de microrganismos resistentes. A
associacdo de medicamentos em baixas concentracbes pode elevar a
efetividade dos compostos bem como reduzir possiveis efeitos adversos, uma
vez que 0s antimicrobianos convencionais ainda continuam se mostrando bons
candidatos para tratamentos alternativos, principalmente por ja possuir uma

aplicacéo clinica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a atividade

antibacteriana dos antimicrobianos (penicilina G, cloranfenicol, estreptomicina e

cefotaxima) livres e em associacao contra cepas bacterianas resistentes in vitro

e in vivo, e in vitro.

3.2 Objetivos especificos

v

Determinar a atividade antibacteriana in vitro dos antimicrobianos
frente isolados clinicos de K. pneumoniae e S. aureus pelo método de
microdiluicdo em caldo;

Determinar a eficiéncia da associagdo dos antimicrobianos com
atividade antibacteriana pelo ensaio checkerboard;

Determinar atividade hemolitica dos antimicrobianos associados;
Determinar a citotoxicidade dos antimicrobianos livres e das
associacoes frente células RAW 264.7 e células VERO;

Determinar a efetividade in vivo da associacdo de antimicrobianos em

modelo murino.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the activity of conventional antimicrobials (penicillin G,
cefotaxime, chloramphenicol and streptomycin), alone and associated, against
resistant bacterial pathogens of Staphylococcus aureus MRSA and Klebsiella

pneumoniae KPC +.

Methods: First, the minimum inhibitory concentrations of each antibiotic were
performed. After MIC the checkerboard methodology was established from a
fixed MIC value. The combined interactions of penicillin G, cefotaxime,
chloramphenicol, and streptomycin against these pathogens were observed.
Synergistic and additive activity was confirmed with the fractional inhibitory
concentration index values. After this, cell viability tests were performed to verify

possible cytotoxic and hemolytic effects from the combination of drugs.

Results: In the present study, the in vitro minimum inhibitory concentrations
against strains of K. pneumoniae and S. aureus were tested with penicillin G,
cefotaxime, chloramphenicol and streptomycin ranging from > 1436 uM to 7 uM.
The B-lactams in the study had a high MIC value, among other drugs, and they
evidenced the microorganisms has resistant profile against drugs.
Streptomycin, in turn, was the only one was the only one that pathogens were
sensitive (7 uM). The potent association between the drugs resulted in positive
synergistic effects, with penicilin G + streptomycin and cefotaxime +
streptomycin showing itself to be more effective in fighting S. aureus MRSA and
K. pneumoniae KPC, with a synergistic IFIC of 0.18. The combinations did not
present cytotoxic and/or hemolytic activity, and thus allowed the combined use

of antibiotics.

Conclusions: This study suggests that the antibacterial activity from a
combination of antimicrobials differs significantly from when they are tested
alone. Therefore, the use of these drugs as monotherapy against resistant
strains may result in their inactivity as well as the reduction in efficacy of the
antibiotic when used alone. A combination of drugs may be an alternative

therapeutic treatment for infections caused by multi-resistant pathogens.

Keywords: antibiotic resistance, synergy, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus aureus, aminoglycoside, B-lactams
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Introduction

The health system has entered a period of infection outbreaks unlike
anything that has been reported in more than three-quarters of a century. Since
they were discovered, antibiotics have played an important role in the fight
against infectious diseases, but the long-term uncontrolled and inappropriate
use of these drugs has led to the emergence of strains that are tolerant to many
of the drugs currently on the market. Antimicrobial resistance (AMR) occurs
when the pathogens responsible for the infection survive exposure to a drug
concentration that should be harmful to the microorganism and not to the host,
and thus prevent the effectiveness of the therapeutic treatment . AMR is a
natural process that has been observed since the launch of the first antibiotics.
However, due to the overuse of antimicrobials, the AMR rate continues to rise,
and it has become a global health problem, worsened by the scarcity of new

drugs to challenge these superbugs 2.

In the past, resistant infections were mainly associated with hospital
facilities, but in the last decade, resistant infections have also been detected in
communities. Approximately 200,000 people die each year from infections
caused by multi-resistant pathogens /. As an example, in India alone, 60,000
new-borns die each year from antimicrobial-resistant infections . In addition to
the impact of mortality and morbidity, superbugs cause heavy economic losses.
In developed countries like the USA, more than two million infections per year
are caused by antibiotic-resistant bacteria, costing the healthcare system $ 20
billion each year, which means that the impact of costs on underdeveloped

countries is even higher and more worrying .

The WHO has recently published a list of bacteria resistant to most
antibiotics, which should be a priority in research on the development of new
drugs. Among them are Klebsiella pneumoniae, resistant to carbapenems, and
Staphylococcus aureus, resistant to methicillin, classified as critical and high
priority, respectively . The most relevant criteria used in the choice of
pathogens include: lethality rate, treatment with long duration of hospitalization,

frequency of antimicrobial resistance, capacity for wide direct and indirect
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dispersion among people and animals, treatment options, and the development

of new drugs in the treatment of infections ..

One of the most worrying Gram-negative pathogens worldwide is K.
pneumoniae, which can express resistance to 95% antimicrobial in the
pharmaceutical market due to its ability to produce extended spectrum [3-
lactamase (ESBL) and carbapenemase (CPE) enzymes !\, Because it has a
high index of resistance to antimicrobials, this microorganism can cause
invasive infections and widespread dissemination, from extra-gastrointestinal
infections to septicemia ' In contrast, when it comes to Gram-positive
bacteria, the main concern is S. aureus, which is especially resistant to
methicillin (MRSA). This is the bacterium commonly associated with multi-
resistance to the most widely used antibiotics in clinical practice, making it
difficult to treat infections by this microorganism because the spectrum of
treatment is small, and limited to commercially available antimicrobials ™.
According to the WHO, it is estimated that patients with methicillin-resistant
infections are more likely to die in 64% of cases than patients with non-resistant

S. aureus infections 4.

The number of antibiotics discovered and released on the market in
recent years is low and has not kept up with the increase in the incidences of
resistant infections, making it necessary to develop alternative strategies. A
combination of antibiotics has now become an important approach for the
efficacy of antimicrobial drugs and in the attempt to overcome resistance.
Synergism is a pharmacological response to the positive interaction created by
two or more compounds which, when associated, exert a greater inhibitory
effect than the sum of their individual effects "?. The association of drugs can
be an alternative in the treatment of bacterial infections caused by K.
pneumoniae and S. aureus, increasing the effectiveness of antibiotics at low
concentrations, reducing the concentration of these drugs aims to boost
therapeutic efficiency by increasing the spectrum of action of antibiotics and
reducing side effects. This in turn improves the quality of life of the population
and allows conventional antibiotics to remain good candidates for the treatment

of infectious diseases ™°!,
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For the association of antibiotics, the drugs (penicilin G,
chloramphenicol, cefotaxime and streptomycin) were chosen based on their
clinical use and their activity spectrum. Class of penicillin and cephalosporins,
especially third generation, are the most commonly used antibiotics in hospitals
and medical prescriptions, and it is because of exaggerated use of these drugs
that they regularly lose their active potential due to acquired resistance in
microorganisms ™. In contrast, streptomycin and chloramphenicol do not have
such a recurrent presence in therapeutic treatments against infections as they
did in the past, but they still have a broad spectrum of activity at low
concentrations %, Besides being cost-effective antibiotics, their combination
with other agents has been successful in treating some infection cases 7.
The aim of this study was to evaluate the efficacy of the combination of
penicillin G (PNG), cefotaxime (CFT), chloramphenicol (CAP), and streptomycin
(SMA) in vitro against strains of multi-resistant Klebsiella pneumoniae and

Staphylococcus aureus.

