UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS

GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

JULIA PIMENTEL ARANTES

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE NITRATO DE GALIO FRENTE A
ISOLADOS DE Klebsiella pneumoniae RESISTENTES A POLIMIXINA B.

DOURADOS-MS

2021



JULIA PIMENTEL ARANTES

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE NITRATO DE GALIO FRENTE A
ISOLADOS DE Klebsiella pneumoniae RESISTENTES A POLIMIXINA B.

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade Federal da Grande Dourados, como parte das
exigéncias do curso de Bacharelado em Biotecnologia, da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, sob a
orientacdo da Prof®. Dra. Luana Rossato. Tendo como &rea

de concentracdo: Medicina Il.

DOURADOS-MS

2021



JULIA PIMENTEL ARANTES

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE NITRATO DE GALIO FRENTE A
ISOLADOS DE Klebsiella pneumoniae RESISTENTES A POLIMIXINA B.

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade Federal da Grande Dourados, como parte das
exigéncias do curso de Bacharelado em Biotecnologia, da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, sob a
orientacdo da Prof®. Dra. Luana Rossato. Tendo como &rea

de concentracdo: Medicina Il.

Aprovadoem: 31 / 05 / 2021

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Luana Rossato

Presidente

Marcelo dos Santos Barbosa

Membro

f_rle!-lllil-' -ﬁji'h 'Et.r\_.*&*ﬂlm -’._LJ'\}#‘;;U
J

Gleyce Hellen de Almeida de Souza

Membro



Dados [nternacionais de Catalogacio na Publicagho (CTF)L.

Anhla  Aranies, Julia Pimentel

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE NITRATO DE GALIO FRENTE A ISOLADOS DE
Klehsiclla pneumeniac RESISTENTES A POLIMIXIMNA B. [recurso eletrdnico] / Julia Pimentel
Arantes. -- 202,

Arguive em formato pdf.

Oricntadora: Luana Rossato.
TCC (Graduagio em Bioteenologiap-Universidade Federal da Grande Dourados, 2021,
Disponivel no Repositdrio Instinncional da UFGD em:

hittpasportal ufgd edu_be'setorbiblioteca repositorio

|. Mitrato de galio. 2. K paeumodaize resistentes 4 polimixina B. 3. Reposicionamento
farmacoligico. 4. Anvidade antimicrobiana. 3. Atividade in vivo. | Rossato, Luana. [1. Tiulo.

Ficha catalogrifica claborada automaticamente de acordo com o8 dados fornecidos pelola) autona).

CiDircitos reservados. Permitido a reproducio parcial desde que citada a fonbe.




Dedico este trabalho a Deus e a toda
minha familia, pelo apoio concedido

durante todas as etapas da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois foi Ele que me concedeu for¢as e me guiou
para chegar até onde me encontro, ao meu pai Audax Barbosa Arantes Junior, minha mae
Leidiane Rodrigues Pimentel e ao meu irmdo Eduardo Pimentel Arantes, que sdo
elementos essenciais em minha vida, sempre acreditaram no meu potencial, me apoiaram

e fizeram sempre o possivel e o impossivel para que eu realizasse esse sonho.

A minha avé Maria Aparecida Rodrigues, que me deu todo o suporte quando

ocorreu a minha mudanga de cidade.

Ao meu namorado Bruno Lira de Arruda que sempre esteve ao meu lado durante
esses anos com palavras de conforto e incentivo, e por sempre compreender 0S momentos

que tive ausente para me dedicar a graduagé&o.

A minha orientadora, Prof.. Drd. Luana Rossato que desde o comeco teve
paciéncia e dispds do seu tempo e conhecimento para me auxiliar em todo o processo do
trabalho realizado. A Profa. Dra. Simone Simionatto que permitiu minha entrada em seu
grupo de pesquisa, e sempre me auxiliou quando preciso e aos alunos do Grupo de
Pesquisa em Biologia Molecular e Microrganismo pelo auxilio durante os momentos de
davida, especialmente a Andressa Leite Ferraz de Melo, Junio Eduvirgem e o Julio
Henrique Ferreira de S& Queiroz.

As minhas companheiras de graduacdo da IX turma de Biotecnologia, pela amizade

durante esses quatro anos e por sempre serem presentes e me incentivando cada dia mais.

Aos funcionarios da Universidade Federal da Grande Dourados pela dedicacéo e

alegria no atendimento.
Ao CNPq pelo apoio financeiro a pesquisa.

Enfim, a todos que contribuiram na minha jornada e no meu crescimento, seja de

forma direta ou indireta, ndo permitindo que desistisse do que mais estimava.

Obrigada!



RESUMO

Dada a importancia do ferro na fisiologia bacteriana e na sua patogenicidade, a
captacdo e o seu metabolismo tornaram-se alvos atraentes para o desenvolvimento de
novos farmacos antibacterianos. Neste cenario, o metal galio, que mimetiza o ferro, tem
apresentado bons resultados em ensaios de atividade antimicrobiana. O galio age
interrompendo vias metabolicas dependentes de ferro inibindo assim o crescimento
microbiano. O presente estudo objetivou o reposicionamento farmacoldgico de nitrato de
galio (GaN) frente a isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B. A
atividade antimicrobiana do GaN foi testada frente a 20 isolados clinicos de K.
pneumoniae resistentes a polimixina B utilizando metodologia preconizada por diretrizes
do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). A avaliagdo da atividade in vivo
ocorreu utilizando nematoides sincronizados da linhagem AU37 (glp-4; sek-1) de
Caenorhabditis elegans que foram infectados e monitorados por 6 dias. O GaN promoveu
a inibicdo do crescimento dos 20 isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a
polimixina B em concentra¢cdes que variaram de 2 a 16 pg/mL. O GaN também protegeu
o C. elegans da infeccdo letal por K. pneumoniae resistentes a polimixina B, com taxas
de sobrevivéncia >75%. GaN mostrou ser uma promissora terapia de ultimo recurso para

infecgBes causadas por isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B.

Palavras-chaves: Nitrato de Galio; K. pneumoniae resistentes a polimixina B;

Reposicionamento farmacoldgico; Atividade antimicrobiana; Atividade in vivo.



ABSTRACT

Assumed the importance of iron in bacterial physiology and pathogenicity, iron
uptake and metabolism have become attractive targets for the development of new
antibacterial drugs. In this scenario, the FDA-approved iron mimetic metal Gallium [Ga
(11N] has been successfully repurposed as an antimicrobial drug. Ga (I11) disrupts ferric
iron-dependent metabolic pathways, thereby inhibiting microbial growth. In this study we
found that gallium nitrate 111 (GaN), inhibits the growth of a collection of 20 polymyxin-
resistant Klebsiella pneumoniae strains at concentrations ranging from 2 to 16ug/mL,
using RPMI-HS, in which the low iron content and the presence of human serum better
mimic the in vivo environment. GaN also protected Caenorhabditis elegans from
polymyxin-resistant K. pneumoniae strains lethal infection, with survival rates of >75%.
GaN also showed synergism with polymyxin B, suggesting that a polymyxin B-GaN
combination holds promise as a last-resort therapy for infections caused by resistant

polymyxin B K. pneumoniae strains.

