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RESUMO

Vitaminas séo substancias organicas presentes em muitos alimentos em pequenas quantidades
e de extrema importancia para o funcionamento do organismo, sdo classificadas em
lipossollveis e hidrossollveis. As vitaminas lipossollveis tém merecido destaque em relacdo
a suas atividades bioldgicas. O carater lipossoluvel dessas vitaminas pode modificar a
permeabilidade da membrana plasmética dos microrganismos, tornando-a mais susceptivel a
penetracdo de substancias, principalmente antimicrobianos, sendo uma possivel alternativa
para modificacdo da resisténcia bacteriana. Alguns estudos relatam que compostos menos
polares sdo mais efetivos, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, devido a
presenca de cadeias polissacarideos, que atuam como barreira para compostos hidrofébicos
ativos na membrana. Neste estudo, as vitaminas lipossolUveis: Colecalciferol (vitamina D),
Alfa-tocoferol (Vitamina E) e Menadiona (Vitamina K), foram utilizadas com o objetivo de
avaliar a atividade antimicrobiana bem como seu potencial modulador, dependente de dose.
Além de comparar sua acdo moduladora com o colesterol e ergosterol. O método de
microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a atividade antibacteriana e antifingica,
frente as linhagens padrdes fangicas de Candida albicans, Candida krusei e Candida
tropicalis e as bacterianas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. A atividade moduladora realizada em associagdo com
aminoglicosideos e antifingicos contra as linhagens flngicas padrdes e as multiresistentes S.
aureus 358, P. aeruginosa 03 e E. coli 27. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para
todos os microrganismos foi >1024 pg/mL, com exce¢do a menadiona frente as bactérias,
com CIM de 64 npg/mL. Foi possivel observar a potencializacdo dos antibioticos,
principalmente quando a concentracdo das vitaminas era aumentada. Entretanto ndo houve
modulacdo dos antifingicos. As solugdes de colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona
demonstraram resultados clinicamente relevantes, a modulacdo de aminoglicosideos, sobre
bactérias multiresistentes. O que representa uma alternativa interessante contra a crescente
resisténcia bacteriana, uma vez que as vitaminas lipossolUveis estdo presentes na alimentacdo,
e ndo apresentam toxicidade ao organismo humano. Sobretudo, estudos pré-clinicos e clinicos
sdo necessarios para verificar a biodisponibilidade e os mecanismos de a¢éo envolvidos nessa
interacdo.

Palavras-chave: Atividade Antimicrobiana, Lipossolubilidade, Modulagdo, Resisténcia
Microbiana, Vitaminas lipossollveis.



ABSTRACT

Vitamins are organic substances present in many foods in small quantities and of extreme
importance for the functioning of the body, they are classified into fat soluble and water
soluble. Fat-soluble vitamins have been highlighted in relation to their biological activities.
The lipid-soluble nature of these vitamins can modify the plasma membrane permeability on
microorganisms, making them more susceptible to penetration of substances, especially
antimicrobial, being a possible alternative to modification of bacterial resistance. Some
studies report that less polar compounds are more effective against gram-positive and gram-
negative bacteria due to the presence of polysaccharide chains, which act as a barrier to
hydrophobic compounds active on the membrane. In this study, fat-soluble vitamins:
Cholecalciferol (vitamin D), Alpha-tocopherol (Vitamin E) and Menadione (Vitamin K), were
used to evaluate the antimicrobial activity as well as its potential modulator, depending on the
dose. Besides comparing their modulating action with cholesterol and ergosterol. The broth
microdilution method was used to determine the antibacterial and antifungal activity,
compared to the standard fungal strains of Candida albicans, Candida tropicalis and Candida
krusei and bacterial Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. And the modulating activity performed in combination with
aminoglycosides and antifungal agents against standard fungal strains and multiresistant S.
aureus 358, P. aeruginosa and E. 03 coli 27. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
all microorganisms was > 1024 mg / mL, the only exception being the menadione on the
bacteria, with MICs of 64 mg / mL. It was possible to observe the potentiation of antibiotics,
especially when the concentration of vitamins was increased. However there was no
modulation of antifungals. The solutions of cholecalciferol, alpha-tocopherol and menadione
demonstrated clinically relevant results to the modulation of aminoglycosides on
multiresistant bacteria. This represents an interesting alternative against the increasing
bacterial resistance, since the fat-soluble vitamins are present in the feed, and do not exhibit
toxicity to the human body. Above all, preclinical and clinical studies are required to assess
the bioavailability and the mechanisms of action involved in this interaction.

Keywords: Antimicrobial Activity. Liposolubility. Modulation. Microbial Resistance. Fat-
soluble vitamins.
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1 INTRODUCAO

Durante séculos se tem apostado na investigacdo e descoberta cientifica de novas
atividades bioldgicas presentes em produtos naturais. Produtos esses que além de alimentar,
sdo amplamente utilizados na medicina popular, uma vez que apresentam amplo espectro de
atividades benéficas a saude.

Os produtos naturais, tanto de origem vegetal quanto animal, possuem a presenca de
um conjunto de compostos quimicos, que podem ser administrados como recursos
terapéuticos, o que tem chamado a atencdo e o interesse cientifico para o desenvolvimento de
novos farmacos. (SIMOES et al., 2010).

Muitos dos produtos naturais estdo incluidos na alimentacdo, apresentando
propriedades benéficas além das nutricionais, sendo chamados de alimentos funcionais, nos
quais sdo encontradas substancias biologicamente ativas como: probioticos, prebidticos,
derivados sulfurados e nitrogenados, pigmentos, vitaminas, compostos fendlicos, acidos
graxos poliinsaturados e fibras (MORAIS, COLLA, 2006).

Vitaminas sdo substancias organicas presentes em muitos alimentos em pequenas
quantidades e de extrema importancia para o funcionamento do organismo (PAIXAO,
STAMFORD, 2004). Devido as suas propriedades fisiolégicas e fisico-quimicas sao
classificadas em lipossolUveis e hidrossolaveis.

As vitaminas lipossollveis tém merecido destaque em relacdo a suas atividades
biolégicas como a intensificacdo da atividade antimicrobiana, mediada por peptideos
enddgenos (catelicidina e defensina), anticancerigena, antioxidante, além de atuar na
modulacdo da sinalizacdo celular e na homeostase, participando do metabolismo 6sseo e do
crescimento celular (MARTINEAU et al., 2011; MUSZKAT et al., 2010; BATISTA et al.,
2007; KLACK, CARVALHO, 2006), justamente por isso, sao apontadas como nutracéuticos,
ou seja, parte dos alimentos que apresentam beneficios a salde, incluindo a prevencao e/ou
tratamento de doencas (PAIXAO, STAMFORD, 2004; MORAIS, COLLA, 2006).

O carater lipossoluvel dessas vitaminas pode modificar a permeabilidade da membrana
plasmatica dos microrganismos, tornando-a mais susceptivel a penetracdo de substancias,
principalmente antimicrobianos. Alguns estudos relatam que compostos menos polares sao
mais efetivos, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, devido a presenca de
cadeias polissacarideos, que atuam como barreira para compostos hidrofébicos ativos na
membrana (PRETTO et al., 2004; GIBBONS, 2004; NICOLSON et al., 1999).
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O colesterol é fundamental para as células animais, participa de inimeros processos
bioldgicos, entre eles a formacdo de membranas, a sintese hormonal e a producdo de cidos
biliares necessarios a absorcdo de gordura pelo intestino, € um precursor dos hormonios
esterdides e da vitamina D, além de auxiliar o metabolismo das outras vitaminas lipossoluveis
(LEANCA et al., 2010). Nos fungos o componente lipidico encontrado na membrana é o
ergosterol, derivado do colesterol, responsavel por inUmeras caracteristicas fisicas importantes
das membranas, tais como estrutura, permeabilidade e modulacdo da fluidez. (SANTOS,
CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

As bactérias ndo possuem colesterol nem ergosterol na sua estrutura, 0os mesmos foram
utilizados por serem complexos lipossoluveis, podendo assim agir sobre o mosaico fluido da
membrana bacteriana e flngica, sendo possivel colacionar com a acdo das vitaminas
lipossolUveis nas membranas microbianas.