Material and Methods:

Antibiotics

Antibiotics were obtained commercially. Penicillin G (PNG), cefotaxime
(CFT); chloramphenicol (CAP) was bought from Sigma Aldrich and
streptomycin (SMA) from Gibco, Thermo Fisher. All antimicrobials used had =
95% purity. CFT and PNG antibiotics were selected based on the current
therapeutic use, and CAP and SMA were chosen because of their broad
spectrum of activities as well as their possible reuse in clinical practice.

Microorganisms

The bacterial isolates used were obtained by the Central Public Health
Laboratory of the Federal District (LACEN-DF) with data of antibiogram

corroborating the resistant profile of each microorganism.
Determination of the minimum inhibitory concentrations (MIC)

The MICs of antibiotics against S. aureus and K. pneumoniae were
determined using the broth microdilution method in a 96-well microplate
according to the NCSLA guidelines 8. The sterile culture of Muller-Hinton broth
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(Himedia, India) was inoculated with a single colony of S. aureus or K.
pneumoniae from a culture of isolated LB solid medium and maintained on a
shaker at 220 rpm at 37 ° C for 12 h (overnight). After this, the overnight-
cultured S. aureus or K. pneumoniae were transferred to MH medium, and
cultured to exponential phase (ODsgs of ~0.6). The culture was adjusted to a
final amount of 1x10°> CFU.mL™. For the assays, the antibiotics were diluted in
several concentrations ranging from 512 to 1 pg.mL™ from stock dilution. Ten
microliters of each concentration of antibiotic solution were added to each
corresponding well of a 96-well plate (Becton & Dickinson, USA) and 90 uL of
bacteria (1x10°) in MH medium was added. Mili Q water was used as a
negative control. As a positive control, SMA was used in high concentration, 10
mg.mL™.The 96-well plates were incubated in the BioTek PowerWave HT
Microplate Spectrophotometer reader at 37 °C under constant stirring and
monitoring every 30 minutes at a wavelength of 595 nm. The MICs were
determined as the lowest tested concentration leading to complete inhibition

(100%), as compared to the negative control group ™.

Combination assays
Checkerboard

The Minimum inhibitory concentration (MIC) range of isolates antibiotics
was used to initial values for synergistic checkerboard methodology ?%. The
checkerboard assay was performed in an 8x8 well configuration and was done
in triplicate with 96 wells in three different plates. Negative control was
performed in wells not containing antibiotics (0 pg.mL™ from both drugs), just
water, and positive controls were performed in separate wells in the same plate
for each association with SMA in high concentration, 10 mg.mL™. The
combinations were tested for PNG + SMA, PNG + CFT, PNG + CAP, CFT +
CAP, CFT + SMA and CAP + SMA. The concentrations tested ranged from 0
ug.mL™ x MIC value to 2 x MIC value, and each respective antibiotic was tested
with the inoculum 1x10° CFU.mL™. The plates were incubated in the BioTek
PowerWave HT Microplate Spectrophotometer reader at 37 °C under constant

stirring and monitoring every 30 minutes at a wavelength of 595 nm.
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The index fractional inhibitory concentration (IFIC) was thereafter derived
from the least concentration of antibiotic combination allowing no growth of the
test bacteria on the plates in triplicate. Each drug was estimated for their FIC

value using the standard formula:

IFIC = ZFIC = FIC1 + FIC2

FIC1 (antibiotic 1) = MIC combined
MIC isolated

FIC2 (antibiotic 2) = MIC combined
MIC isolated

Synergy was defined as YFIC < 0.5, additivity was >FIC > 0.5 to 1,

indifference was YFIC >1 to 4, and antagonism was defined as YFIC > 4 12021,
Cell viability assays

Among associations between antimicrobials, the most effective
combinations against S. aureus and K. pneumoniae, PNG + SMA and CFT +
SMA, respectively, were submitted for cytotoxic tests with cell line RAW 264.7
and VERO cells. MTT assays were performed to determine if the associations
have cytotoxic activity in vitro %2, Cells from mouse (RAW 264.7 macrophage
cells) and monkey (VERO kidney cells) were used in 96-well microtiter plates at
a concentration of 1.0 x 10° cells per well, in DMEM medium, with different
concentrations of antibiotic combinations arranged like a checkerboard plate,
but cells were used instead of bacteria as inoculum. After 24 to 48 hours of
incubation, the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl\-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) assay was performed to quantify mitochondrial activity *®.. Thus, 155
puL of DMEM medium was removed from each well and 10 pyL of MTT (5 mg.mL"
1y was added without the presence of light due to its photosensitivity. The plates
were incubated for 4 hours, at 37° C in 5% of CO,. For dilution, the formazan
crystals were added to 100 uyL of DMSO (100%). The absorbance was
determined on a microplate reader (BioTek) at 575 nm. Cell viability was
expressed as a percentage compared to the control groups (Control negative
cells without treatment, positive control lysis solution composed of 10mM Tris-
HCI pH 7.4; 1 mM EDTA and 0.1% Triton X-100).

Hemolytic assay
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The hemolytic activity with the best associations was performed by using

24 Mice were housed and used

fresh mouse red blood cells (MRBCs)
according to guidelines established by the Ethics Committee on Animal Use of
the Catholic University of Brasilia (Brasilia / DF), registered under the protocol
number UCB DOC: 0004/2017, and all efforts were made to minimize animal
suffering. The absorbance was measured at 415 nm with a microplate reader
(BioTek). Triton X-100 (0.1%) and PBS were used as positive and negative
controls, respectively. Candidate associations PNG + SMA and CFT + SMA
were tested at their highest associated concentrations (64 pg.mL™ + 8 pg.mL™,
for both combinations) and at their two synergistic doses PNG (2 pg.mL™) +
SMA (0.5 pg.mL™); PNG (0.5 ug.mL™) + SMA (1 ug.mL™) and CFT (2 ug.mL™)
+ SMA (0.5 ug.mL™); CFT (2 ug .mL™) + SMA(L pg.mL™).

Statistical analysis

Data were presented as mean * SD for all samples. The data were
submitted to one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test.
Values of p < 0.05 were considered statistically significant. GraphPad Prism
software v5.0 (GraphPad Software, USA) was used for all statistical analyses.

Results
Antibacterial activity

The antimicrobial activity of CFT, PNG, CAP and SMA antibiotics was
determined by the microdilution method for 24 h (Table 2). CFT, PNG, CAP and
SMA showed MICs of 256, 32, 34 and 4 ug.mL™, respectively, against S.
aureus. In contrast, the MICs obtained against K. pneumoniae for CFT (32
ug.mL™), CAP (8 pg.mL™) and SMA (4 pug.mL™) were lower, with PNG being the
only non-active antibiotic against K. pneumoniae, growing at high

concentrations, > 512 pg.mL™.