Keywords: Gallium nitrate; Antibacterial activity; Polymyxin-resistant Klebsiella

pneumoniae; Pharmacological repositioning; Antimicrobian activity; In vivo activity.
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1 INTRODUGCAO

Nas Ultimas décadas, observamos um rapido aumento no nimero de isolados
clinicos resistentes a antibidticos, juntamente com a baixa taxa de desenvolvimento e
introducdo de novos antimicrobianos (FERNANDEZ e HANCOCK, 2012). Essa
combinagdo representa uma séria ameaca a medicina humana, podendo resultar na
escassez de recursos para 0 combate de bactérias multirresistentes. O resultado seria o
aumento nas taxas de morbidade e mortalidade associadas a doencas infecciosas, que
poderiam atingir niveis semelhantes aos observados antes da era dos antibidticos
(FERNANDEZ e HANCOCK, 2012). A falta de novos antibi6ticos ¢ um desafio,
principalmente frente a bactérias Gram-negativas, visto que essas bactérias apresentam
uma parede celular muito complexa separando o meio externo do espaco periplasmatico
da bactéria, com estruturas de fosfolipidios, proteinas, lipoproteinas e lipopolissacarideos
(LPS), a presenca dessas estruturas confere as bactérias patogénicas Gram- negativas
resistentes as defesas do hospedeiro dificultando a entrada de agentes antimicrobianos na
célula bacteriana (BARTOLETTI, 2016; WALSH e WENCEWICZ, 2014).

Uma alternativa para combater as infecgdes por microrganismo resistentes é
reutilizacdo de medicamentos ja existentes no mercado farmacéutico, sendo eles
antibidtico ou inibidores de viruléncia (RANGEL-VEGA et al. 2015). Atualmente, o
interesse por farmacos que tem o potencial de atingir o metabolismo dos microrganismos
vem ganhando um maior espaco na pesquisa (WALSH, 2014). Essa abordagem possui
varias vantagens, incluindo diminuicdo dos altos custos e tempo despendido no processo
de desenvolvimento, além da possibilidade de utilizar compostos com propriedades

farmacoldgicas e toxicoldgicas ja conhecidas (RANGEL-VEGA et al. 2015).

O galio, é um metal que, apesar de ndo ter uma funcdo essencial conhecida,
apresenta diversas atividades biolégicas como atividades antitumorais e anti-
inflamatdrias e, vem se destacando principalmente pelo seu efeito antibacteriano em
isolados clinicos resistentes a varios farmacos. Muitas das atividades do galio derivam
de suas semelhancas quimicas com o ferro, e isso permite que o galio siga muitas vias
importantes de captacdo e transporte no metabolismo microbiano. Porém sdo as
diferengas entre galio e ferro, no entanto, que sdo responsaveis pelos efeitos terapéuticos
do galio e sua baixa toxicidade, resultando assim em um agente promissor para 0
reposicionamento de farmacos no intuito de inibir a agéo antimicrobiana (HEDLEY et al.
1988).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia bacteriana como um dos grandes desafios atuais.

A introducéo das sulfonamidas, em 1930, representou uma luz no tratamento das
infeccdes bacterianas. E a partir de 1940 a 1960, a descoberta da acdo antimicrobiana de
produtos naturais, deu inicio a chamada “revolucdo dos antibidticos” (LIVERMORE,
2012). Posteriormente, o fluxo de descoberta de novos antibidticos passou a apresentar
um declive devido a trés principais fatores: 1) dificuldade técnica de descobrir novos
antibioticos, especialmente para bactérias gram-negativas, pois as mesmas apresentam
uma parede celular espessa e que apresentam uma complexidade como demonstrado na
Figura 1; 1) complexidade nos processos regulatorios para novos antibiéticos e 111) o fato
de que dos tratamentos de curta duracdo, sdo menos lucrativos para a industria
farmacéutica (apud LIVERMORE, 2012).

Figura 1. Representacdo da organizagdo da parede celular de uma bactéria Gram-negativa.
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Fonte: Figura autoral, 2021.

A demanda por novos tratamentos antibacterianos vem crescendo cada vez mais
ao longo dos anos, principalmente por patogenos que fazem parte de um grupo
denominado como ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K.
pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter spp. (CHOIl etal., 2019). Esses
microrganismos apresentam habilidades intrinsecas para desenvolver novos mecanismos

de resisténcia, permitindo que a proxima geracéo de bactérias exiba também a resisténcia
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a medicamentos (CHOI et al., 2019). Com o surgimento da enzima metalobetalactamase
“New Delhi” (NDM-1) e 0 padréo de propagacao do gene blaNDM-1 gerou uma grande
preocupacdo na complexidade de resisténcia aos antimicrobianos (Da ROSA, 2017). Pois
quando ocorre a associacao das enterobactérias portadoras do gene blaNDM-1 com outros
mecanismos de resisténcia, faz com que a maioria dos isolados tornem-se extremamente
resistentes aos antibioticos de amplo espectro (STRUELENS et al.,, 2010). A
metalobetalactamase subtipo NDM-1 vem se espalhando para diferentes paises,
vinculados principalmente a membros da familia das enterobactérias, como Klebsiella
pneumoniae, um dos agentes etiolégicos comumente relacionados as infeccbes
nosocomiais em todo mundo (Organizacion Panamericana de La Salud, 2011). Novos
antibidticos que visam diferentes caminhos de acdo e, combinacfes de farmacos que
resultam em sinergismo, sdo abordagens de grande importancia que vem sendo
empregadas para o tratamento de infeccdes por bactérias multirresistentes (CHOI et al.,
2019).

O surgimento e a rapida disseminacdo do SARS-CoV-2, agente etiologico da
COVID-19, tornou-se uma ameaca continua para populacdo global, e devido a alta
infecciosidade da doenca, foi promovido numerosas tentativas para identificar um
tratamento potencial (SHARMA, 2020). Acredita-se que 0 uso de medicamentos
individuais em combinacdo com agentes antivirais, podem diminuir o tempo necessario
para a eliminacdo viral ou melhorar as condi¢Ges de saude dos pacientes (SHARMA,
2020). No entanto, entre os medicamentos utilizados o que mais chama a aten¢ao, € 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro com o intuito de prevenir de
doencas secundarias (SHARMA, 2020; RAWSON, 2020). Portanto, essa a¢do gera um
incremento na gravidade das infeccGes associadas a assisténcia a saude, podendo levar ao
surgimento e disseminacao de resisténcia e microrganismos mais virulentos (ROSSATO
et al., 2020).

A resisténcia antimicrobiana estava entre as principais prioridades para a salude
publica global no ano de 2020 (KNIGHT et al., 2021). Com a chegada da pandemia e a
escassez de dados disponiveis para a resolugdo da situacdo, a propagacdo potencial de
resisténcia antimicrobiana pode ocorrer de forma exacerbada devido ao aumento das
taxas de prescricdo de antimicrobianos, e tais agdes podem gerar possiveis colapsos em
programas de saude (RAWSON, 2020).
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Ha mais de uma década, ndo ocorre a producdo de uma nova classe de antibioticos,
e 0 aumento continuo da resisténcia antimicrobiana é uma grande preocupacdo para 0s
servicos de salde, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) alertou que se ndo tomarmos
acOes urgentes a respeito da resisténcia antimicrobiana, podemos entrar em uma “era pos-
antibidtico”, uma era na qual ndo ird mais obter eficiéncia nos tratamentos de infeccoes
promovidas por microrganismos resistentes. (ARYEE e PRICCE 2015; WALSH e
WENCEWICZ. 2014).

2.2 Visdo Geral dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana
A aquisicdo de mecanismos de resisténcia geralmente ocorre devido ao
surgimento de algumas alteracBes genéticas que se expressam bioquimicamente,
(MULVEY e SIMOR, 2009). Onde a associagdo de mecanismos pode leva a
multirresisténcia dos isolados, limitando de maneira drastica as opcdes terapéuticas para

o tratamento das infeccdes causadas por patdégenos multirresistentes (BAPTISTA, 2013).