O desenvolvimento de infeccGes bacterianas em humanos inclui uma variedade de
bactérias. Dentre elas o Staphylococcus aureus € a espécie mais importante causadora de
infeccdes e diferentes tipos de intoxicacgdes, representa o agente etioldgico mais comum de
infeccdes na pele, pulmdes, 0ssos e no sistema sanguineo (DEURENBERGER et al., 2007;
GELATTI et al., 2009). A espécie Pseudomonas aeruginosa € a principal causa de infeccGes
hospitalares, possui toxinas e enzimas na sua estrutura que propocionam significativo
aumento na sua viruléncia, tornando-a resistentes a antibiéticos, agredindo o trato urinario,
ouvidos e olhos (MURRAY et al., 2008). Escherichia coli é a espécie mais comum do género
Escherichia, associado a infecgdes graves do trato urinario, meningite e gastrenterite
(TORTORA et al., 2008; MURRAY et al., 2010). Klebsiella pneumoniae é um patdgeno de
infeccOes hospitalares, responsavel por surtos em unidades de internacdo intensiva.
Ocasionalmente causa um tipo grave de pneumonia em humanos imunocomprometidos
(TORTORA et al., 2008; DIPERSIO, 2005)

Dentre as principais patologias fungicas oportunistas podemos citar a candidiase.
Candidiase ou candidose é uma infeccdo profunda ou superficial, com localizacdo cutanea,
mucosa, mucocutanea, visceral ou sistémica, causada pelo género Candida, principalmente
por Candida albicans, (ZARDO, MEZZARI, 2004; MARTINS et al., 2002; MACEDO et al.,
2008). Estas leveduras estdo presentes na microbiota normal, apresentando-se patogénicas
quando ocorre uma ruptura do equilibrio biologico (MARTINS et al., 2002).

E cada vez mais presente a busca por novas substancias com atividade antimicrobiana.
Nas Ultimas décadas, entre as atividades farmacoldgicas, a antimicrobiana vem sendo

exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos em
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populacbes bacterianas e flngicas, principalmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al.,
2006).

Durante muitas décadas, foram desenvolvidos farmacos visando combater, de modo
eficiente, infeccBes bacterianas, ocasionando a reducdo da mortalidade causada por doencas
microbianas (SILVEIRA et al., 2006). No entanto, a utilizacdo demasiada desses antibidticos
fez com que os microrganismos desenvolvessem defesas relativas aos agentes
antimicrobianos, com o consequente aparecimento de resisténcia.

Atualmente o problema da resisténcia microbiana tornou-se mais grave devido as
dificuldades para a descoberta e o langamento de novos antimicrobianos no mercado o que
impde sérios obstaculos as opcbes para o tratamento de infeccOes, representando uma ameaca
para a saude publica (FERRONATTO et al., 2007).

Para conseguir combater a resisténcia microbiana recentemente estdo sendo utilizadas
combinagBes mdltiplas de drogas. Essas combinacfes vém sendo utilizadas também entre
antibiodtico, produtos naturais e substancias isoladas com o propdsito de alterar a acdo dos
antibidticos, seja aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO
et al., 2008).

Tendo em vista a potencialidade das atividades bioldgicas que as vitaminas
lipossollveis possuem, sua presenca na alimentacdo e seu baixo indice de toxicidade, o
objetivo do presente estudo foi verificar a atividade antimicrobiana e moduladora,
averiguando principalmente se devido a sua lipossolubilidade as vitaminas conseguem agir na

modulacdo de antimicrobianos sobre a resisténcia microbiana.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Avaliar a atividade antimicrobiana das vitaminas lipossoltveis: Colecalciferol (vitamina D),

Alfa-tocoferol (Vitamina E) e Menadiona (Vitamina K), bem como avaliar o seu potencial

modulador de drogas.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do colecalciferol, Alfa-tocoferol e

Menadiona, para cepas padrdes de bactérias e fungos.

e Verificar a interagdo de colecalciferol, Alfa-tocoferol e Menadiona quando
combinados com antibidticos da classe dos aminoglicosideos e antiflngicos, contra

cepas de bactérias multiresistentes e fungos.

e Analisar o efeito modulador dependente de dose de colecalciferol, Alfa-tocoferol e
Menadiona (CIM/4 e CIM/2)

e Comparar a acao da atividade moduladora das vitaminas com o colesterol e ergosterol.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Vitaminas Lipossolaveis

Vitaminas (vita: vida; amina: grupo de composto nitrogenado) sdo substancias
organicas presentes em muitos alimentos em pequenas quantidades, distintas das proteinas,
dos glicidios e lipidios e de extrema importancia para o funcionamento do organismo, tendo
por finalidade a participacdo em variadas reacGes metabolicas controladas por enzimas e
coenzimas, na forma de co-fatores (CHORILLI et al., 2007).

A auséncia de vitaminas ou absorcdo e utilizacdo impropria na dieta resultam, quase
sempre, em crescimento e desenvolvimento de deficiéncias e outras perturbacfes organicas,
sendo caracteristico de caréncia ou também denominado de avitaminose (auséncia de
vitamina), o que pode desencadear sintomatologia especifica com uma seérie de reacdes
adversas (MARCUS, COULSTON, 2003; SIERRA et al., 2007).

A maioria dos organismos animais, independente dos fatores ambientais, € incapaz de
sintetiza-las por via anabdlica, por essa razéo, as vitaminas precisam ser incluidas nas dietas.
Em geral, sdo necessarias em pouca quantidade e em funcdo da idade, sexo, estado
fisiologico, metabdlico e atividade fisica do individuo. A necessidade é aumentada nos
processos de crescimento, gestacdo, lactacdo, condicdes de esforgos intensos e na ocorréncia
de determinadas doencas (PAIXAO, STAMFORD, 2004; KLACK, CARVALHO, 2006).

As vitaminas lipossolUveis conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma
fonte de energia metabolica, divididos em quatro grupos de vitamina, A, D, E e K, se
destacam por suas atividades bioldgicas e o suprimento destes micronutrientes sdo essenciais
ao crescimento, desenvolvimento e outras funcdes bioldgicas do organismo (PAIXAO, 1998;
CHORILLI et al., 2007).

Os quatro grupos de vitaminas lipossoliveis (Figura 1) sdo compostos isoprendides,
sendo o isopentenil pirofosfato seu precursor ativo, como também precursor de um grande
espectro de biomoléculas como colesterol, possuindo mecanismos de polimerizagcdo similar
em todas as vias biossinteticas (LEHNINGER, 2006).
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Figura 1: Visédo geral da biossintese dos isoprendides.
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3.1.1 Vitamina A

A vitamina A foi a primeira vitamina lipossoltvel a ser identificada, em 1913, isolada
de dleo de figado de peixe. E o termo genérico usado para descrever o retinol e todos os
carotendides dietéticos que tém atividade bioldgica de trans-retinol. A vitamina A natural se
apresenta na forma de ésteres de retinil de cadeia longa. As formas metabolicamente ativas
incluem o retinal (aldeido) e acido retindico (acido) (Figura 2), (GOMES et al, 2005).