After analyzing and determining MIC values for each antibiotic, a
synergistic test was performed by checkerboard methodology standards. This

method is based on the principle of combining drugs in different concentrations
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in a 96-well microplate by serially diluting the antibiotics under study from two
MICs with a given microorganism. The results of the checkerboard trial, the
associations between the antibiotics against the strains of S. aureus and K.
pneumoniae, together with the 2FIC values, were shown in Table 3. S. aureus
against the CFT + SMA combination demonstrated two synergistic
combinations, CFT (32 pg.mL™) + SMA (0.5 pg.mL™), reducing the MIC value
for both drugs eightfold, and CFT (8 pg.mL™) + SMA (1 pug.mL™) decreasing the
MIC 32-fold, and fourfold, respectively. The same behavior was observed in the
combination of PNG + SMA antimicrobials at concentrations of PNG (2 pug.mL™)
+ SMA (0.5 pg.mL™) and PNG (0.5 ug.mL™) + SMA (1 ug.mL™) with a reduction
in MIC of up to 16 and 64 times, respectively.

Although the CFT + SMA and CFT + PNG combinations have synergistic
activities, they are above the resistance breakpoint, according to the EUCAST
list °!. Thus, the most promising association against the S. aureus strain was
PNG + SMA, which also presented the lowest value of IFIC. In order to
determine activities between associations of compounds, whether synergistic or
antagonistic, it is necessary to know the MIC value of the compounds . It was
not possible to determine the activity of the associations of the other drugs with
PNG due to the absence of a fixed MIC of PNG against K. pneumoniae. When
combined, CFT and SMA demonstrated a synergistic combination with CFT of 2

ug.mL™ and streptomycin at 0.5 pg.mL™.
Cell viability

In order to determine whether antimicrobial associations have cytotoxic
activity in vitro, MTT assays were performed ??. The evaluation of these
associations did not present significant cytotoxic activity in any of the associated
concentrations when compared to the control for both cells.

According to the data obtained (Figure 1), there was no hemolytic activity
for any of the samples tested. These data demonstrate that the combined use
of these drugs shows no evidence of cytotoxicity related to hemolysis of human
blood cells and may be feasible for pharmacological use .
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Discussion

Given the context of antimicrobial resistance worldwide, it is necessary to
develop therapeutic alternatives to fight these constant bacterial battles.
Combinatory therapies have gained attention because of their multiple targeted
actions. Currently, the combination of antibiotics has become an important
approach in improving the effectiveness of antibacterial therapy and overcoming

resistance to an antibacterial agent %%,

This study was carried out to evaluate and establish the potential
combinations of conventional antimicrobials against pathogenic bacteria,
namely S. aureus and K. pneumoniae. The isolates tested were insusceptible to
three antimicrobial agents of the four described in the proposal. A high
frequency of resistance was found in the classes of B-lactam and
chloramphenicol against K. pneumoniae KPC+ and S. aureus MRSA isolates,
when tested alone. Other studies performed by HU et al. ™!, Harada et al.
and Zavascki et al. % found the same resistance profile for these antibiotics.
Data from EUCAST antibiograms confirm the information on the resistance
profile of the strains obtained in the current research, using the minimum
inhibitory concentration (MIC) values of PNG, CFT and CAP drugs presented in

the results of Table 1 281,

To evaluate possible synergistic or antagonistic activity among samples
of interest using checkerboard methodology, it is necessary to have their MIC
values, since it is from these values that the drugs under study are analyzed
and interpreted as synergistic, additive or antagonistic B34, The antimicrobial
activity of antibiotics against bacterial pathogens MRSA and KPC + was
confirmed in the present study, and mutual activity was observed between the
associations, resulting in synergistic effects. No antagonism was observed;
however, CAP showed additive results when associated with other
antimicrobials (PNG + CAP, CFT + SMA and CAP + SMA). When a
combination assumes an additive activity, it is assumed that the drugs have

linear dose-effect curves with no intercept in the activity of the other 1.

When the antibiotics were arranged in combinations against S. aureus

strain MRSA, three distinct combinations showed synergistic effects; these were
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CFT + SMA (0.25), CFT + PNG (0.375) and PNG + SMA (0.18). However, the
only effective association against MRSA that falls within the susceptibility
breaking point is PNG + SMA (Table 2). The same combination with B-lactams
and aminoglycoside can be found in similar studies against Gram-positive
bacteria. Durack et al. *® ratified the efficiency of the association of PNG +
SMA by in vivo assays with rabbits infected with Streptococcus, where the
animals were treated with the drugs alone and in combination. At the end of the
combined therapy (1 pg.mL? of PNG and 32 ug .mL* SMA), it was
demonstrated that the bacterial killing rate of the microorganism was faster and
more effective than when the drugs were used alone. In agreement with our
results, Cates et al. ®" reported that patients hospitalized with resistant bacterial
endocarditis treated with both PNG and SMA had a shorter and more effective
treatment and apparently no bacterial recurrence. The same combination of 3-
lactam with aminoglycoside was used in the agricultural field by Oplinger et al
38 to combat strains of Flavobacterium psychrophilum, using PNG 1.6 mg.mL™
and SMA 2.5 mg.mL™,

In contrast, only one association was effective against K. pneumoniae
KPC + strain, which was PNG + SMA (0.18). Other investigations by Portier et
al. ®% reported a synergistic effect between CFT and other compounds such as
aminoglycosides. The phosphorus group and fluoroquinolones showed greater
effectiveness against resistant strains of S. aureus, mainly cefotaxime with
Fosfomycin, at the maximum concentrations for the association of 8 and 2
ug.mL™*, respectively, as a therapeutic resource. But reports from the Food and
Drug Administration (FDA) on the combinations of compounds with Fosfomycin
have provided evidence that these treatments produced higher than expected
agranulocytosis, in addition to liver damage, severe cutaneous reactions and

pseudomembranous colitis 7.

When a B-lactam is associated with streptomycin, the synergistic activity
may be due, in part, to the inhibitory effect of PBPs on the cell wall, forming a
deformed and poorly structured wall. A weak wall may be sufficient to make
aminoglycoside (streptomycin) absorption easier, and once in the cytoplasm the

aminoglycoside interferes with the mRNA reading by inducing an erroneous
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synthesis of proteins essential to the microorganism, such as cell membrane
constituent proteins. The absence of these proteins may become a precursor
for increased uptake of streptomycin. There is evidence where the penicillin
increases the permeability in the wall of the microorganisms to the
aminoglycosides 84142 The activity of penicillin affects the linear absorption of

aminoglycosides.

This research, as well as suggesting strategies for bacterial control, is vital in
increasing knowledge of the factors that lead to the problem of bacterial
resistance in society. It provides a possible alternative in the control of these
pathogens, and supports the use of combined therapy, which offers a new
alternative in combating resistant bacterial strains. The in vitro results in the
present study suggest that the best combined therapy for treating S. aureus
MRSA is the association between PNG and SMA, whereas for treatment of K.

pneumoniae KPC + the ideal would be the association between CFT and SMA.