A resisténcia bacteriana pode ocorrer pela presenca de mecanismos intrinsecos,
ou adquiridos (BAPTISTA, 2013). Os mecanismos intrinsecos, referem-se a existéncia
de genes nos genomas bacterianos que podem gerar um fenétipo de resisténcia (DAVIES
e DAVIES, 2010). J& os mecanismos adquiridos sdo aqueles que de alguma forma
sofreram alteragBes em sua estrutura inicial, através de uma mutacdo no DNA
cromossémico bacteriano ou aquisicdo de um novo material genético, essas alteracdes
sdo divididas em quatro grandes grupos como: a alteracdo da permeabilidade ou do local
de acdo dos antibioticos, bombas de efluxo e 0 mecanismo enzimatico da degradacao ou
inativacdo do antibiotico (Figura 2) (DAVIES e DAVIES, 2010; BAPTISTA, 2013).

Figura 2. Esquematizacéo dos mecanismos de resisténcia bacteriana.
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Fonte: Figura autoral, 2021.
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2.2.1 Alteracao de permeabilidade

A permeabilidade da membrana celular é essencial para que o antibidtico tenha o
efeito desejado, quer seja bactericida quer bacteriostatico (GOODMAN & GILMAN’S,
2008). A membrana externa das bactérias Gram-negativas constitui uma barreira de
permeabilidade seletiva que efetivamente pode oferecer protecdo a varios compostos
nocivos presentes no ambiente extracelular (da SILVA, 2020). A membrana é constituida
de fosfolipidios, lipopolissacarideos (LPS) e por proteinas de membrana externa
denominadas “Outer membrane proteins” (OMP), dentre as quais encontram-se as
porinas. As porinas sao proteinas capazes de formar canais constituidos de agua no seu
interior que permitem a difuséo de solutos hidrofilicos através da membrana externa, e a
expulsio de produtos ndo utilizados pela célula bacteriana (FERNANDEZ e HANCOK,
2012). Quando ocorre a perda ou a diminuicao da expressdo dos genes responsaveis pela
expressdao das porinas, pode haver reducdo da entrada de antimicrobianos na célula,
diminuindo assim a concentracdo interna desse agente, e consequentemente, contribuindo
para o mecanismo de resisténcia aos f-lactamicos. Na maioria das vezes a perda e/ou a
diminui¢do das porinas pode estar associada a produgdo de PB-lactamases, como
demonstrado na Figura 3 (NIKAIDO, 2003).

As mutacgdes que afetam a expressdo das porinas tém um impacto direto sobre a
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos. Estas mutacGes geram varios efeitos na
estrutura celular das bactérias, como a diminuicao ou perda total da funcéo da porina, por
meio da modificacdo do tamanho ou a condutancia do canal de porina ou menor nivel da
expressdo da mesma (da SILVA, 2020). As principais mutacfes responsaveis por esses
efeitos sdo as que resultam na exclusdo ou insercdo na sequéncia dos genes codificadores,
parada na traducdo, e mutacdes que afetam diretamente a regulacdo da expressdo génica
(da SILVA,2020). As mutacGes pontuais na regido promotora podem causar reducédo da
transcricao, resultando na perda da funcéo das porinas. Estudos recentes, demonstram que
alteracOes nas proteinas de membrana externa podem causar resisténcia aos antibioticos
carbapenémicos (HARDER et al., 1981; HANCOCK, 1984; FERNANDEZ e
HANCOCK, 2012; WOZNIAK et al., 2012).
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Figura 3. Representagdo do mecanismo de resisténcia adquirido através da alteracdo da

permeabilidade da parede celular.
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Fonte: Figura do autoral, 2021.

2.1.1. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas presentes nas membranas. Neste tipo de
resisténcia ocorre um efluxo, isto é, o transporte ativo dos antibidticos do meio
intracelular para o meio extracelular (DZIDIC et al., 2007). Este sistema tem funcéo de
bombear moléculas tdxicas do contetdo intracelular para o meio extracelular, em um
processo que ndo envolve a alteragdo ou degradacgdo dos farmacos (Figura 4) (LISTER et
al., 2009; FERNANDEZ e HANCOCK, 2012). Geralmente mutacdes s3o responsaveis
pelo aumento do nivel de expressdo da bomba de efluxo, resultando no aumento da
resisténcia aos compostos. Em alguns casos, as mutacdes podem causar alteracdes de
apenas um aminoéacido, que tornam mais eficiente 0 bombeamento dos antibidticos para
fora da célula. A grande maioria das mutacdes responsaveis pelas alteracdes no transporte
de antimicrobianos por sistemas de efluxo, ocorrem nos genes que codificam proteinas
com uma funcdo reguladora (NILSEN et al., 1996; VETTORETTI et al., 2009;
FERNANDEZ e HANCOCK, 2012). A presenca desse mecanismo foi descrita
inicialmente em 1978 e desde entdo, os sistemas de efluxo, sejam eles de codificacdo
plasmidial ou cromossomal, vem sendo identificados com maior frequéncia
(UGHACHUKWU e UNEKWE, 2012).
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Figura 4. Representacdo do mecanismo de resisténcia bacteriano adquirido através da existéncia

de bombas de efluxo.
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2.2.2 Mecanismos enzimaticos

O mecanismo enzimatico de resisténcia ocorre devido a producdo de enzimas por
bactérias que tem a capacidade de degradar ou inativar o antibidtico (BAPTISTA, 2013).
Existem trés grandes estratégias de mecanismos enzimaticos, tais como, hidrdlise, que
ocorre atraves das estruturas dos antibiéticos que contém grupos ésteres e amidas, fazendo
com que sejam susceptiveis as hidrolases. A quebra da ligacdo destes grupos é feita na
presenca destas enzimas, que podem ser excretadas pelas bactérias, atuando na inativacdo
do antibiGtico antes que este atinja o seu alvo (figura 5) (DZIDIC et al., 2007). A
resisténcia aos P-lactdmicos ocorre devido ao uso indiscriminado do medicamento
associado a exposicao a outros antimicrobianos. Na auséncia de protocolos de controle e
prevencéo de infeccdo hospitalar, essa acdo contribuiu para o surgimento de f-lactamases,
uma familia de enzimas bacterianas capazes de hidrolisar medicamentos. (BLAIR et al.,
2014; WATKINS, 2016; ASLAM et al., 2018). O mecanismo de acdo dessas enzimas é
mediado pela sua capacidade de quebrar a ligagdo amida no anel B-lactdmico presente na
estrutura dos antibioticos. Os genes que codificam a producdo dessas enzimas sofrem
mutacGes constantemente em resposta & pressdo exercida pelos antimicrobianos,
contribuindo para o surgimento de novas classes de enzimas com espectro de atividade
cada vez maior. A sintese das B-lactamases pode ser cromossémica ou mediada por
plasmideos e transposons (BLAIR et al., 2014; WATKINS, 2016; FRIERI et al., 2017;
BUSH, 2018; MOREHEAD e SCARBROUGH, 2018). Outro mecanismo enzimatico é a
transferéncia de um grupo ou processo redox, onde a redugdo induzida ou a oxidagao

ocorre pela bactéria patogénica (DZIDIC et al., 2007).
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Figura 5. Representagdo de uma resisténcia bacteriana adquirida a partir da destrui¢do enzimatica

do antibidtico em algumas bactérias.
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2.3 Polimixina como um agente terapéutico
A polimixina foi originalmente descoberta em 1947 e passou a ser utilizados no
tratamento de infec¢bes bacterianas, porém, na década de 1970 tornou-se restrito e
praticamente abandonado na década de 1980, devido a sua nefrotoxicidade e
neurotoxicidade (DIJKMANS et al., 2015). A resisténcia a polimixina aparece como um
problema grave, pois as polimixinas sdo medicamentos da classe das colistinas,
constituindo um dos ultimos recursos para o tratamento de bactérias Gram-negativas

multirresistentes.