Como visto a vitamina A é um alcool (retinol) isoprendide lipossoltvel e insaturado,
encontrado em alimentos de origem animal, no figado, ovos, leite integral e manteiga, na
forma de ésteres. Estando também presente em plantas, na forma de carotendides, precursores
de retinol, com atividade de pro-vitamina A, séo eles: a-caroteno, 3-caroteno, encontrados em
especial em vegetais e frutas alaranjadas, e vegetais verdes folhosos (CHAGAS et al, 2003;
LEHNINGER, 2006).
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Figura 2: Estrutura molecular plana das trés moléculas biologicamente ativas da vitamina A, 1 —
Retinol; 2 — Retinal (trans-retinal) e 3 — Acido Retindico.
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A vitamina A exerce inumeras fun¢bes no organismo, dentre estas, destacam-se por
sua relevancia, a manutencéo da visdo, o retinal é o pigmento dos cones e bastonetes da retina,
que inicia a resposta a luz, produzindo um sinal neuronal ao cérebro. Além de ser essencial a
preservacdo e ao funcionamento normal dos tecidos epiteliais, assim como o crescimento e ao
desenvolvimento, da funcdo imunoldgica e da reproducdo (CHAGAS et al., 2003;
LEHNINGER, 2006; LIRA, DIMENSTEIN, 2010). Comprovadamente, a vitamina A é um
excelente antioxidante (BIANCHI, ANTUNES, 1999). Capaz de atua na defesa do organismo
contra os radicais livres, que estdo implicados na patogenia de muitas enfermidades, alguns
estudos ressaltam a relacdo da vitamina A contra o cancer e isquémica coronaria (MARQUEZ
et al., 2002).

A caréncia de vitamina A leva a uma variedade de sintomas no organismo humano,
destacando, ressecamento na pele, olhos e membranas mucosas, desenvolvimento e
crescimento retardado, além de cegueira noturna que representa o sintoma de diagnostico da
deficiéncia de vitamina A (CHAGAS et al., 2003).
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3.1.2 Vitamina D

E uma vitamina lipossolGvel indispensavel a vérios processos fisiologicos. A vitamina
D é um hormonio esteroidal, que interage com o0ssos, glandulas paratiredides, rins e
intestinos, cuja principal funcdo consiste na regulacdo da homeostase do calcio, formagédo e
reabsorcdo 6ssea (BARRETT, BARRETT, 2003; CARVALHO, BARGE, 2011). Devido ao
papel da vitamina D no metabolismo do calcio, ela tem sido utilizada na prevencao e
tratamento da osteoporose e osteomalacia.

A vitamina D ocorre atraves de duas formas: a vitamina D3 (Figura 3), também
chamada de colecalciferol, produzida através de uma reacdo fotoquimica, catalisada pela
radiacdo utravioleta (UV) da luz solar sobre o 7-deidrocolesterol presente na pele. A vitamina
D3 ndo é biologicamente ativa, mas enzimas do figado e dos rins convertem-na em 1,25-
diidroxicolecalciferol, hormonio que regula a absor¢do do célcio no intestino e o seu nivel nos
rins e 0ssos, através da expressdo génica, evidenciada na Figura 4 (LEHNINGER, 2006;
BARRAL et al., 2007).

Figura 3: Estrutura molecular plana do 1 — Colecalciferol ou vitamina D3, 2 - Ergocalciferol ou vitamina D..
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Fonte: ANDRADE, J.C.

A vitamina D, o ergocalciferol (Figura 3), € um produto comercializado sintetizado a
partir da radiacdo da luz ultravioleta sobre o ergosterol de leveduras, possui semelhancas na
estrutural com vitamina D3, com algumas alteraces na cadeia lateral, ambas tém os mesmos
efeitos bioldgicos (LEHNINGER, 2006; DANTAS et al, 2009).
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Figura 4: Produgdo e Metabolismo da vitamina D.
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A principal fonte da vitamina D é representada pela formacdo enddgena nos tecidos
cuténeos apos a exposicdo a radiacdo ultravioleta B (DANTAS et al., 2009; MARQUES et
al., 2010). A maioria dos humanos depende de uma adequada exposi¢éo ao sol para satisfazer
suas necessidades diérias.

No entanto o processo de sintese da vitamina D € influenciado por varios fatores,
principalmente os que diminuem a sua producéo, dentre eles pode-se citar pessoas que vivem
em latitudes mais a norte, em locais de maior poluicdo, de pele morena, que desenvolva
atividades em locais fechados, que usam roupas que cobrem quase toda a superficie corporal
ou usam protetor solar, visto que a exposicdo a radiacdo solar estd limitada. Sobretudo a
sintese desta vitamina esta diminuida no inverno e durante a noite. (WAGNER et al., 2008;
CARVALHO, BARGE, 2011)

No entanto existe outra fonte alternativa e menos eficaz de se obter vitamina D,
através da dieta, com consumo de produtos com suplementacdo. Por meio da alimentagédo é
possivel adquirir a partir de fontes vegetais, o ergocalciferol (ou vitamina D) e, a partir de
fontes animais, colecalciferol (ou vitamina D3). S&o especialmente ricos em vitamina D 0s
peixes gordos, 6leo de peixe e gema de ovo (DANTAS et al., 2009).

Além do seu papel na homeostase do calcio, varios estudos relatam que a forma ativa
da vitamina D apresenta atividade bioldgica e efeitos mais complexos em relacdo ao
organismo, que contribuem para prevencdo, tratamento e aumento da imunidade contra
algumas doencas, principalmente as autoimunes (MARQUES et al., 2010). Sobretudo uma
das atividades bioldgicas da vitamina D que vem se destacando € a intensificacdo da atividade

antimicrobiana, mediada por peptideos endogenos (catelicidina e defensina), em mondcitos,
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neutrdfilos e outras linhagens celulares. Por exemplo, a vitamina D permite a erradicacdo do
Mycobacterium tuberculosis por macr6fagos humanos através da inducdo do sistema imune
inato, levando a producdo de catelicidina (DANTAS et al., 2009; MARQUES et al., 2010;
MARTINEAU et al., 2011; MUSZKAT et al., 2010).

Evidéncias apontam que a vitamina D apresenta efeito imunomodulador sobre as
células do sistema imunoldgico, principalmente linfocitos T, como na producdo e na agdo de
diversas citocinas. A acdo conjunta da vitamina D com o sistema imunologico vem sendo
alvo de muitas pesquisas, principalmente relacionando a deficiéncia de vitamina D com varias
doengas autoimunes (DANTAS et al., 2009; MARQUES et al., 2010).

A caréncia da vitamina D é um problema existente, entretanto é pouco identificado,
devido as manifestacGes clinicas dessa deficiéncia surgir apenas em uma fase tardia.
(GORDON et al., 2008). A diminuicdo da vitamina D leva a uma reducdo da absorcédo
intestinal do calcio, gerando hipocalcemia, desenvolvimento de raquitismo e aumento do risco
de osteoporose (KULIE et al., 2009).

Recentemente outras doencas estdo sendo associadas a deficiéncia de vitamina D
como: distdrbios musculares, hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 1, infeccOes
micobacterianas, esquizofrenia, pré-eclampsia, asma, rinite e doengas autoimunes, incluindo:
diabetes mellitus insulino-dependente, esclerose multipla, doenca inflamatéria intestinal,
lUpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide (DANTAS et al., 2009; MARQUES et al.,
2010; MUSZKAT et al., 2010; CARVALHO, BARGE, 2011). Ainda, estudos apontam o
aumento do surgimento de neoplasias no colon-retal, mama e prostata devido a deficiéncia de
vitamina D (BANDEIRA et al., 2006, MIMOUNI, SHAMIR, et al., 2009). E importante
salientar que muitas destas doencas incidem apenas na idade adulta, entretanto a
disponibilidade de vitamina D durante os primeiros anos de vida é essencial para evitar o seu
desenvolvimento (CARVALHO, BARGE, 2011).