To further elucidate the synergistic effect of antibiotics in therapeutic
treatments, it is essential that after determining in vitro synergistic combinations
and 2FIC values, proving synergistic action, the most favorable combination

should be selected to proceed with the evaluation of synergism in vivo.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Hemolytic activity of the associations between penicillin G,
cefotaxime and streptomycin against carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Evaluation of the hemolytic action among the best synergistic associations
against the pathogens under study. In black, the positive control used for
hemolysis activity was 0.1% Triton X-100. The dark gray represents the
negative control serum. Light gray data represent the associations of
antimicrobials tested (ug.mL™). The combinations were tested at their highest

concentrations and at the points that showed synergism.
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TABLES

Table 1. Antibacterial activity of penicilin G, cefotaxime and streptomycin
against carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae and methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Bacteria was cultured in presence

of different antibiotics concentrations described CLSI methodology.

MIC (pg.mL™)
Microorganism Strains
CFT PNG CAP SMA
S. aureus 3730529 256 32 64 4

K. pneumoniae 3259271 32 >512 8 4
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Table 2. Antibacterial activity of standard antibiotic combinations by

Microorganism Strains Drug MIC mL™ >FIC* Effect

checkerboard method.
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Free Associate
CFT 32 N
0,56 Addition
CAP 8 4
CFT 32 2 )
0,18 Synergism
SMA 4 0,5
CAP 2
0,51 Addition
SMA 4 1
K. pneumoniae 3259271
CFT 32 32
PNG >512 >512
PNG >512 >512
CAP 8 8
PNG >512 >512
SMA 4 4
CFT 256 128
1 Addition
CAP 64 32
CFT 256 32
0,25 Synergism
SMA 4 0,5
CFT 256 32
S. aureus 3730529 0,37 Synergism
PNG 32 8
PNG 32 16 N
0,51 Addition
CAP 64 1
PNG 32 2 )
0,18 Synergism
SMA 4 0,5

*>FIC — CIM associate/CIM isolated
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Capitulo Il

1. INTRODUCAO

1.1 Extrapolando os dados in vitro de analise combinatoria para testes in vivo

Bactérias resistentes a multiplas drogas tém se espalhado rapidamente
ameacando a saude humana (BOUCHER, 2009; KUROSU; SIRICILLA;
MITACHI, 2013). Diferentes estratégias, dentre elas o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos, o reavivamento de antibiéticos antigos e o uso
combinado de agentes antimicrobianos tém sido utilizado para combater ou
retardar a resisténcia bacteriana (BUSH, 2012; CASSIR; ROLAIN; BROUQUI,
2014; XU et al., 2018), considerando que muitos microrganismos s&o
resistentes a um novo agente antimicrobiano logo apds serem introduzidos na
pratica clinica (LUEPKE, 2017). Sendo assim, a terapia combinada ressurge
como uma alternativa para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias
MDR. No entanto, o niumero de estudos onde se extrapola os dados in vitro

para ensaios in vivo e uso clinico séo limitados.

Tendo em vista o exposto anteriormente, um dos passos para O
desenvolvimento de novas terapias se da pela verificagcdo da atividade das
moléculas in vitro e in vivo, sendo a extrapolacdo dos dados obtidos em testes
in vitro para ensaios com animais um dos percalcos para a utilizagcéo clinica da
terapia combinada. Dessa forma, este capitulo tem como objetivo demonstrar
como foi realizada a extrapolacdo dos dados in vitro para 0s ensaios in vivo,
utilizando camundongos como cobaias, e assim verificar se a combinagédo dos
antimicrobianos que apresentaram atividade sinérgica nos ensaios in vitro
(PNG + SMA) apresentam um potencial antibacteriano in vivo em um modelo
de infecgao sistémica causada por S. aureus MRSA.



68

2. METODOLOGIA

2.1 Consideracdes éticas

Os experimentos utilizando animais foram realizados no laboratério de
Bioensaios da Universidade Catdlica de Brasilia, apés aprovacdo dos
procedimentos experimentais pelo Comité de Etica sob o nimero 004/2017
CEUA/UCB. Foram adotados os Principios Eticos em Experimentacdo Animal,
recomendados pelo Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal
(CONCEA), instituicdo filiada ao International Council for Laboratory Animal
Science, e respeitados 0s preceitos estabelecidos pela Legislacdo Brasileira de

Animais de Experimentacao, Lei n°® 11.794, de 09 de outubro de 2008.

2.2  Animais

Para realizacdo dos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos
da linhagem BALB/c, fémeas com 6 a 8 semanas. Para o experimento de
sepse foram utilizados animais adquiridos do biotério central de camundongos
da Universidade Catdlica de Brasilia, Campus Aguas Claras — UCB/DF. Os
animais foram mantidos em temperatura controlada de 22 + 2° C, alimentacgé&o
e agua disponiveis durante todo o procedimento e os ciclos de claro e escuro
de 12 h cada. A troca da maravalha, da agua e da comida foram realizadas 2

VeZES pPor semana.

2.3  Modelo de infec¢éo sistémica

2.3.1 Inducéao da septicemia e tratamento

O inéculo para os experimentos foi preparado imediatamente antes da
inoculacdo, suspendendo uma colonia devidamente isolada em caldo BHI

(Brain heart infusion) estéril. Para preparagdo da cultura do isolado de S.
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aureus MRSA, as bactérias obtidas foram deixadas sob agitacdo durante 24 h
a 37° C. ApoOs esse periodo, foi determinada a concentracdo bacteriana pela
leitura da D.O. e todo o conteudo foi centrifugado a 3800 x g, por 8 min. O
sedimento foi ressuspenso em PBS de forma a obter uma concentragao de 2 x
10° células a cada 20 pL e a suspensdo deixada no gelo até a hora da
utilizacdo. O indculo de todos os animais (n=5) foram administrados, por via
intraperitoneal, com 100 pL de solucdo fisiolégica com 1 x 10° UFC de S.
aureus. Apos, aproximadamente 1 hora do desafio com bactérias, os animais
receberam, intraperitonialmente, o tratamento dos antimicrobianos PNG e SMA
nas concentracbes de 6000 a 12000 Ul.Kg® e 3.75 a 7.5 mg.Kg?,
respectivamente, dispondo o0s animais nos seguintes grupos de tratamento:
PNG (12000 Ul.Kg™) + SMA (0 mg.mL™); PNG (6000 Ul.Kg™) + SMA (0 mg.mL’
1 PNG (0 ULLKg™) + SMA (7.5 mg.mL™); PNG (0 Ul.Kg™) + SMA (3.75 mg.mL"
b PNG (12000 UL.Kg?h) + SMA (7.5 mg.mL™); PNG (12000 UL.Kg?!) + SMA
(3.75 mg.mL™); PNG (6000 UL.Kg™?) + SMA (7.5 mg.mL™); PNG (6000 Ul.Kg™)
+ SMA (3.75 mg.mL™). Como controle positivo e negativo foi utilizado
gentamicina (10 mg.Kg™') e PBS, respectivamente.

2.3.2 Eutanéasia e coleta

Apo6s o quarto dia de tratamento, os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina 10% (80 mg.Kg™) (Agener Uni&o — Brasil) e cloridrato de
xilazina (10 mg.Kg™) (Agener Unido — Brasil), administrados via intraperitoneal
seguido de eutanasia por deslocamento da cervical. O peritdbnio dos
camundongos foi lavado com PBS e posteriormente coletado para

plagueamento de recuperacéo da carga bacteriana.