Os mecanismos de acdo da atividade antibacteriana das polimixinas ndo sdo
completamente compreendidos, no entanto, a visdo geral é que as polimixinas atuam
interrompendo as membranas externas e internas bacterianas, através da "absorcéo
autopromovida" (HANCOCK, 1997). O alvo principal de acao das polimixinas é a ligacdo
do farmaco com os lipopolicassacarideos (LPS) presente na membrana externa das
bactérias gram-negativas, pois essa ligagdo promove importantes interacdes eletrostaticas
e hidrofdbicas (VELKOV et al., 2010).

As interacOes eletrostaticas, através da carga positiva de residuos de acido-2,4-
diaminobutirico (Dab) da polimixina, reage negativamente com os grupos de fosfatos
carregados por lipidios. Essa acdo promove o deslocamento de calices divalentes (Mg?*
e Ca?*) que permite a conexdao dos fosfosdiésteres com o lipidio A, desestabilizando assim

a membrana externa (HANCOCK, 1999). Este evento permite que a polimixina insira sua
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regido hidrofébica na membrana externa da bactéria, para interagir com as cadeias

gordurosas do lipidio A.

A interacdo hidrofobica tem a capacidade de gerar rupturas na membrana externa
da bactéria, onde promove o contato do farmaco com a parte interna da membrana
citoplasmatica, no qual é induzido uma troca de fosfolipidios, tal acdo promove um
desequilibrio osmético na célula bacteriana resultando a lise celular (CAJAL, 1996).
Além de seu efeito de interrup¢do da membrana em bactérias Gram-negativas, a ligacéo
de polimixinas ao lipidio A também neutraliza a toxicidade das endotoxinas. Acredita-se
gue um mecanismo antibacteriano secundario de polimixina, seja através da inibicéo de
nicotinamida adenina dinucleotideo familia enzimatica oxidase. Essa atividade inibitoria
tem sido observada em Escherichia coli, K. pneumoniae, A. baumannii, e Mycobacterium
smegmatis (DERIS, 2013).

Desde a introducdo das polimixinas, a atividade bactericida deste farmaco
manteve-se sem grandes alteracbes ao decorrer dos anos (STORM et al., 1977;
LANDMAN et al., 2007). No entanto, ap6s sua reintroducdo casos de resisténcia
polimixina vem sendo relatados. E possivel visualizar em alguns estudos a comprovagio
do que o uso de outros antibioticos em associacdo com a polimixina, pode potencializar
o efeito bactericida do medicamento (FALAGAS et al., 2005; SOBIESZCZYK et al.,
2004).

2.4 Resisténcia a polimixina

A resisténcia a polimixina se agrava pelo fato de que alguns paises ndo possuem
uma politica eficiente sobre o uso de antibidticos em seres humanos e na producéo animal.
A resisténcia a polimixina é mediada principalmente pela modificacdo estrutural dos
lipopolissacarideos (LPSs) da membrana e, por meio de sistemas reguladores (BROWN
e DAWSON, 2017). A célula bacteriana tem a capacidade de reduzir a atragédo
eletrostatica entre os grupos fosfato do Lipidio A e a molécula de polimixina, e essa
mudanca na carga da membrana via modificacéo lipidica impede que o farmaco se ligue
e promova a lise celular, levando a resisténcia (TRIMBLE et al., 2016; WATKINS et al.,
2016; BROWN e DAWSON, 2017).

O mecanismo mais comum é modificacdo da estrutura quimica do Lipideo A
atraveés da biossintese e adicdo de fosfoetanolamina (pEtN) e L-4-aminoarabinose (L-
AradN). Alteracbes que ocorrem devido a ativacdo de sistemas, regulados de forma

23



negativa pelo gene mgrB. Os dois componentes Pho-PQ do sistema atuam como um
regulador principal da resisténcia a polimixina. Em resposta a concentragdes sub-letais
de polimixina, o sensor de quinase PhoQ ira fosforilar o PhoP, levando a ativacdo do
sistema PmrA-PmrB via proteina PmrD. Consequentemente, o sistema PmrA-PmrB ativa
a expressdo do operon arnBCADTEF, necessario para a modificacdo covalente de grupos
fosfato no lipido A. Todas essas modificagdes estruturais diminuem a carga negativa da
membrana, evitando a interacdo coma polimixina (OLAITAN et al., 2014; BARON et
al., 2016; JEANNOT et al., 2017).

2.5 Emergéncia de isolados de K. pneumoniae resistentes a polimixina e a busca
por alternativas terapéuticas

A polimixina é um medicamento de Ultimo recurso para tratar infec¢des causadas por
microrganismos resistentes, porém a prescricdo desde farmaco vem sendo realizada
frequentemente em hospitais brasileiros, pelo aumento de aparecimentos de infec¢fes
agudas geradas por microrganismos Gram-negativos que apresenta resisténcia a varios
antimicrobianos (BARTOLLETI et al., 2016). As taxas de isolados de K. pneumoniae
resistente a polimixina B apresentou um aumento de 24,1%, comparando o periodo no
inicio da pandemia do COVID-19 (2019) com o periodo pandémico (GASPAR, 2021).
Um estudo realizado em Sdo Paulo em isolados de K. pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC), demonstrou que o indice de resisténcia a polimixina variou de 0%
em 2011 para 27% em 2015 (BARTOLLETI et al., 2016; SAMPAIO e GALES, 2016;
ROSSI et al., 2017). E de acordo com Da Silva, et al., o desfecho dos pacientes com
infeccdes de K. pneumoniae resistentes a polimixina no ano de 2020 revelou um aumento
de 60% na taxa de mortalidade. A exposicdo prolongada a varios antimicrobianos pode
ter sido um fator determinante para o desenvolvimento e disseminagdo dessa resisténcia
(TRIMBLE et al., 2016; WATKINS et al., 2016; BROWN e DAWSON, 2017; AIRES et
al., 2016).

Devido a situacdo de escassez de terapias no combate a isolados bacterianos
multirresistentes, o grupo de pesquisa em biologia molecular e microrganismos
(GPBMM) vem se importando com a causa e tem como uma de suas principais linhas de
pesquisas, a caracterizagdo dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana e
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o0 controle de bactérias
multirresistentes. Essa situacéo gera uma grande preocupacao na satde em todo o mundo,

pois infecgdes causadas por microrganismos multirresitentes apresentam altas taxas de
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morbidade e mortalidade de pacientes hospitalizados (da SILVA, 2020). Além disso,
diversos compostos estdo sendo testados e estdo apresentando um alto potencial de
atividade antimicrobiana frente a isolados de K. pneumoniae resistente a polimixina,
dentre eles oOleos essenciais, tais como o de Cinammomum cassia (L.) sozinho ou em
combinacdo com a polimixina (VASCONCELOQOS, 2020a).

2.6 Reposicionamento de farmacos como uma alternativa frente a
microrganismos multirresistentes

O processo de descoberta e desenvolvimento de um novo medicamento passa por um
longo e caro processo de regulamentacdo, pois 0os medicamentos além de apresentar
segurancga, necessitam também da comprovacao de sua eficacia em todas as faixas etérias
e em todos os grupos raciais e étnicos (EICHBORN et al., 2011). O caminho ligado a
criacdo e formulacdo de um farmaco inédito, leva de 2 a 3 anos para a descoberta e
validacdo da finalidade, 5 meses a 1 ano para selecionar os protétipos com atividade
biologica, e mais 1 a 3 anos para otimiza-los. Os ensaios para a determinagdo das
propriedades ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade)
usando modelos animais demoram em média de 1 a 2 anos, para a avaliacdo de seguranca
e eficacia em ensaios clinicos. Para a aprovacdo dos Orgaos regularmentadores e a

chegada no mercado, varia de um intervalo de 1 a 2 anos (LI e JONES, 2012).