3.1.3 Vitamina E

Foi isolada pela primeira vez em 1936 a partir do oleo essencial de gérmen de trigo,
sendo uma substancia insolivel em &gua. A sintese foi realizada posteriormente, em 1938,
pelo quimico suico Paul Karrer (CHORILLI et al., 2007).

A vitamina E, descrita como vitamina da fertilidade, é a principal vitamina encontrada

no plasma e na particula de LDL, podendo se apresentar, na natureza, em oito isoformas



32

lipossolaveis, que sdo divididas em dois grupos: tocoferol e tocotriendis (BATISTA et al.,
2007). O processo de metabolizacdo desses compostos é diferenciado, embora o processo de
absorcéo intestinal seja 0 mesmo. Tal diferenciacdo ocorre no figado (GUINAZI, 2004,
BATISTA et al., 2007).

Os grupos tocoferol (alfa, beta, gama e delta-tocoferol) e tocotriendis (alfa, beta, gama
e delta- tocotriendis) (Figura 5), apresentam uma longa cadeia lateral isoprendide saturada e
insaturada, respectivamente, com anel aromatico substituido, que determina o tipo de
isoforma (LEHNINGER, 2006).

Figura 5: Estrutura molecular plana das isoformas dos grupos 1- Tocoferol e 2- Tocotriendis.
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Fonte: BATISTA et al., 2007

Todos os tocoferdis ocorrem a temperatura ambiente, na forma de um 6leo viscoso
amarelo-pélido. Sao insollveis em &gua, solveis em gorduras, 6leos e solventes organicos
(éter, acetona, cloroférmio, metanol, alcool etilico e metilico). Sdo pouco sensiveis ao calor,
luz e &cido, e sensiveis a oxidacdo e bases. Por serem hidrofobicos, os tocoferdis interagem-se
a membrana celular, depositos lipidicos e lipoproteinas do sangue (LEHNINGER, 2006).

A isoforma mais abundante, biologicamente ativa e mais potente antioxidante deste
micronutriente é o alfa-tocoferol (Figura 6), sendo também a isoforma mais explorada, e a
Unica que atende as exigéncias nutricionais para humanos (MARQUEZ et al, 2002;
CATANIA et al, 2009; DIMENSTEIN et al., 2011).
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Figura 6: Estrutura molecular plana do o — tocoferol (Vitamina E)

Fonte: ANDRADE, J.A.

A vitamina E pode ser encontrada naturalmente em diversos alimentos de origem
vegetal, principalmente nos vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos
vegetais e no germe de trigo, ocorrendo uma diferenciacdo entre os isomeros da vitamina E
em cada vegetal. Além de alimentos de origem animal, como gema de ovo e figado
(BATISTA et al., 2007).

Existe um interesse cada vez maior pela vitamina E devido as suas atividades
biologicas, especialmente, pelas funcGes que esta desempenha no organismo como
antioxidante bioldgico, sendo capaz de retardar o envelhecimento e proteger o organismo de
doencas cronicas ndo transmissiveis, como Parkinson, Alzheimeir, quadros infecciosos e
reumaticos, cancer e enfermidades cardiovasculares. Além de proteger as membranas
celulares, oferecendo protecdo contra os efeitos da superdosagem de vitamina A (MARQUEZ
et al., 2002; CHORILLI et al., 2007; BATISTA et al., 2007; BERG, 2010).

Como antioxidante a vitamina E protege os tecidos adiposos do ataque de radicais
livres, sendo capaz de inibir o crescimento das células malignas (SAMPAIO, ALMEIDA,
2009). A industria alimenticia tem empregado a vitamina E como um antioxidante natural, em
seus produtos, tentando assim diminuir o emprego de antioxidantes sintéticos em alimentos
que causam efeitos deletérios ao organismo humano (BATISTA et al., 2007).

O anel aromaético presente na estrutura da vitamina E, associa-se com as formas
reativas dos radicais de oxigénio e outros radicais livres destruindo-os, protegendo os lipideos
da membrana e os &cidos graxos insaturados e contra a oxidacdo, evitando assim danos
oxidativos que geram a fragilidade celular (LEHNINGER, 2006)

Além da sua acdo antioxidante, sdo discutidas as propriedades ndo-antioxidantes da
vitamina E, que atua na modulacdo da sinalizacdo celular e na transcricdo de genes
(BATISTA et al 2007).
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A vitamina E é fundamental para o ser humano. Sua deficiéncia ndo é comum, mesmo
em pessoas que seguem dietas pobres desta vitamina, mas pode se desenvolver em casos de
mé absorcdo de gordura, fibrose cistica e em algumas formas de doenca hepatica cronica e
congénita (DIMENSTEIN et al., 2011).

Alguns estudos evidenciam que a caréncia de alfa-tocoferol tem como principal
sintoma a fragilidade dos eritrocitos, além de contribuir na patogénese da arterosclerose,
diabetes e alguns tipos de cancer, bem como na modulacdo da inflamacao e resposta imune.
Podendo ainda causar anemia hemolitica e afetar o desenvolvimento do sistema nervoso
central, especialmente em recém-nascidos prematuros por conta das concentragcbes mais
baixas de tocoferol no plasma (LEHNINGER, 2006; ROMEU-NADAL, et al., 2006;
DIMENSTEIN et al., 2011).

3.1.4 Vitamina K

A vitamina K foi descoberta em 1929 por Henrik Dam, como um fator anti-
hemorragico. E o nome genérico dado a um ndmero de compostos altamente relacionados
entre si que atuam como co-fatores da enzima y-glutamilcarboxilase (Gla). A denominagéo
vitamina K provém da primeira letra da palavra dinamarquesa koagulation (MOURAO et al.,
2005; KLACK, CARVALHO, 2006).

A vitamina K é amplamente distribuida nos alimentos, sendo que o grupo de vegetais
folhosos verde escuro contém a maior concentracdo, como, por exemplo, espinafre, brécolis e
alguns tipos de alface. As segundas maiores fontes sdo de 6leos e gorduras: 6leos de soja,
canola, algoddo, oliva, amendoim e de milho (FERREIRA et al., 2006). A quantidade de
vitamina K encontrada nos alimentos ¢ influenciada por diversos fatores como a fertilizacdo e
condicGes do solo, clima, area geogréfica, estado de maturacdo e variagdo sazonal (DAMON
et al., 2005).

As formas da vitamina K (Figura 7) sdo: - Filoquinona (vitamina K;) que é a forma
predominante, presente nos vegetais, sendo 0s 6leos vegetais e as hortalicas suas fontes mais
significativas. - Menaquinona (vitamina Kj), sintetizada por bactérias no trato intestinal de
humanos e animais, presente em produtos animais e alimentos fermentados. - Menadiona
(vitamina K3) que é um composto sintético a ser convertido em K, no intestino (KLACK,
CARVALHO, 2006; DORES et al., 2001).
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Figura 7: Estrutura molecular plana biologicamente ativas da vitamina K: 1- Filoquinona, 2- Menadiona, 3-
Menaquinona.
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Fonte: ANDRADE, J.A.