2.3.3 Anélise estatistica

Foi utilizado one-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para a

analise da recuperacao bacteriana. As analises foram realizadas utilizando o
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software Bioestat versao 5.0 e o GraphPad PRISMA® versdo 5.0. Os

resultados foram considerados significativos, quando p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vivo

Tendo em vista a atividade antimicrobiana in vitro dos farmacos PNG e
SMA, os mesmos foram desafiados frente a S. aureus MRSA em um modelo
de infeccdo de septicemia in vivo. Os animais foram inoculados
intraperitonialmente com 1 x 10° CFU de S. aureus. Apés 1 h iniciou-se o
tratamento 2 vezes ao dia por via intraperitonial dos antimicrobianos de acordo
com o grupo de tratamento por 3 dias. Apds o periodo de tratamento o0s
animais foram eutanasiados e o lavado do peritbnio foi plagueado para

recuperacédo da carga bacteriana.

Durante a experiementacdo 3 animais que mantinham o tratamento
apenas com PNG (12000 e 6000 Ul.Kg™) morreram no terceiro dia juntamente
com 1 animal do grupo né&o tratado e 1 animal tratado com PNG + SMA nas
concentracdes de 12000 Ul e 3.75 mg.Kg’, respectivamente, tendo sua
sobrevivéncia reduzida para 40% (Figura 10). Os demais grupos observados
durante a investigacao cientifica experimental apresentaram uma sobrevivéncia
até o final do experimento com uma reducéo de carga bacteriana de ~10° para
< 10° (Figura 11).
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Figura 12. Atividade antibacteriana in vivo de PNG e SMA associados. Os animais foram
inoculados com S. aureus (1 x 10°%) seguido por ini'egc”)es intraperitoneal de PNG (UL.Kg™) e
SMA (mg.mL™) associados, gentamicina (10 mg.mL™) ou PBS. Com excecédo da gentamicina e
do PBS os tratamentos foram administrados 2 vezes ao dia durante 3 dias. Tratamento com a
associacdo de farmacos aumentou o tempo de sobrevida dos animais quando comparado com
0 controle negativo e o tratamento com a PNG sozinha.
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Os camundongos tratados apenas com o controle negativo obtiveram
uma carga bacteriana final de ~10°. Quando tratados com 12000 Ul.Kg™ de
PNG + 3.75 mg.Kg™ de SMA e 6000 Ul.Kg™ de PNG + 7.5 mg.mL™ de SMA
apresentaram uma diminuicdo da carga bacteriana para ~10' e 107
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Figura 13. Reducéo da carga bacteriana (S. aureus) em infec¢cédo por septicemia. UFC de
S. aureus recuperado de camundongos tratados com PNG (12000U e 6000 U.Kg'l), SMA (7.5e
3.75 mg.Kg™) e Gentamicina como controle (10 mg.Kg™). Os animais foram eutanasiados 4
dias apés a experiéncia. Barras horizontais representam médias.
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respectivamente. Quando tratados apenas com PNG (6000 UL.Kg™ e 12000
ULLKg™Y) a carga bacteriana mostrou-se maior do que 0s outros grupos de
tratamento com uma contagem >10°. Contudo, a associacdo de PNG e SMA
em suas maiores doses, 12000 U.Kg™ + 7.5 mg.Kg™, foi capaz de eliminar as
coldnias de S.aureus.
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4. DISCUSSAO

Os relatos de resisténcia aos antimicrobianos vém aumentando em uma
taxa alarmante nas dUltimas duas décadas. Desse modo, muitos dos
medicamentos utilizados atualmente n&o tém sido eficazes e o tratamento
desses quadros clinicos cada vez mais dificeis. Sendo assim, pacientes que
apresentam infeccdes de caréater resistente necessitam de um tempo maior de
internacao hospitalar, acarretado o uso de antimicrobianos mais caros e mais
toxicos (BLOT, 2007; KRAKER; STEWARDSON; HARBARTH, 2016; LEWIS,
2013; O'NEILL, 2018; ZILBERBERG et al., 2014). A WHO alertou as industrias
farmacéuticas e agéncias reguladoras sobre a necessidade urgente de novas
alternativas para o combate desses patégenos (WHO, 2017).

Tendo em vista a busca por novos tratamentos frente a crescente
incidéncia de infec¢cbes por microrganismos resistentes, foi avaliado no
presente trabalho a atividade de PNG, CFT, CAP e SMA, sozinhos e em
combinacéo contra cepas de K. pneumoniae KPC+ e S. aureus MRSA. Dentre
0s antimicrobianos testados sozinhos, a SMA foi a Unica que ndo apresentou
um perfil de resisténcia, inibindo o crescimento de K. pneumoniae e MRSA com
CIM de 4 ug.mL™. Hu et al. (2017) avaliaram o efeito da SMA sobre 62 cepas
de K. pneumoniae KPC+, onde 98,4% apresentaram sensibilidade a SMA, com
CIM variando entre 0,5 a 64 ug.mL™. A mesma sensibilidade & SMA foi relata
por Morris et al. (2011) em cepas de K. pneumoniae KPC+. No trabalho
desenvolvido por Noriega et al. (1975), os pesquisadores observaram que
dentre 17 cepas de Klebsiella spp. resistentes a gentamicina, isoladas de
pacientes, 70% era sensivel a SMA apresentando CIM de 6,2 pg.mL™.

Em contraste com a SMA, 0s microrganismos em estudo mostram-se
resistente aos outros antibiéticos PNG, CFT e CAP. Naas et al. (2008)
encontraram um perfil de resisténcia para CFT com base em testes com 4
cepas de K. pneumoniae KPC+, todas elas apresentando CIM = 32 pg.mL™.
Um levante de estudo realizado por Nordmann e colaboradores (2009), em
diversos paises com cepas KPC+ de K. pneumoniae, apontam que 0O range

inicial de resisténcia desses microrganismos quando desafiados com CFT foi
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de = 32 pg.mL™?, solidificando os dados descritos por Naas, EUCAST e o
presente estudo (EUCAST, 2018).

Apesar do CAP ter apresentado um valor de CIM reduzido (8 pg.mL™),
quando comparado com a CFT (32 pg.mL™), o mesmo encontra-se fora dos
parametros de sensibilidade quando desafiado contra cepas de K. pneumoniae
KPC+. Humphries et al. (2015) e CLSI M100-S25 (2015), descrevem que cepas
de KPC+ devem ser consideradas susceptiveis ao CAP quando a
concentracdo necesséria para inibir crescimento bacteriano for de < 4 pg.mL™.
No entanto, o valor de CIM encontrado para esse farmaco foi inferior ao
observado por Zavascki et al. (2018) que, ao avaliarem a atividade do CAP
sobre 8 cepas de K. pneumoniae KPC+ isoladas de pacientes neutropénicos,
evidenciaram que todas elas apresentram uma variagcdo de CIM entre 16 e
>256 ug.mL™. Em outro estudo, Livermore et al. (2011) também evidencia a
resisténcia de CAP por K. pneumoniae KPC+, onde das 52 cepas avaliadas na
pesquisa, 43 (83%) apresentaram aspecto resistente ao CAP, CIM = 8 pg.mL™.