Recentemente, o termo de reposicionamento ou reaproveitamento de farmacos sao
utilizados para novos usos de antigos farmacos, ou ainda, refere-se ao processo de
encontrar novos usos fora do escopo da indicacdo médica original para farmacos ja
existentes (ASHBURN & THOR, 2004). Essa técnica é utilizada ha muito tempo,
havendo registro de seu uso desde meados do século passado (ARONSON, 2007). As
pesquisas utilizando a abordagem de reposicionamento de farmacos vém ganhando forca
no ambito da pesquisa, principalmente em medicamentos que conseguem atuar

diretamente em vias metabdlicas.

2.7 Galio como um promissor agente antibacteriano
O Galio, foi descoberto em 1875 pelo quimico francés Paul Emile Lecoc de
Boisbaudran e é um elemento pertencente ao grupo 3A da tabela periddica, que pode
facilmente ser encontrado na crosta terrestre como subproduto da exploracéo de aluminio
a partir da bauxita (CHITAMBAR, 2016; LU et al., 2017). O Galio é conhecido por acéo

de agente de diagndstico e agentes terapéutico no cancer, e em distdrbios de metabolismo
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0sseo (BERNSTEIN et al., 2011). Seu estado de oxidacdo mais abundante é o Ga?", que
vem sendo bastante utilizado para a producdo do composto nitrato de gélio (GaN)
(MACIAS-MACIAS et al., 2019). Clinicamente, 0 GaN para injecdo intravenosa
(Ganite®) ¢ aprovado para uso no tratamento de hipercalcemia de malignidade. O GaN
demonstrou eficacia clinica em mieloma multiplo, cancer de bexiga, linfoma, cancer de
ovario e carcinoma hepatocelular (BERNSTEIN, 1998; BERNSTEIN et al., 2011).

Galio apresenta propriedades semelhantes com o ferro, como potencial de
ionizacdo e afinidade eletrénica. Sabendo que o ferro é um elemento primordial no
metabolismo de vérios organismos, sendo adquirido do ambiente na forma de ions Fe®*,
muito se explora o uso de combinagdes com esse composto para uma nova alternativa de
tratamento frente a infecces. S&o as diferencas entre galio e ferro, no entanto, que séo
responsaveis pelos efeitos terapéuticos do galio e sua baixa toxicidade (HEDLEY et al.
1988). Os sistemas bioldgicos muitas vezes sdo incapazes de distinguir galio de ferro.
Entretanto, diferentemente do ferro, o galio ndo pode ser reduzido em meio fisioldgico
para Ga**, o que ocasiona a destruicdo do ciclo biolégico das células e deterioracédo da
parede celular das bactérias, com consequentemente a morte celular (MINANDRI et al.,
2014). Quando presente no metabolismo de bactérias, os ions Ga*" agem impedindo a
expressdo de genes dependentes de ferro e a sintese e reparo do DNA, além de favorecer
0 aparecimento de espécies reativas de oxigénio (ERO) (CHITAMBAR, 2016;
MINANDRI et al., 2014).

A atividade antibacteriana dos compostos galio tanto in vitro quanto in vivo tem
sido mostrada frente a varios patdgenos bacterianos importantes, dentre eles:
Mycobacterium tuberculosis, A. baumanni, S. aureus, K. pneumoniae e P. aeruginosa
(ANTUNES et al.,2012; ARNOLD et al., 2012; HIJAZI et al. 2018a; KANEKO et al.,
2007). O gadlio juntamente com a proteina lactoferrina apresentou resultados
significativos frente isolados de P. aeruginosas, obtendo acdes eficientes de diminuigéo
de ferro no organismo bacteriano possibilitando que o mecanismo de acdo de galio seja
eficiente. Tal acéo resultou em aumento da taxa de separagé@o das bactérias da superficie
de crescimento e desacelerou o crescimento das células aderidas (KANEKO et al. 2007).
Em testes com isolados de A. baumannii o galio demostrou ser muito eficiente na inibigdo
do crescimento bacteriano in vitro, como também apresentou ser ativo na prevengéo de
infeccdo letal por diferentes isolados de A. baumannii (ANTUNES et al. 2012; de
LESELEUC et al. 2012). Estudos realizados com gélio frente isolados de S. aureus,
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indicam que o composto pode ser util no tratamento de infec¢Bes de S. aureus na area
veterinaria em espécies infectadas com o microrganismo, particularmente quando usado
como uma terapia atual ou local (ARNOLD et al. 2012). Trabalhos envolvendo os trés
compostos de galio frente a isolados de bactérias ESKAPE, demostram um comparativo
das propriedades antibacterianas, em meios de teste de suscetibilidade convencionais
caracterizados por diferentes concentragdes de ferro, e composicoes de nutrientes. Onde
0s compostos foram oralmente eficazes sob condi¢Ges que imitam o ambiente in vivo.
Notavelmente, foi descoberto que em meio pobre em ferro necessita de baixas
concentracdes de GaN para inibir o crescimento de A. baumannii, P. aeruginosa e
algumas Enterobacteriaceae (HIJAZI et al. 2018a) e isolados clinicos de K. pneumoniae
(THOMPSON et al. 2015).

Como as outras espécies bacterianas patogénicas mencionadas anteriormente, 0s
isolados de K. pneumoniae tém uma alta demanda por ferro, especialmente no ambiente
hospedeiro. Recentemente um estudo comprovou que um isolado clinico hiper virulento
mostrou-se ter uma propensdo aumentada para a aquisi¢do de ferro. Demonstrando, a
comprovacao de que os isolados de K. pneumoniae hipervirulentas (hvKP) produzem
mais sidero6foros (SP) do que as isolados de K. pneumoniae produtora de carbapenemase
(KPC), tal caracteristica apresenta um mecanismo importante de contribuicdo para a hiper
viruléncia. Os dados apresentados demonstram que todas de hvKP testadas produziram
mais SP do que isolados de (KPC) obtidos de sangue em condicBes pobres em Fe, como
ocorre no hospedeiro humano (RUSSO et al., 2014). Neste estudo, foi testado a hipdtese
de que as cepas de hvKP produzem mais SP do que as cepas de KPC e, que essa
caracteristica € um mecanismo importante que contribui para a hiperviruléncia de K.
pneumoniae. Tal informacdo é de total relevancia para que seja possivel o
desenvolvimento de novos testes de diagnéstico e estratégias preventivas e terapéuticas

no manejo da infeccdo por hvKP.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O presente estudo tem como objetivo explorar a atividade antimicrobiana de GaN

frente a isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B.
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3.2 Objetivos especificos

e ldentificar as concentragdes inibitérias minimas de GaN capazes de
inibirem o crescimento de isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes
a polimixina B;

e Relatar as concentragdes de GaN capazes de inibir a formacéo de biofilme
de isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes & polimixina B;

e Avaliar a atividade in vivo de GaN no tratamento de infecgcdo por K.
pneumoniae resistentes & polimixina B utilizando o modelo alternativo C.

elegans.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados clinicos e identificacao

Os isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B foram obtidos
de pacientes internados em um hospital terciario na regido Centro-Oeste do Brasil.
(ndmero 877.292 / 2014) (da SILVA et al. 2020). Os isolados clinicos foram
armazenados a — 70°C e realizadas culturas no meio agar Mueller-Hinton fresco por 24
horas antes de qualquer teste. Os isolados clinicos foram identificados por Vitek® 2
(bioMérieux, Hazelwood, MO) e confirmadas por tempo de ionizacdo de dessorcdo a
laser assistida por matriz de espectrometria de massa de voo (MALDI-TOF MS),
utilizando um espectréometro Microflex LT (Bruker Daltonics, MA, EUA) (FEHLBERG
et al. 2013). Todos os isolados foram previamente caracterizados em testes moleculares
quanto a presenca de genes de resisténcia (da SILVA et al., 2020).