O anel da vitamina K sofre um ciclo de oxidacdo e reducdo, para producdo da
protrombina ativa, proteina encontrada no plasma sanguineo fundamental para a formacéo do
coagulo sanguineo, atua na quebra de determinadas ligac6es peptidicas do fibrinogénio, para
transforma-lo em fibrina, proteina fibrosa responsavel pela estrutura e forma do coégulo
sanguineo (LEHNINGER, 2006). Em esséncia, o ciclo de vitamina K, pode ser considerado
uma via de recuperacdo da vitamina, presente em quantidades nanomolares no figado e em
outros tecidos (OLSON, 1999; DORES et al., 2001).

O figado é o local de sintese de proteinas da coagulacdo dependentes de vitamina K,
por isso é considerado o maior 6rgdo de estoque das vitaminas K, porém, o 0sso cortical
possui uma quantidade de vitamina K como o figado, podendo funcionar como um fornecedor
de filoguinona. No plasma o espectro das vitaminas K circulantes € bem menor que nos
estoques hepaticos ( DORES et al., 2001; KLACK, CARVALHO, 2006 ).

Como citado, a vitamina K é necessaria principalmente para 0 mecanismo da
coagulagdo sanguinea, sendo essencial para a sintese da protrombina. Além de participar, na
sintese de proteinas presentes no plasma e rins. A carboxila¢do da vitamina K esta envolvida
na homeostase, metabolismo 6sseo e crescimento celular (DORES et al., 2001).

A vitamina K possui efeitos inibitorios do crescimento de varias células neoplésicas,
e reducgdo do risco de eventos mutagénicos na fase de proliferagdo celular rapida em fetos e
recém-nascidos (KLACK, CARVALHO, 2006).
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Muitos fatores contribuem na protecdo contra deficiéncia de vitamina K como: a
distribuicdo ampla de vitamina K nos alimentos, o ciclo end6geno da vitamina e a propria
flora intestinal (DORES et al., 2001). No entanto, algumas causas de deficiéncia de vitamina
K se destacam, dentre elas: inadequacéo dietética, devido baixa ingestdo da vitamina; doenca
hemorragica do recém-nato - DHRN (SUTTIE, 1996), ocorre em recém nascidos com
imaturidade hepética, luz intestinal estéril e baixo conteddo de vitamina K no leite materno;
Uso de medicamentos, como drogas anticoagulantes e alguns antibioticos; AlteracGes da
absorcédo intestinal e megadoses de vitaminas A e E antagonizam a vitamina K (OLSON,
1999).

A hipovitaminose K como responsavel por manifestagdes de hemorragia, como
sangramento nasal ou oral, equimoses na virilha, garganta e nas pernas; sinais hemorragicos
sob unhas ou na conjuntiva; melena; hematiria e hematémese, além de hemorragia
retroplacentaria de abortamentos habituais e osteoporose (OLSON, 2000; DORES et al.,
2001).

3.2 Colesterol

O colesterol é uma substancia complexa do tipo lipidio-esteroide, indispensavel no
organismo humano, todas as células sdo capazes de sintetiza-los a partir de um simples
precursor, sendo assim, ndo ha necessidade de sua presenca em dietas. Encontra-se em todos
os tecidos animais, mas especialmente concentrado no figado, nos rins, nas glandulas supra-
renais e no cérebro. (BRANDAO et al., 2005; LEHNINGER, 2006). Sua estrutura molecular
(Figura 8) composta por 27 atomos de carbonos sdo fornecidos por um Unico precursor 0
acetato, e unidades de isoprendides que é intermediario na via de biossintese da producéo do

colesterol.
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Figura 8: Estrutura molecular plana do Colesterol.

Fonte: ANDRADE, J.C.

A maior parte da sintese do colesterol, nos vertebrados, ocorre no figado. O colesterol
sintetizado é exportado em trés formas: colesterol biliar, &cidos biliares, ajudam na digestao
de lipideos, e ésteres do colesterol. O colesterol é composto vital para o organismo, participa
de inumeros processos biologicos, entre eles a sintese de membranas, de alguns 6rgaos
(glandula adrenal e gbnadas), nos tecidos nervosos, desempenha papel isolante, semelhante ao
da capa de fios elétricos, além de ser utilizado como precursor para producdo dos horménios
esterdides e da vitamina D (BRANDAO et al., 2005; LEANCA et al., 2010).

A sintese do colesterol (Figura 9) é um processo complexo com grande consumo de
energia. As células sintetizam colesterol a partir de acetil-CoA. Resumidamente, o processo
de producdo ocorre em quatro etapas: 1- Trés unidades de acetato condensam-se para formar
0 melavonato, intermediario da sintese com seis carbonos. 2- O mevalonato converte-se em
unidades de isopreno ativo. 3- Ocorre a formacdo do esqualeno ndo-ciclico, através da
polimerizacdo de seis unidades de isopreno. 4- Clivagem do esqualeno, formando quatro anéis
do ndcleo esterdide e uma cadeia lateral, acontecendo ainda uma série de mudangas como
oxidagdo, remocdo ou migracdo de grupos metila que levam ao produto final: colesterol
(LEANCA et al., 2010).

Nos mamiferos a sintese de colesterol esta sob controle hormonal, é regulada pelos
horménios glucagon e insulina e pode ser inibida pela concentracéo de colesterol intracelular,

e é transportado no plasma sanguineo como lipoproteinas (LEHNINGER, 2006).
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Figura 9: Resumo da Via Biossintetica do Colesterol.
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E importante salientar, que a estrutura das membranas das células e organelas s&o
constituidas por uma grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados. A fluidez da
membrana relaciona-se a presenca de cadeias insaturadas dos fosfolipidios e do colesterol
presentes, e danos desta camada lipidica produzem efeitos dramaticos, tendem a diminuir e/ou
aumentar a fluidez da membrana (MAFRA et al., 1999; HAKOMORI, 2004).

3.3 Ergosterol

O colesterol é o esterol caracteristico das células animais, mas o0s vegetais, os fungos e
parasitas, sintetizam outros esterois, interiormente relacionado com o colesterol, utilizando a
mesma via biossintetica, até o passo do esqualeno (Figura 10). Nessa etapa as vias se
modificam ligeiramente e outros esterdides sdo produzidos, nos vegetais, o estigmasterol e
nos fungos o ergosterol (LEHNINGER, 2006).



Figura 10: Via Biossintetica do Ergosterol
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Fonte: LEHNINGER, 2006.

O ergosterol (Figura 11) é o componente lipidico fungico, derivado do colesterol.
Especifico e responsavel por vérias caracteristicas fisicas importantes para viabilidade celular,
tais como estrutura, permeabilidade e modulacdo da fluidez das membranas, e tem um papel
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importante na respiragdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa (BOSSCHE et al., 2003;
LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; ARGENTA, 2008; UBINA, 2009)

A inibicdo da sintese do ergosterol pode causar alteracdes na permeabilidade da
membrana plasmatica e inibicdo da proliferacdo de todas as fases do ciclo de vida (SANTOS,
CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; UBINA, 2009).
Além disso, sua auséncia afeta o citocromo C oxidase nas mitocondrias, e aumenta a sintese
de quitina, principal componente da parede celular dos fungos, resultando em uma destrui¢ao
irregular da mesma (MORETTI, 2003; ARGENTA, 2008). A atividade de vérias vias

metabolicas é alterada conforme os niveis de ergosterol sdo modificados (ARGENTA, 2008).

Figura 11: Estrutura molecular plana do Ergosterol.
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Fonte: ANDRADE, J.A.

O processo de biossintese do ergosterol é alvo de alguns antifungicos, devido
principalmente aos eventos de modificacbes na membrana celular, essas drogas, geralmente,
altamente lipossolUveis, combinam-se com o ester6is da membrana, rompendo e alterando a
capacidade da célula de realizar suas funcdes de transporte e permeabilidade (CARVALHO,
2004; SARTORI, 2005).