A mesma capacidade de resisténcia ao CAP foi descrita em cepas de
MRSA. Silvester et al. (2016) demonstram que ao longo de um periodo de 12
anos (2001 e 2012), a resisténcia ao CAP por MRSA, presente em quadros de
conjuntivite, se manteve estavel. Pérem tal estabilidade ndo diminui a
preocupacdo da resisténcia referente ao CAP, uma vez que uma pesquisa
realizada por Zuo et al. (2016) detectaram 100% de resisténcia em todas as
cepas de MRSA testadas (n=10) contra 0 mesmo antimicrobiano, exibindo CIM
> 32 pg.mL*. Estudos de Chan et al. (2017) apresentram as mesmas
concentracfes de CIM para CAP que o presente estudo frente isolados clinicos
de MRSA (64 pg.mL™?), uma que os valores de breakpoint para CAP da
EUCAST e do CLSI consideram patdgenos suceptives aqueles que sédo
inibidos em concentragées < 8 ug.mL™ (CLSI, 2015; EUCAST, 2018).

Durante o desenvolvimento do estudo, ficou explicito a alta resisténcia
de K. pneumoniae frente a PNG (> 512 pg.mL™). A resisténcia desse patdégeno
aos B-lactamicos, sao observados desde o final da década de 1940 (NAVON-
VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017; PITOUT; NORDMANN;
POIREL, 2015). Um estudo epidemiolégico realizado por Stachyra et al. (2009)

com 3 cepas de K. pneumoniae KCP+, demonstrou valores significativos de
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concentracdo de penicilinas, como amoxicilina e piperacilina, contra o
microrganismo reportado, sendo o CIM de ambos os farmacos = 2.048 pug.mL™.
Apesar do presente estudo apresentar um CIM 4x menor que a pesquisa
evidenciada por Stachyra, o0 mesmo corrobora com o perfil de resisténcia de
KPC+ quando desafiadas com penicilinas. Sendo a concentracdo de PNG >
512 pg.mL™, ante K. pneumoniae KPC+, uma dose elevada que inviabiliza o
extrapolamento para o0 uso terapéutico do medicamento, o mesmo foi
descontinuado na realizacdo de ensaios posteriores. Papp-Wallace et al.
(2010) reportaram uma alta concentracédo de ampicilina, CIM de 8192 pg.mL™,
guando testadas contra K. pneumoniae KPC+.

A alta taxa de resisténcia de KPC+ as penicilinas também vém sendo
observada em S. aureus MRSA. Hu et al. (2001) relataram que 93% das cepas
de MRSA testadas (n=28) contra oxacilina, antibidtico pertencente ao grupo
das penicilinas, apresentaram um CIM variante entre 256 a 1024 pg.mL™. Em
contra partida, Yu et al. (2005) encontraram valores de CIM inferiores ao
desafiar a ampicilina contra 13 linhagens de S. aureus MRSA, onde 85% das
cepas foram resistentes a ampicilina com concentracdes entre 32 a 64 ug.mL™.
Apesar da oxacilina e da ampicilina serem pertencentes ao mesmo grupo de
antibioticos (penicilinas), e da variacdo entre seus valores de CIM relatados,
todas elas encontram-se fora do breakpoint de suceptibilidade para cepas
MRSA (< 8 pg.mL™), incluindo o atual trabalho, cujo CIM da PNG ante isolado
clinico de MRSA foi de 32 ug.mL™ (EUCAST, 2018).

Collins e colaboradores (1983) relataram uma variacdo de CIM, entre 2 e
256 pg.mL™, de CFT frente as 70 cepas de MRSA testadas. Dois anos ap6s 0s
estudos de Collins, Goldstein e Citron (1985), ao realizarem novos ensaios de
CFT contra estirpes de S. aureus MRSA, constataram uma concentracdo de
CIM de 256 pg.mL™?, sendo CIMg 128 pg.mL™. Em um trabalho realizado por
Harada et al. (2018), mediante uma experimentacdo com 182 cepas MRSA
durante 6 anos, apresentaram valores de CIM para CFT entre 64 a = 256
ng.mL™. As concentracdes de CIM para CFT relatadas nos achados literarios

mencionados acima, corroboram com valores encontrado neste estudo (256

ug.mL™).
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A necessidade de altas concentracbes para o tratamento desses
microrganismos e a constante evidéncia da eminente resisténcia aos
antimicrobianos, desestimula cada vez mais o uso de monoterapias como
recurso terapéutico dessas infecgbes. Devido as limitagcbes no tratamento de
infeccbes causados por esses patdgenos, a estratégia em questdo do atual
trabalho consistiu em avaliar o uso combinado de antimicrobianos.

Ao avaliarmos as combinacgdes propostas (PNG + SMA, PNG + CFT,
PNG + CAP, CFT + SMA, CFT + CAP e CAP + SMA), a PNG associada com a
SMA (2 pg.mL* PNG + 0,5 pg.mL* SMA) mostrou melhor atividade
antibacteriana e sinérgica contra S. aureus do que todas as demais amostras
combinadas. Em contrapartida, o uso da CFT juntamente com SMA (2 pg.mL™
CFT + 0,5 ug.mL™ SMA) resultou em uma interacéo de sinergia frente a cepa
de K. pneumoniae. O sinergismo entre aminoglicosideos e B-lactamicos ja
haviam sido reportados anteriormente. Wolfe e Johnson (1974) relatam a
atividade bactericida, in vitro e na clinica, contra isolados de S. viridans
proveniente da associacdo entre penicilina e estreptomicina, além da
efetividade da combinagdo houve reducdo da concentracdo dos farmacos de
1,6 para 0,8 pg.mL™ de penicilina e de 200 para 5 pg.mL™ da estreptomicina
(WOLFE; JOHNSON, 1974).

Apesar de ser possivel observar outras interacfes sinérgicas contra S.
aureus, nenhuma das demais tiveram uma reducdo significativa da
concentragdo inibitéria bem como baixo valor de ICIF. Jawetz e colaboradores,
Durack et al. e Oplinger e colaboradores evidenciaram em seus estudos que
esta mesma combinacdo, PNG + SMA, foi sinérgica para alguns isolados
(DURACK; PELLETIER; PETERSDORF, 1974; JAWETZ, 1950; OPLINGER,;
WAGNER; CAVENDER, 2015). Jawetz et al. (1950) avaliaram, in vitro, o
potencial de associacfes entre PNG, SMA e CAP frente nove cepas de
enterococos, ao manter as concentracées constantes dos antimicrobianos
testados sozinhos e em associagcao a combinacao entre PNG e SMA foi a Unica
capaz de eliminar completamente todas as colénias, com CIF de 6 pg.mL™
para PNG e 25 pug.mL™ de SMA.