4.2 Meios e Compostos

O RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) foi utilizado nos testes. O meio foi
complementado com soro humano 10% livre de complemento (RPMI-HS), e utilizado
neste estudo de acordo com descrito anteriormente por Hijazi em 2018. O GaN e o0s
farmacos sistémicos antibacterianos foram obtidos da Sigma-Aldrich. O GaN foi
dissolvido em agua, e os outros farmacos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich).

4.3 Teste de suscetibilidade do GaN
As concentragdes inibitdrias minimas (CIMs) dos antimicrobianos foram

determinadas por meio da microdiluicdo em caldo de acordo com as diretrizes do Instituto
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de Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI) (Clinical and Laboratory Standards Institute
2020). A suscetibilidade antimicrobiana foi determinada utilizando-se os pontos de
referéncia aprovados pelo CLSI (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais 2020) para
os farmacos: amicacina, ampicilina, aztreonam, cefoxitine, ceftazidime, cefepime,
ciprofloxacina, ertapenem, gentamicina, imipenem, levofloxacina, meropenem,
nitrofurantoina, piperaciclina/tazobactam, e sulfametoxonazol/trimetropim sendo
meropenem e imipenem (<1 mg/L, suscetiveis; 2 mg/L, intermediarios; ¢ >4 mg/L,
resistentes) e ertapenem (<0,5 mg/L, suscetiveis; 1 mg/L, intermediarios; e >2 mg/L,
resistentes). Para colistina foi utilizada a Comissdo Europeia de Testes de Suscetibilidade
Antimicrobiana (2020), que propde pontos de corte de concentragdo menor ou igual a 2
pg/ml até maior que 2 ug/ml (<2/>2 ug/ml) (CARVALHAES et al., 2013).

A atividade inibitoria do GaN em isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes
a polimixina B foi avaliada pelo método de microdiluigdo (Clinical Laboratory Standards
Institute, 2015), com pequenas modificacdes. As bactérias foram cultivadas por 24 h em
RPMI-HS, e depois diluidas para se obter 5 x 108 UFC/mL em 200 uL de RPMI-HS, na
presenca de concentragdes crescentes (0,5 a 256 pug/mL) de composto de GaN usando
microplacas de poliestireno de 96 pocos. As placas foram incubadas por 24 ha 37 °C com
agitacdo orbital (110 rpm), e posteriormente foram submetidas a leitura. A CIM de GaN
foi determinada como a menor concentracdo que inibiu completamente o crescimento
bacteriano detectado pela turvagdo ou ndo turvacdo do meio, a qual foi observada
visualmente (Clinical Laboratory Standards Institute, 2015).

4.4 Biofilme

Para avaliar a atividade antibiofilme de GaN, selecionamos 2 isolados de K.
pneumoniae resistentes a polimixina B que apresentavam uma grande producdo de
biofilme. A inibigdo da formacdo de biofilme foi avaliada utilizando-se métodos descritos
anteriormente por Haney et al. em 2015, com modifica¢Ges. Utilizamos uma suspenséo
bacteriana, preparada pela dilui¢cdo de uma cultura overnight cultivada em RPMI-HS. Foi
adicionado aos po¢os de uma microplaca de poliestireno de 96 pocos com fundo em U,
50 puL de meio RPMI-HS em todos os pogos e 100 puL na primeira fileira de GaN, e entdo
foi realizado o método de microdiluigdo do farmaco, posteriormente foi adicionado 50

uL de indculo. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em condigdes estaticas
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para permitir o crescimento bacteriano e a maturacdo do biofilme. No dia seguinte, o
crescimento bacteriano foi quantificado registrando em uma densidade éptica de 600
(ODsoo) em cada poco usando um espectrofotdmetro de microplacas em um comprimento
de onda de 595nm. A densidade Optica das células plancténicas e o meio foram lidos e
posteriormente descartados, e a biomassa aderida foi enxaguada trés vezes com agua
destilada. Posteriormente as células aderidas na placa foram coradas com solugdo de
cristal violeta (CV) 0,1% por 20 minutos e depois enxaguada trés vezes com &gua
destilada para remover o excesso de corante. As células foram ressuspendidas em etanol
70% e foi realizado a leitura dos resultados em uma absorbancia de 595 nm. A quantidade
de inibicdo de biofilme foi calculada em relagdo a quantidade de biofilme cultivada na
auséncia de galio (definido como 100% biofilme) e ao controle de esterilidade do meio
(definido como 0% biofilme). Os resultados foram mediados por duas réplicas biologicas

separadas.

45  Atividade in vivo em um modelo de infeccédo C. Elegans
Nematoides sincronizados, C. elegans AU37 (glp-4; sek-1), foram cultivados para

a fase L4, suspensos em meio NGM (95% tampao M9, caldo BHI (Brain heart infusion)
de 5%, 10 pg/ml colesterol) e adicionado em placas de 6 po¢os com pelo menos 20 vermes
por poco (BRACKMAN et al., 2011). Os nematoides foram infectados com 25 pL. de uma
cultura overnight ajustada a 5 x 108 UFC/mL em meio 4gar NGM no periodo de duas
horas, logo em seguida os vermes foram lavados e expostos a 25 pL de tratamento (256
pg/mL GaN). Nematoides ndo infectados no meio NGM, bem como nematoides
infectados, mas ndo tratados, foram usados como controles. O nimero de nematoides

viaveis e mortos foi avaliado a cada 24 h ao longo de 6 dias de incubacédo a 25°C.

4.6 Anélise estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram tracadas e a estimativa de diferencas na
sobrevivéncia (testes de log-rank e Wilcoxon) foi realizada pelo método Kaplan-Meier
usando GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Um valor p de <0,05

foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS

51  GaN apresenta atividade in vitro frente a isolados clinicos de K. pneumoniae
resistentes a polimixina B

A atividade de GaN e diferentes antibioticos que ainda séo frequentemente
utilizados para o tratamento de infec¢Bes causadas por isolados de K. pneumoniae como
polimixina B, amicacina, cefalotina, ceftazidime e cefepime foram testados frente a um
total de vinte isolados clinicos K. pneumoniae resistentes a polimixina B (Tabela 1). A
concentracéo inibitéria minima (CIM) de GaN variou de 2-32 pg/mL. O tratamento com
GaN exibiu valores de CIM significativamente mais baixos do que o cefalotina (>256
pg/mL) ou cefepime (CIM, 32 a >64 png/mL). Todos os isolados foram resistentes a
polimixina B (CIM, 8-32 pg/mL).

Os dados genébmicos mostraram que o gene blakKPC-2, conferindo resisténcia aos
carbapenemicos, estava presente em todos os isolados clinicos de K. pneumoniae
resistentes a polimixina B, e 0s mesmos carregavam mais de um gene ESBL, incluindo
blacrx-m, blaswv e blarem. O gene de resisténcia a colistina mediado por plasmideos mcr-1
ndo foi detectado. Avaliamos a atividade bactericida do GaN no RPMI-HS, ou seja, em

condicdes que tendem a imitar fluidos bioldgicos.

Tabela 1. Concentraces inibitdrias minimas (CIMs) de seis fArmacos com potencial de a¢do antimicrobiana frente a
isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B.