3.4 Fluidez das Membranas Biologicas

A passagem de agentes quimicos ou substancias através das membranas bioldgicas,
com constituicdo proteica e lipidica, sera influenciada pela sua maior ou menor
lipossolubilidade. Os compostos lipossoluveis atravessam rapidamente as membranas e 0

contrario ocorre com os de baixa lipossolubilidade (BONAMICI, 2009).
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Quando uma molécula do agente quimico ou substancia possui elementos estruturais
que possibilitam a formagdo de pontes de hidrogénio com agua, ocorrerd a diminui¢do da
lipossolubilidade e o aumento das propriedadeas hidrofilicas ou polares (ASHFORD, 2005).

A liossolubilidade da molécula é determinada pela presenca de grupos lipofilicos
(hidrofébicos) ou apolares, representa a facilidade com que uma substéncia pode penetrar em
uma membrana biolégica (DEZANI, 2010).

Além da lipossolubilidade, para absorcdo ocorrer de modo eficiente através da
membrana, € necessario que a substancia ou agente possua uma adequada solubilidade
aquosa. Solubilidade refere-se ao processo pelo qual as moléculas da substancia sdo liberadas
da fase solida e entram na fase de solucdo, onde estara disponivel para ser absorvida
(ASHFORD, 2005; BONAMICI, 2009).

As membranas biologicas sdo fronteiras da célula, definem o limite externo das células
e regulam o transporte molecular, sdo flexiveis, auto-selantes e seletivamente permeaveis a
solutos polares, essas atividades biolégicas devem-se a suas propriedades fisicas. A
membrana dos procariotos difere quimicamente da membrana dos eucariotos, especialmente
pela auséncia de esterdis. Como principais funcdes podemos destacar o transporte de solutos,
producdo de energia por transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa, biosintese de
componentes, secrecao de enzimas e comunicacdo célula-célula (SCHECHTER et al., 2002).

A estrutura das membranas bioldgicas das bactérias Gram-positivas protege sua
membrana citoplasmatica com uma parede celular espessa, denominadas de camadas de
peptidoglicano, que impedem a passagem de compostos hidrofébicos, devido a presenca de
acucares e aminodcidos. Nas bactérias Gram-negativas a membrana é formada por uma dupla
camada lipidica: camada interna formada de fosfolipideos e uma externa contendo
lipopolisacarideos e proteinas. A membrana externa constitui uma barreira adicional a entrada
de algumas substancias como antibio6ticos (SILVA et al., 1999; SCHECHTER et al., 2002;
VOET et al., 2008).

As membranas bioldgicas das bactérias conferem a elas uma permeabilidade seletiva
responsavel por controlar a passagem de substancias e nutrientes para o interior da célula e a
saida de dejetos resultantes de catabolismo. Alteragdes fisico-quimicas da membrana causam
um rompimento da permeabilidade seletiva, provocando a entrada de substancias nocivas ao
metabolismo bacteriano e saida de elementos vitais a célula (TRABULSI et al., 1999).

As membranas sdo impermeaveis a maioria dos solutos polares, mas permeaveis a
compostos ndo-polares. O grau de fluidez depende da composicdo lipidica e da temperatura

da membrana. Quanto maior a proporcdo de grupos lipidicos, maior a fluidez. Em
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temperaturas baixas ocorre pouca movimentacdo lipidica e a bicamada toma uma forma quase
paracristalina, j& temperaturas elevadas, contribuem para uma grande movimentacdo dos
lipideos, e a camada paracristalina se modifica para fluida. Os esterdis presentes nas
membranas dos eucarioticos tendem a moderar os extremos de solidez e fluidez das
membranas (CAMPBELL, 2000; LEHNINGER, 2006).

Os compostos lipossolveis conseguem penetrar mais facilmente nas membranas
bioldgicas, e a concentracdo aumentada de lipideos modifica 0 mosaico fluido da membrana

(Figura 12), tornando-a mais permedvel, aumentando assim sua fluidez, permeabilidade e
instabilidade (GIBBONS, 2004).

Figural2: Modelo do mosaico fluido das membranas biolégicas. Eucariética (1); Procariotica (2) auséncia de
esteroides.
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3.5 Microrganismos e Infec¢bes

O mundo possui uma grande variedade biolégica de microrganismos. Basicamente
podem ser encontrados em todos os ambientes, estando presentes sobre o interior e exterior do
organismo humano, desde o nascimento até a morte. Constituindo a microbiota normal ou
flora (TORTORA et al., 2008).

Microrganismos sdo seres vivos microscopicos, individualmente pequenos para serem
vistos a olho nu. Devido a seu arranjo celular e estrutural séo classificados em procaridticos e
eucaridticos. Apresentam uma diversidade de formas celulares e diferentes tipos de reacGes
quimicas. O grupo de microrganismos inclui bactérias, fungos (leveduras e mofos),
protozoarios, algas microscopicas e virus (VERMELHO et al., 2006; TORTORA et al.,
2008).

Segundo Tortora et al. (2008) a minoria dos microrganismos € patogénica,
responsaveis por muitas infeccdes. Entretanto a maioria realiza a manutencdo do equilibrio
entre 0s organismos Vvivos e 0s compostos quimicos do ambiente, contribuindo para o bem-
estar dos habitantes do mundo.

A manutencdo dos organismos é realizada através da microbiota normal, que
desempenha beneficios, protegem contra doencas, evitam o crescimento de micrébios
nocivos, além de produzir substancias necessarias ao organismo como vitamina K e B.
Infelizmente, quando a microbiota normal sai de seu nicho ela pode causar doengas
(TRABULSI, et al., 2004; TORTORA et al., 2008).

As doengas infecciosas tem sido a causa de morte de milhares de pessoas em todo o
mundo. Quando um patdgeno invade um hospedeiro suscetivel, seu processo, ou parte do seu
ciclo vital ocorre dentro do hospedeiro e como resultado, frequentemente doencas surgem
(MURRAY et al., 2010).

Em meio aos diferentes grupos de patdgenos causadores de infeccdes hospitalares
estdo bactérias, fungos e virus. Contudo, o grupo que mais se destaca € o das bactérias que
compdem a flora humana e que normalmente ndo trazem riscos a individuos saudaveis,
embora possam causar infeccdes em individuos com estado clinico comprometido
(CAMARGO, 2010).



44

3.5.1 Bactérias

As bactérias sdo células procaridticas, relativamente simples, com grande diversidade
de espécies. Apresentam, geralmente, morfologia diversificada dentre elas, esférica ou
ovalada, bastonetes curtos, e curvada com tamanhos que variam em média de 1um a 2um por
1um a 4um (SARTORI, 2010; CAMARGO, 2010).

As espécies bacterianas podem ser caracterizadas por diversos aspectos, como
morfologia, composi¢do quimica da parede celular, necessidades nutricionais, atividades
bioguimicas e fonte de energia (TRABULSI, et al., 2004; TORTORA et al., 2008).

A célula bacteriana possui uma variedade de estruturas, algumas essenciais, presente
em todas as espécies e outras encontradas em determinadas espécies (SCHAECHTER et al.,
2002). A membrana citoplasmatica € uma estrutura essencial, situada no interior da parede
celular, serve como uma barreira seletiva. Composta basicamente de fosfolipideos e proteinas,
entretanto gliceroglicolipideos, hopandides e outros tipos de lipidios também podem ser
encontrados. Suas principais funcdes sdo producdo de energia por transporte de elétrons e
fosforilacdo oxidativa, duplicacdo do DNA, biossintese de componentes e secrecdo de
enzimas. (TRABULSI, et al., 2004; VERMELHO et al., 2006 PRETTO, 200).