Oplinger et al. (2015), por sua vez mostram que PNG + SMA foram

altamente eficaz, no ambito agropecuario, contra cepas de Flavobacterium
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psychrophilum. Durante o tratamento com PNG e SMA, sozinhos e em
combinacgao, Oplinger et al. (2015) evidenciam a capacidade de esterilizac&o
completa de F. psychrophilum por meio da associagao proposta, tendo ainda
uma queda nos valores de CIM da PNG (>6,3 mg.mL™ para 1,6 mg.mL™) e da
SMA (>5000 mg.mL* para 2,5 mg.mL™). Durack e colaboradores (1947)
ratificam a eficiéncia da associacdo desses farmacos mediante ensaios in vivo
cujos os quais foram infectados com estreptococos e tratados com o0s
medicamentos sozinhos e em combinagdo, ao final a terapia combinada (1
ng.mL™* de PNG e 32 ug.mL™ SMA) comprovou que a taxa de morte bacteriana
do microrganismo foi mais rapida e eficaz do que os farmacos sozinhos. In vitro
0 tempo necessario para eliminacdo do patdégemo reduziu de 9h para 6h e in
vivo, seguido um perido de 30h apos a injecdo dos farmacos, foi constatado a
erradicacdo das col6nias, enquanto os farmacos sozinhos ndo obtiveram
mesma eficiéncia.

Corroborando com a sinergia in vitro entre [-lactamicos e
aminoglicosideos, estudos anteriores sobre quadros clinicos de endocardite
tratados pela combinacdo de penicilina e SMA foram relatados em 1950. Em
um dos casos, um paciente admitido no hospital com gripe, posteriormente
confirmado como endocardite bacteriana por S. viridans, recebeu doses
monoterapicas de penicilina maiores do que habituais (165,6 milhdes Ul),
devido um erro de prescricdo médica, porém dentro de 48h a hemocultura
acusava um forte crescimento da bactéria com resisténcia ao B-lactamico em
uso. Na tentativa de controlar a infeccdo, a SMA foi dosada e administrada
juntamente com a penicilina durante 12 semanas tendo um resultado
satisfatorio, uma vez que apés 20 dias o0 paciente comecgou a se recuperar e
ndo apresentou danos labirinticos proveniente da SMA (CATES; CHRISTIE;
GARROD, 1951).

Outros casos clinicos também foram referidos quanto ao sucesso da
associacdo entre SMA e penicilina, porém com um tratamento de periodo
menor e maiores doses. Apesar da efetividade da combinagdo em eliminar o
patbgeno o paciente sofreu danos no labirinto, provavelmente essa
complicagdo pode ser evitada por meio de doses menores de SMA e um
tratamento mais prolongado (CATES; CHRISTIE; GARROD, 1951).
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Hunter (1947) descreveu que tratamentos que necessitem de
concentracdes > 8 ug.mL™, in vitro, de SMA néo tendem a ser bem sucedidos e
que somente a SMA, por casualmente ter atividade frente microrganismos
resistentes a penicilina, poderia ter um impacto maior nas infec¢des. Contudo,
estudos realizados posteriormente refutaram esse conceito. Naegele (1949) e
Cates et al. (1951) demonstraram que um tratamento bem sucedido frente
cepas de S. viridans e E. faecalis s6 pode ser tornar efetivo quando
contracentracdes de SMA, a 16 ug.mL™ e 30 pg.mL™ respectivamente, foram
administradas.

No estudo realizado por Cates et al. descrito anteriormente, a inibicdo do
crescimento bacteriano sé foi possivel a partir da associacdo com 2g de SMA e
12.000.000 UI de penicilina, por tanto a efetividade do tratamento dificilmente
pode ser atribuida apenas a SMA, uma vez que o mesmo medicamento testado
sozinho, nao foi capaz de conter os microrganismos, reforcando ainda mais a
importancia da terapia combinatoria (CATES et al, 1951). A mesma
combinacdo também foi descrita por Almquist et al. (1949) em estudos com
animais. A juncdo do B-lactdmico e do aminoglicosideo demonstrou atividade
significativa no controle bacteriano presente em sémen bovino sem alterar a
motilidade e viabilidade dos espermetozdide mesmo tendo testado em
concentracdes elevadas de 1000 Ul.mL™ de cada farmaco.

No presente trabalho, mostramos que a inibicdo do crescimento de K.
pneumoniae KPC +, foi possivel quando associado CFT e SMA (2 ug.mL™ CFT
+ 0,5 pg.mL? SMA), resultando em concentracdes de CIM clinicamente
alcancavel por dosagem convencional. A atividade sinérgica proveniente da
combinagdo da CFT, assim como no presente estudo, com outros
antimicrobianos foi evidenciada em outros trabalhos, como por exemplo
Mainardi e colaboradores (1995), que relataram uma reducéo no range de CFT,
entre 8 e 512 pg.mL™ para 0,5 a 16 pg.mL™, quando associada com 0,06
ng.mL™* de amoxicilina, frente a cepas de E. faecalis. Estudos de Hasan (2013)
apresentaram resultados sinérgicos similares, porém a cefalosporina utilizada
durante a pesquisa em associagao com a estreptomicina, frente cepas Gram-

negativas, foi a cefoxitina.
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Portier e colaboradores (1985) desenvolveram um trabalho com
cefalosporinas associadas a aminoglicosideos (vancomicina, amicacina e
netilmicina) e moléculas fosforadas em tratamentos terapéuticos. Uma maior
efetividade contra cepas de S. aureus MDR foi evidenciada quando uma
combinagdo entre cefoperazona e amicacina (16 pg.mL™ de ambos os
farmacos) e cefotaxima com fosfomicina, nas concentracbes maximas para
associacdo de 8 e 2 pg.mL™ respectivamente, foram administradas como
recurso terapéutico. Porém uma das grandes vertentes do uso da
cefoperazona vem sendo a capacidade da mesma induzir possivel hemorragias
gastrointestinal (KATUKURI et al., 2016). Outros estudos como Klein (1947) e
Michel (1977) também evidenciaram uma atividade sinérgica positiva frente
cepas de estafilococos proveniente da associagao de B-lactamicos (penicilina)
com antibiéticos como cloranfenicol, aminoglicosideos e sulfadiazina. Porém foi
observado no presente estudo, por meio da associacao entre cloranfenicol e
penicilina, uma atividade aditiva cujo efeito inibitorio dos farmacos sozinhos nao
se altera ou potencializa quando associados. Este resultado obtido entra em
discordancia com o estudo realizado por Michel e colaboradores do qual a

mesma combinacdo apresentou um potencial sinérgico contra S. aureus.

Contudo, relatos da FDA sobre associacbes de compostos com a
fosfomicina, evidéncia que a mesma produziu agranulocitose maior que a
frequéncia esperada quando utilizada, além de lesGes hepaticas, reacdes
cutaneas graves e colite pseudomembranosa (IARIKOV et al., 2015). Estudos
sobre mecanismo de resisténcia a fosfomicina contribuem para seu desuso
(TRUONG-BOLDUC; WANG; HOOPER, 2018).

Ensaios in vitro sdo Uuteis e imprescindiveis na identificacdo de
interagbes entre compostos, consolidando a atividade dos farmacos utilizados
em combinacao. Tais experimentacdes in vitro permitem a extrapolagéo dessas
descobertas para situagdes in vivo. Porém previsdes quantitativas precisas na
correlacdo de in vitro-in vivo sdo dificeis de serem estabelecidas
(WAHLSTROM; WIENKERS, 2018).