Isolados Antibidticos CIMs (ug/ml)
clinicos de GaN Polimixina B Amicacina Cefalotina Ceftazidime Cefepime

K.pneumoniae

1 4 8(R) 16(S) >256(R) 8(1) 32(R)
2 8 8(R) 8(S) >256(R) 8(1) >64(R)
3 16 8(R) 16(S) >256(R) 8(1) 16(R)
4 8 8(R) 4(S) >256(R) 8(1) 64(R)
5 8 8(R) 16(S) >256(R) 8(1) 32(R)
6 4 32(R) 2(S) >256(R) 32(R) >64(R)
7 4 16(R) 8(S) >256(R) 32(R) >64(R)
8 4 16(R) 16(S) >256(R) 8(1) >64(R)
9 8 4(R) 4(S) >256(R) 8(1) 32(R)
10 8 16(R) 2(S) >256(R) 64(R) >64(R)
11 16 16(R) 16(S) >256(R) 32(R) >64(R)
12 8 8 (R) >64(S) >256(R) 32(R) >64(R)
15 32 32(R) 16(S) >256(R) 16(R) 32(R)
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18 8 16(R) 16(S) >256(R) 16(R) 32(R)
19 2 16(R) 16(S) >256(R) 8(1) 32(R)
20 8 8 (R) 16(S) >256(R) 32(R) 64(R)
22 8 16(R) 64 (R) >256(R) >256(R) >256(R)
23 4 8 (R) 8(S) >256(R) 16(R) 64(R)
25 2 8 (R) 8(S) >256(R) 8(1) 64(R)
29 4 8 (R) 16(S) >256(R) 16(R) 32(R)

Efeitos antimicrobianos de seis farmacos (GaN, polimixina B, amicacina, cefalotina, ceftazidime e
cefepime) frente a isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B, apresentando resultados:
Susceptivel (S); Resistente (R) e Intermediario (1).

Fonte: Tabela autoral, 2021.

5.2 Atividade antibiofilme de GaN

Para avaliar a atividade antibiofilme de GaN, selecionamos 2 isolados de K.
pneumoniae resistentes a polimixina B que apresentavam uma grande producdo de
biofilme. O gréafico 1 demonstra os efeitos que o GaN apresenta na formacdao de biofilme
por isolados de K. pneumoniae resistente a polimixina B, em um intervalo de
concentragOes que variavam de 1 a 16 ug/mL. Revelando uma boa ac¢do antibiofilme na
concentracédo de 16 pg/mL. Os resultados foram comparados com os controles positivos

e negativos.

Gréfico 1. Inibigdo de biofilme de isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes & polimixina B

por GaN.
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Efeitos de GaN na formacdo de biofilme frente a isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a
polimixina B (Kp) versus controles ndo tratados (C). Diferentes concentrages de GaN expressos em
pg/mL. * p <0,05.

Fonte: Figura autoral, 2021.
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53 GaN promove a sobrevivéncia de C. elegans infectados com isolados clinicos
de K. pneumoniae resistentes a polimixina B

Os resultados promissores obtidos in vitro levaram a uma investigacdo da
capacidade do GaN de inibir a patogenicidade K. pneumoniae resistente a polimixina B
in vivo. Para este objetivo foi utilizado um modelo de infeccdo baseado nos C. elegans.
Este modelo ja foi usado com sucesso no estudo da patogénese e terapéutica K.
pneumoniae (KAMALADEVI e BALAMURUGAN, 2017; KONG et al. 2016).
Nematoides foram infectados por bactérias e sua taxa de sobrevivéncia foi determinada
com e sem tratamento por GaN. A sobrevivéncia dos vermes foi significativamente
aumentada na presenga de 16 ug/mL de GaN, quando comparado com vermes infectados
sem tratamento (Grafico 2).

Gréfico 2. Efeito do GaN na sobrevivéncia de nematoides infectados com isolado clinico de K.
pneumoniae resistentes & polimixina B
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Controle: vermes ndo infectados. *p < 0,05 (n=25 vermes por poco). GaN testado a 16pg/mL.
Fonte: Figura autoral, 2021.

6 DISCUSSAO

A alta propagacéo de uma série de microrganismos resistentes fora dos ambientes
hospitalares vem gerando uma grande preocupagdo ao redor de todo o mundo, pois tal
evento vem resultando uma grande limitac&o da eficacia de varias classes de antibioticos
disponiveis para o tratamento das infecces causadas por patogenos resistentes (CHOI,
2019). Sabendo disso, a ciéncia vem travando uma longa corrida em busca de tratamentos
alternativos. Portanto estdo sendo abordadas varias estratégias para impedir e combater a
disseminacdo desses microrganismos, sendo que uma dessa abordagens é o uso de

substancias com alto poder antimicrobiano que apresentam a capacidade de atingir a
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nutricdo e o metabolismo bacteriano (GOSS, 2018). Além de realizar combinacdes de
farmacos que ja obtém suas propriedades conhecidas e estdo presentes no mercado
farmacéutico que resultam em sinergismo (CHOI, 2019; GOSS, 2018).

A captacgéo de ferro e o seu metabolismo séo considerados alvos importantes na
busca de novos farmacos antibacterianos para novas estratégias antibacterianas
(BALLOUCHE et al., 2009; CHENG et al. 2016). Neste estudo, investigou-se as
propriedades antibacterianas do GaN frente a isolados clinicos de K. pneumoniae

resistentes a polimixina B em experimentos in vitro e in vivo.

O gélio e ferro sdo competidores metabolicos, portanto, para galio ter sua
eficiéncia na atividade antibacteriana € necessario que o meio apresente condicdes
relativas a escassez de ferro (MINANDRI et al., 2014). Estudos prévios relatam de que o
complemento presente no soro humano, quando adicionado ao meio RPMI apresenta um
baixo teor de ferro induzindo uma resposta de privacao de ferro, devido a presenca de
transferina (HIJAZI et al., 2018b). A presenca de soro em meio RPMI, mimetiza o que
ocorre in vivo, proporcionando um ambiente mais adequado para testes de atividade
antibacteriana de galio (HIJAZI et al., 2018b).

Foram realizados trés tipos de testes para explorar o uso de GaN como um agente
antimicrobiano, sendo eles: Testes de atividade antimicrobiana para a determinagéo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), teste de atividade antibiofilme e teste in vivo

utilizando modelo alternativo C. elegans.

Testes de atividade antimicrobiana para a determinacao da concentracao inibitéria
minima (CIM), foi realizado com GaN e com farmacos que sdo atualmente utilizados no
tratamento de infec¢Bes com isolados clinicos resistentes, como: a polimixina B,
amicacina, cefalotina, ceftazidime e cefepime. No estudo que realizamos foi possivel
visualizar as variagdes de concentragdes inibitorias minimas, de cada um dos
medicamentos frente a isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B. Os
farmacos ja utilizados atualmente nos tratamentos apresentaram concentracgdes inibitorias
minimas altas com uma média de variacdo das concentracdes entre 32- >256 pug/mL. O
uso de GaN frente a isolados clinicos resistentes, apresentou a inibicdo em um intervalo
de concentracdo de 2-32 pg/mL, resultando em uma acéo eficaz aos isolados em uma
concentragdo baixa. A partir desses dados € possivel observar que conseguimos obter

resultados promissores de GaN em ensaios antimicrobianos, onde futuramente 0 mesmo
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podem-se tornar um farmaco promissor para o tratamento das infeccGes por
microrganismos resistentes. A eficiéncia de GaN em baixa concentragdo frente a
microrganismos, também foi comprovada em estudos de Xu et. al., em 2017, onde as
bactérias comumente encontradas em infeccdes de queimaduras, como: E. coli, E.
faecalis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. cloacae, A. baumannii, S. maltophilia, S.
aureus e S. epidermidis foram sensiveis ao tratamento com GaN. Os resultados obtidos
mostram que o intervalo de concentracfes de 16 a 64 pg/mL foram os mais efetivos na
inibicdo do crescimento bacteriano. A atividade de GaN foi confirmada pelas alteracbes
micromorfoldgicas que foram encontradas em isolados de E. coli apds o tratamento com
GaN. A membrana celular de E. coli se apresentou aspera, com encolhimento, e também
com danos na parede celular. Em isolados de S. aureus tratados com GaN, ndo foi
diferente, exceto pelas bordas lisas que foram mantidas ap6s o tratamento (XU et al.,
2017).