As bactérias sdo envolvidas por uma parede celular, estrutura complexa semi-rigida,
responsavel pela forma da célula, composta praticamente por um complexo de carboidrato e
proteina denominado peptideoglicana. A presenca dessa parede confere a manutencdo da
forma bacteriana, previne a ruptura da célula, além de desempenhar um importante papel na
divisdo celular. Clinicamente, a parede celular é importante, pois contribui para a
patogenicidade de algumas espécies e por também ser o local de acdo de alguns antibidticos
(TORTORA et al., 2008).

De acordo com a composic¢ao quimica da parede celular as bactérias sdo classificadas
em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas.

Nas bactérias gram-positivas, a parede celular é composta por muitas camadas de
peptideoglicana, que impedem a passagem de compostos hidrofdébicos, devido a presenca de
acucares e aminoacidos, formando uma estrutura espessa e rigida. Além de possuir na sua
constituicdo, acidos teicdicos, que consistem principalmente em um alcool (glicerol ou ribitol)
e fosfato (SCHAECHTER et al., 2002; TORTORA et al., 2008).

Ao contrario, a parede celular das bactérias Gram-negativas consiste de uma ou
poucas camadas de peptideoglicana e uma membrana externa. Por vez, devido a pequena

quantidade de peptideoglicana as bactérias Gram-negativas sdo mais susceptiveis ao
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rompimento mecéanico. A membrana externa formada basicamente por lipopolissacarideos,
lipoproteina e fosfolipidios desempenha vérias funcBes especializadas, confere uma barreira
para certos antibidticos (penicilina), enzimas digestivas (lisozima), os detergentes, os metais
pesados, os sais biliares e certos corantes (TORTORA et al., 2008).

Por conta das caracteristicas lipossoliveis da membrana externa, as bactérias
desenvolveram canais especiais, chamados de porinas, que permitem a difusdo passiva de
compostos hidrofilicos como aclcares, aminoacidos e certos ions (SCHAECHTER et al.,
2002; TORTORA et al., 2008).

Os agentes antimicrobianos penetram mais facilmente através da parede celular das
Gram-positivas, porém devem atravessar 0s canais de porinas nas gram-negativas
(TRABULSI, et al., 2004). A Figura 13 apresenta um esquema representativo das diferencas

entre os dois grupos de bactérias.

Figura 13: Diferencas morfoldgicas das bactérias Gram-negativas e Gram-positiva.
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Fonte: http://www.reefcorner.org/forum/topic.asp? TOPIC_ID=83813. Acesso em 17 de setembro de 2012.
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3.5.1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compete a familia Micrococcae, ao lado dos géneros
Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Atualmente, o género Staphylococcus possui 33
espécies, destas 17 podem ser isoladas de amostras biologicas humanas (SANTOS et al.,
2007). Normalmente, esse género faz parte da microbiota normal da pele humana, além de
estar presente nas fossas nasais, garganta e intestinos. Desses sitios anatdmicos, as narinas
possuem o maior indice de colonizacdo (CAVALCANTI et al.,, 2005). A espécie
estafilococica de maior interesse é o Staphylococcus aureus (Figura 14), designada assim por
causa da pigmentacdo amarela das colbnias (aureus = Dourado). Atualmente é um dos
microorganismos mais comuns nas infeccdes piogénicas em todo o mundo (CASSETTARI et
al., 2005; TORTORA et al., 2008).

Staphylococcus aureus bactéria Gram-positiva, apresenta-se como cocos esféricos,
com aproximadamente 0,5 a 1,5um de diametro, imoveis, ndo-esporulados e na maioria das
vezes ndo-encapsulados (TRABULSI et al., 2005). Os membros desta espécie sdo germes
anaerdbios facultativos, mesofilos, com temperatura 6tima de crescimento em torno de 30 a
37°C (BRESOLIN et al., 2005). A bactéria S. aureus é expressivamente muito resistente,
sendo capaz de resistir a dessecacdo e ao frio, podendo permanecer vidvel por longos periodos
em particulas de poeira, 0 que contribui para sua ampla distribuicdo (SANTOS et al., 2007).
Além de produzir uma série de enzimas e toxinas (enterotoxinas, a esfoliatina) extracelulares
gue aumentam sua patogenicidade, através do desenvolvimento de resisténcia a antibioticos
(SILVA et al., 2007; TORTORA et al., 2008).

As infecgBes provocadas pelo S. aureus podem ocorre devido a varios fatores, dentre
estes, a colonizacdo direta dos tecidos, a bacteremia primaria ou, as toxinas produzidas
(ANDRIOLO, 2005). Dentre essas infeccdes podem ser citadas infeccdes na pele e no tecido
subcutaneo tais como foliculite, furunculose, carblnculo e impetigo, de acordo com a
localizacdo e outras caracteristicas; infeccbes pdés-cirargicas, osteomielites, pneumonias,
abscessos, endocardites e bacteremia (GONCALVES, MAGALHAES, 1998; LOWY, 1998).
Além das infeccBes, S. aureus pode causar Varios tipos de intoxicacfes, seja por conta de um
processo infeccioso ou ndo, como intoxicacgdo alimentar e sindrome do choque toxico (SILVA
et al., 2007)
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3.5.1.2 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas foi subdivido em varios outros géneros. Possuindo ainda 2 mil
especies, pertencentes a familia Pseudomonadaceae. A principal espécie ¢ Pseudomonas
aeruginosa (MANDELL et al., 2010).

P. aeruginosa (Figura 14) é um bacilo Gram-negativo aerdbico, ndo-esporulado, néo-
fermentador de glicose e movel, devido a presenca de um flagelo polar (FERREIRA, LALA,
2010). Uma das caracteristicas da espécie é a capacidade de produzir um pigmento azul-
esverdeado, designado piocianina e pioverdina. S&o comuns no solo, agua, vegetais e
ambientes hospitalares, e ainda faz parte da microbiota normal do ser humano, encontrado na
pele, orofaringe, perineo, mucosa nasal, sendo o trato gastrointestinal sua principal area de
colonizacdo (MURRAY et al., 2010).

A bactéria P. aeruginosa € invasiva e toxigénica. Possui muitos fatores de viruléncia,
dentre eles merecem destaque 0s componentes estruturais, toxinas e enzimas, entretanto o
papel de cada um ainda ndo foi definido, porém acredita-se que a patogenicidade das
infeccdes causadas por P. aeruginosa seja multifatorial (POLLACK, 2000).

As infeccBes causadas por P. aeruginosa variam desde lesdes superficiais na pele até
septicemias fulminantes. Este microrganismo causa infec¢des tipicamente oportunistas, em
queimaduras, processos cirurgicos, cateterizagdo urindria, meningites, endocardites e
pneumonias, especialmente apos processo de entubacdo, o que pode resultar em bacteremias
severas (MURRAY et al., 2010; SOUZA et al., 2007).

As fontes de maior contaminacdo sdo os aparelhos de respiracdo, sistemas de
hemodialise, pias e artefatos de limpeza (CARMELI et al., 1999; MANDELL et al., 2010).
P. aeruginosa destaca-se como um patdgeno hospitalar devido sua relativa resisténcia aos
antibidticos e a suscetibilidade diminuida aos antissépticos e desinfetantes (ANDRADE et al.,
2003).