Na tentativa de avaliar o potencial in vivo da associacdo entre PNG +
SMA ante cepa de S. aureus MRSA do presente estudo, foi realizado ensaios
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em animais de modelo murino Balb/C. Devido a dificuldade de extrapolar as
concentragbes in vitro para in vivo, principalmente relacionados a sua
administracdo mutua, as concentragdes utilizadas foram baseadas na dosagem
utilizada na clinica. O tratamento combinado com PNG e SMA, PNG 12000
UKg? + SMA 3,5 mgKg® e PNG 6000 U.Kg' + SMA 3,5 mg.Kg?,
proporcionou reducdo nas cargas bacterianas de aproximadamente 10 para
10! e 10?, respectivamente, de S. aureus.

Uma metodologia similar, em uma experimentacdo combinatéria in vivo,
foi realizada por Otvos et al (2018), onde peptideos ricos em prolinas
associados a antibioticos apresentram uma atividade sinérgica promissora in
vitro e in vivo frente Acinetobacter baumannii. A estratégia utilizada in vivo, no
estudo mencionado, se deu por meio da variacdo da concentracdo do peptideo
em sua dose maxima e sua dose reduzida pela metade, cuja combinacao mais
efetiva foi o peptideo em metade da sua dose maxima com o antibiético
(OTVOS et al., 2018).

Os critérios utilizados em estudos na relacdo entre in vitro e in vivo ainda
se encontram equidistantes sobre o entendimento de preditores dos efeitos in
vivo, uma vez que condi¢cdes como stress bem como células em sua atividade
funcional dentro de um organismo complexo, ndo podem ser aplicadas em uma
metodologia in vitro.

Apesar do crescente interesse cientifico pela metodologia de terapias
combinatérias no combate de cepas bacterianas, como associacdo de
peptideos e antimicrobianos), o nimero de trabalhos que promovem um padréo
para associacao de drogas para modelos in vivo sdo excassos (OTVOS et al.,
2018; PLETZER; MANSOUR; HANCOCK, 2018). Como consequéncia, estudos
que visam essa vertente experimental desenvolvem suas pesquisas com
poucos fundamentos literarios.

Bruhn et al. (2015) apontam as dificuldades de estabelecer uma relacao
da atividade combinatéria, in vitro-in vivo, de espetinamidas associadas a
antibidticos ndo usuais contra Mycobacterium tuberculosis em um modelo
murino. Outros estudos como Stenger et al. (2017) ndo conseguiram
reproduzir a atividade sinérgica, entre tioridazina e dicloxacilina, obtida in

vitro em um modelo animal contra cepa de S. aureus. Estes trabalhos
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corroboram e destacam os desafios de transferir uma combinacao sinérgica in
vitro para um modelo in vivo devido diferentes perfis farmacocinéticos e
esquemas de dosagem em um organismo complexo.

Um estudo recente realizado por Pletzer et al (2018), evidenciou uma
atividade sinérgica in vitro entre antibioticos e peptideos anti-biofilmes frente
cepas ESKAPE (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa, Enterobacter cloacae). Apesar do estudo em questdo ter
apresentado uma boa atividade in vivo, proveniente da associacdo, 0 mesmo
evidenciou que os testes de sensibilidade in vitro subestimam criticamente o
impacto na suscetibilidade de bacterias aos antimicrobianos in vivo.

Assim, metodologias in vitro, como MIC, sdo indicadores uteis sobre o
potencial de um determinado composto, porém nem sempre sao preditivos da
sua eficacia in vivo, principalmente em quadros de resisténcia bacteriana
(PLETZER; MANSOUR; HANCOCK, 2018). Dessa forma, continua a ser um
grande desafio traduzir a efetividade dos resultados in vitro para in vivo.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foram utilizados os antimicrobianos PNG, CAP, CFT e
SMA, com o objetivo de avaliar sua atividade isolada e em combinacao in vitro
e in vivo frente cepas de K. pneumoniae e S. aureus. Os dados apresentados
no decorrer do trabalho possibilitaram observar que as cepas testadas contra
0S antimicrobianos, sozinhos, em questdo corroboram com o perfil de
resisténcia relatado na literatura. E a SMA, por sua vez, foi o Unico composto
cujo os microrganismos (KPC+ e MRSA) ndo apresentaram resisténcia frente
ao farmaco, provavelmente devido a reducédo na frequéncia de uso da SMA na
pratica clinica.

Dentre as seis combinacdes entre os antimicrobianos propostos no
estudo, evidenciou-se que a associacdo de PNG e SMA foi a que demonstrou
um potencial de atividade antimicrobiana sinérgico com menor valor de IFIC
(0,18), dentre as demais, obtido frente S. aureus MRSA. A mesma combinacdo
também evidenciou um potencial favoravel no tratamento in vivo de modelo
murino ante infeccdo sistémica por MRSA por meio da analise da curva de
sobrevida e a contagem da carga bacteriana realizada.

Os resultados encontrados com a fracdo de CFT e SMA, administradas
em conjunto, fornecem perspectivas encorajadoras sobre o potencial efeito
sinérgico antibacteriano em bactéria Gram-negativa. Esta combinacéo foi
capaz de inibir colbnias de K. pneumoniae KPC+ com uma concentracéo
inibitoria fracional potencialmente positiva, frente as demais associacdes, com
um baixo valor de ICIF (0,18).E importante ressaltar que nenhuma das
associacOes destaque, PNG + SMA e CFT + SMA, apresentaram capacidade
de hemdlise e de alterar a atividade metabodlica das células RAW e Vero,
medidas pela método de MTT. Viabilizando dessa forma testes posteriores in
vivo.Com base nos resultados obtidos, a terapia combinatéria, proveniente da
associacdo de PNG e CFT juntamente com a SMA, pode constituir uma
alternativa terapéutica eficaz de tratamento frente patdégenos resistentes,
reduzindo as doses administradas e potencializando o0s compostos em

questao.
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7. ANEXOS

Figura suplementar 1. Avaliagdo da atividade citotoxica das associacfes
entre PNG + SMA e CFT + SMA. As associagdes com as melhores atividades
sinérgicas foram avaliadas quanto a viabilidade celular contra células RAW
264.7 e VERO. Graficos (A) e (B) correspondem aos farmacos testados
sozinhos, em concentracdes altas e de atividade sinérgica (ug.mL™) frente
células RAW 264.7 e Vero, respectivamente; (C) corresponde a atividade
citotoxica das combinacgdes sinérgicas dos farmaco contra células RAW 264.7

(cinza claro) e VERO (cinza escuro).

(A) 1007 - - - -

90 =
80 - -
70 -
60
50=-
40+
30 =

20 =

Citotoxicidade % (Abs 575 nm)

10

96 £o%" o> < y N 2 0'} ° %
\{ < 0(" c¢ ?‘\G ?V\ g“\P %“\P‘ ’
(B) 100+ = - . _ _ _
90 =
- 80 =
£
e
E 70 =
2 60=-
<
® 50 =
2
§ 40 =
2
2 30 -
i
5 0=
10 = -
S o® o> 72 1 72 > 5
qﬁv W < < G (<] > Os



101

100 =

(wu g6 sqy) % apepidixojo})