Os testes utilizando GaN também foi estentendido para teste de atividade
antibiofilme. As bactérias formadoras de biofilmes geram uma grande preocupacao, pois
apresentam a capacidade produzir uma espessa camada extracelular que resulta em uma
protecdo dos microrganismos aos efeitos dos agentes antimicrobianos (HANEY, 2015).
Essas bactérias sdo consideravelmente mais resistentes a antibioticos do que células
planctdnicas, portanto, o tratamento de uma infeccdo apds a formacéo de um biofilme é
frequentemente malsucedido com os antimicrobianos atuais (LOCK, 2015; HANEY,
2015). No presente estudo, conseguimos observar que o GaN possuiu uma atividade
antibiofilme promissora, inibindo os biofilmes produzidos por isolados clinicos de K.
pneumoniae resistentes a polimixina B, em uma concentrac¢do de 16 pg/mL. Esses dados
se alinham com estudos realizados anteriormente que utilizam o GaN como um
contribuinte na inibicdo de biofilmes. De acordo com Kaneco et al.,, o GaN teve a
capacidade de inibir o crescimento de biofilme de isolados de P. aeruginosa em uma faixa
de concentragdo de 0,5 a 10 pg/mL, havendo inibigdo ja em uma concentracdo de 0,5
pg/mL (KANEKO et al., 2007a; CHOI et al., 2019). Experimentalmente, GaN na
concentracdo de 64 uM atuou reduzindo drasticamente tanto o crescimento planctonico,
quanto o biofilme maduro de isolados de A. baumannii (RUNCI et al., 2016). Como
também tem a capacidade de interromper significativamente os biofilmes de K.

pneumoniae e P. aeruginosa em superficies revestidas com plasma, e aumentou a
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sobrevivéncia de C. elegans infectados com isolados de K. pneumoniae e P. aeruginosa
(CHOl et al., 2019).

Além da boa performance do GaN em testes in vitro, 0 mesmo se mostrou
eficiente em testes in vivo em modelo alternativo C. elegans. Foi possivel visualizar a
partir dos resultados que os nematoides sem infeccdo em condigBes favoraveis de
desenvolvimento, mantiveram-se com um percentual de sobrevivéncia absoluto (100%).
Quando os nematoides foram expostos a uma infec¢do por um isolado clinico de K.
pneumoniae resistente a polimixina B, esse percentual de sobrevivéncia decaiu
drasticamente em um curto periodo de tempo, demonstrando assim que a K. pneumoniae
é um agente letal aos nematoides. Quando os nematoides sdo expostos a uma infeccéo
por um isolado clinico de K. pneumoniae resistente a polimixina B, juntamente com um
tratamento de GaN em uma concentracdo de 16 pg/mL, foi possivel visualizar um

aumento significativo na sobrevivéncia dos nematoides.

Todos os dados obtidos ao decorrer deste trabalho, corroboram com varios
trabalhos ja realizados anteriormente por varios pesquisadores que obtiveram resultados
promissores em ensaios com formulagdes de galio em modelos in vitro e in vivo frente a
isolados resistentes. Choi et al.,, em 2019 avaliaram compostos de galio, como Ga
protoporfirina e Ga mesoporfirina de forma isolada e em combinacdo com GaN frente a
isolados de P. aeruginosa resistente a colistina, K. pneumoniae resistente a
carbapenemicos (KPC), A. baumannii e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) em condi¢des limitadas em ferro. Os resultados encontrados
mostraram-se promissores, sendo observado sinergismo entre os compostos de galio
(Protoporfirina de galio e GaN) frente aos isolados de K. pneumoniae, P. aeruginosa e
MRSA. Os resultados encontrados foram confirmados utilizando o ensaio in vivo em
modelo C. elegans. O ensaio de Time Kill revelou que a combinagdo sinérgica de dois
compostos de galio apresentou acdo bacteriostatica frente a isolado de K.
pneumoniae resistente a carbapenemicos e MRSA e bactericida frente ao isolado de P.

aeruginosa resistente a colistina (CHOI et al.,2019).

O composto citrato de galio (GaCi) também apresentou resultados promissores
frente a isolados de K. pneumoniae resistentes a carbapenemicos. O resultado foi
confirmado em testes in vivo utilizando o modelo de infeccdo de ferida murina
(THOMPSON et al., 2015). Os resultados encontrados demonstraram que quando as feridas

eram tratadas com GaCi, o processo de cicatrizagao dos ferimentos ocorria de forma mais rapida

36



e com reducdo da inflamacéo, quando comparado com os controles ndo tratados. Além disso, 0
tratamento com citrato de galio conseguiu prevenir a formacéo de biofilme bacteriano em
curativos, reduzindo significativamente a carga bacteriana, quando em compara¢do com
os controles ndo tratados (THOMPSON et al., 2015).

Uma nova formulagéo de galio denominada meltolato de gélio (GaM) foi utilizada
em modelo murino de feridas de queimaduras que foram infectadas por P. aeruginosa.
Os camundongos foram observados ap0s a queimadura / infeccdo por 7 dias, e a
porcentagem de sobrevivéncia foi registrada para cada grupo. Todos 0s camundongos
tratados com placebo morreram dentro de 48 h apés a infeccdo. No entanto, foi observado
um aumento da sobrevivéncia dos camundongos tratados com GaM, revelando ser eficaz
no tratamento de feridas infectadas por P. aeruginosa. Além dos efeitos locais, 0 GaM
também foi terapeuticamente eficaz na prevencdo da disseminacdo sistémica de
infeccOes preestabelecidas por P. aeruginosa no local da lesdo. Somado a isso, foi bem
tolerado em todas as doses administradas, ndo apresentando sinais clinicos de toxicidade
(DELEON et al., 2009).

O efeito de GaN no crescimento bacteriano no modelo de infeccdo intranasal de
camundongos por A. baumannii, mostrou que essa formulagdo conseguiu prevenir 0
crescimento bacteriano, e acelerou a eliminacdo de resquicios bacterianos dos pulmdes
de camundongos infectados (LESELEUC et al., 2012).

O galio possui alvos terapéuticos diferentes dos antibidticos convencionais, sendo
promissor, principalmente no tratamento de isolados clinicos multirresistentes. A
resisténcia pré-existente a maltiplos antibiéticos ndo compromete a atividade do galio.
Com base nisso, formulacdes com galio podem representar escolhas de Gltimo recurso no

combate a infeccdes por bactérias pan-resistentes (HIJAZI et al., 2018b).

H4, portanto, evidéncias substanciais demonstrando que 0s compostos de galio
tém um amplo espectro de atividade antibacteriana, e seus mecanismos de a¢ao estdo bem
definidos. Este estudo reforca que estudos futuros sdo necessarios para avaliar os efeitos
do GaN sozinho ou em combinagbes com antibidticos usando modelos in vivo,

especialmente camundongos para validar a atividade sinérgica.
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7 CONCLUSOES

Este estudo permitiu concluir que:

e O GaN apresenta um amplo espectro de atividade antimicrobiana in vitro frente a
isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B, apresentando

valores de CIMs que variam de 2 a 32pg/mL;

e O GaN possui a capacidade de interromper crescimento de biofilmes,
demostrando agdo na concentragdo de 16ug/mL frente ao biofilme de K.

pneumoniae resistentes a polimixina B;

e O GaN promove o aumento de sobrevivéncia de C. elegans infectados com
isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a polimixina B, quando comparado

com vermes infectados sem tratamento;

e O GaN poderia representar um farmaco de tltimo recurso para combater infecgdes
por bactérias multirresistentes, porém é necessario estudos aprofundados para a

confirmacéo dessa atividade.
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