3.5.1.3 Escherichia coli

O género Escherichia e composto por cinco espécies, pertence a familia
Enterobacteriaceae. Do ponto de vista clinico, a espécie que apresentar maior destaque é a
Escherichia coli (MURRAY et al., 2010).
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E. coli (Figura 14) encontram-se na forma de bastonetes gram-negativos, néo
esporulados, tamanho entre 1,1-1,5 um por 2-6 pm. Sd0 microrganismos anaerdbicos
facultativos, uma vez que, possuem o0 metabolismo respiratério e fermentativo, com
temperatura de crescimento entre 18° - 44° C. Normalmente encontradas na microbiota
intestinal do homem, especificamente no intestino grosso de seres endotérmicos (VOGT, et
al, 2005; FORTES, 2008).

A bactéria E. coli é considerada inofensiva e um patogeno versatil, as agentes de
infeccbes sdo designadas E. coli enterovirulenta, dividindo-se em quatro classes: E. coli
patogénica (gastroenterites com diarréia aquosa e sanguinolenta, dominante em criangas com
menos de um ano), E. coli enterotoxigénica (doenga diarréica em individuos de todas as
idades), E. coli enterohemorragica (enterocolite hemorragica em individuos de todas as
idades) e E. coli invasora (diarréia sanguinolenta ou ndo, com presenca de leucécitos e muco)
(TRABULSI et al., 2004).

Além da crescente resisténcia, E. coli possui também fatores intrinsecos que
contribuem para sua viruléncia, como antigenos de superficie K, producédo de pili, que fixa o
microrganismo a varios tecidos do hospedeiro; producédo de colicinas, inibem outras bactérias
no mesmo nicho; sintese de hemolisinas e sider6foros, obtém ferro do organismo
possibilitando a multiplicagdo nos fluido organicos; e producdo de citotoxinas, denomonadas
de verotoxinas (ASSIS, SANTOS, 2005; NARCISO et al., 2010; MURRAY et al., 2010).

Os quadro clinicos de colite hemorragica, cistite, nefrite, infeccao diferida cirdrgicas,
septicemia e sobretudo da sindrome uremia—hemolitica estdo associados a uma variedade de
cepas de E.coli (TORTORA et al., 2008; GERMANO P. GERMANO M., 2011)

3.5.1.4 Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella é composto por fundamentais patdgenos humanos, pertence a
familia Enterobacteriaceae, que se destaca devido a seus potentes mecanismos de resisténcia,
sdo encontrados comumente no solo ou na dgua. Os membros desse género que ocorrem com
maior frequéncia sdo Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca (SOULI, et al., 2008;
MURRAY et al., 2010).

Klebsiella pneumoniae (Figura 14) é um bacilo Gram-negativo, encontrado na
microbiota humana, especialmente no trato gastrointestinal. E um patégeno de infeccbes

hospitalares, responsavel por surtos em unidades de internagdo intensiva. Ocasionalmente



49

causa um tipo grave de pneumonia em humanos imunocomprometidos (TORTORA et al.,
2008; DIPERSIO, 2005)

Esta bactéria possui uma capsula proeminente que confere uma maior viruléncia ao
microrganismo, além de produz enzimas betalactamases de espectro expandido, o que
contribui para o aumenta da resisténcia as cefalosporinas, utilizadas para o tratamento de
individuos (MENEZES, et al., 2007; MURRAY et al., 2010).

Figura 14: Imagens bactérias: A - Staphylococcus aureus; B - Pseudomonas aeruginosa; C- Escherichia coli;

D - Klebsiella pneumoniae.

Fonte: LIGHT, 2010; http://www.bioquell.com /technology/microbiology/klebsiella-pneumoniae.
Acesso em 28 de setembro de 2012.

3.5.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucarioticos, heterotroficos, unicelulares (leveduras) ou
multicelulares (filamentosos) e seres ubiquos, sendo encontrados em diversos ambientes,
como agua, terra, ar ou em parasitismo (ALMEIDA, 2008). Seu nucleo é bem definido por
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uma membrana nuclear, constituida por lipideos, glicoproteinas e esterois, similar a
membrana das células animais, um aspecto que representa um sério problema no tratamento
das infeccdes fungicas (SCHAECHTER et al., 2002; TORTORA et al., 2008).

A membrana plasmatica representa uma barreira semipermeavel, composta por uma
porcao hidrofobica e uma hidrofilica, com constituicdo quimica de esterois, principalmente o
ergosterol, responsavel por inimeras caracteristicas fisicas importantes das membranas, tais
como estrutura, permeabilidade e modulacdo da fluidez (SANTOS, CARVALHO, 2001;
THEVISSEN et al.,, 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006). A parede celular ¢ uma
barreira protetora essencial para o crescimento e viabilidade flngica, constituida
principalmente por quitina (SARTORI, 2005; SIDRIN, ROCHA, 2010).

As infecgbes fangicas oportunistas tém aumentado nos ultimos anos, ocorrendo
principalmente em ambientes hospitalares e em individuos imunocomprometidos. As mais
comuns, superficiais e invasivas sdo as causadas por leveduras, especialmente pelo género
Candida (SIDRIN, ROCHA, 2010).

3.5.2.1 Género Candida

O género Candida é composto por cerca de vinte espécies patogénicas e entre estas se
destacam C. albicans, C. krusei, C.tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii e
C. lusitaniae (ZARDO, MEZZARI, 2004; MARTINS et al., 2002; MACEDO et al., 2008).
Estas leveduras estdo presentes na microbiota normal, encontradas geralmente na vagina e
trato gastrointestinal, apresentando-se patogénicas quando ocorre uma ruptura do equilibrio
biologico, geralmente resultante de fatores fisioldgicos e imunoldgicos, ocorrendo um
aumento na multiplicacdo e/ou invasdo destes microrganismos em tecidos, instalando-se a
candidiase ou candidoses (MARTINS et al., 2002).

A candidiase pode ocorrer em dois estagios: superficiais ou profundas, com
localizacdo cutdnea, mucosa, mucocutanea, visceral ou sistémica. Na candidiase cutanea sdo
atingidos os tecidos da mucosa vaginal e mucosa oral, na sistémica o fungo pode atingir
varios orgaos causando candidiase pulmonar, endocardite, fungemia e nefrite (LACAZ et al.,
2002; ALMEIDA, 2008).

Candida albicans (Figura 15), principal levedura do género Candida, cresce

frequentemente nas membranas mucosas da boca, do trato intestinal e geniturinario. As
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infeccbes sdo geralmente resultado do supercrescimento oportunista, quando a flora
competidora é suprimida por antibidticos ou outros fatores (TORTORA et al., 2008).

E considerado o patégeno oportunista mais comum nas candidiases cutaneas e da
orofaringe. Para dar inicio ao processo de infeccdo, a C. albicans expressa fatores de
viruléncia tais como: adesividade, alteracBes fenotipicas e morfolégicas que resultam no
sucesso do processo infeccioso. Além de desenvolver protecdo contra lise osmotica (parede
celular); liberagéo de proteases que facilitam sua entrada no epitélio do hospedeiro; formacéo
de hifas para aumentar a capacidade nutricional e fixacdo ao tecido (CALDERONE; FONZI,
2001; ROSSI et al., 2011).

Candida krusei (Figura 15) corresponde atualmente a 50% das infecc¢Oes invasivas,
frequentemente é encontrada no trato gastrointestinal, trato respiratorio superior e trato
urinario (HURLEY WINNER, 1966; ODDS, 1988; COLOMBO, GUIMARAES, 2003).
Dentre as Infecgbes causadas por C. krusei destacam-se, endoftalmia, artrite e endocardite
(SAMARANAYAKE Y., SAMARANAYAKE L., 1994). Alguns estudos relatam o amplo
repertorio de resisténcia de C. krusei aos antifungicos, especialmente ao fluconazol,
anfotericina B e a 5-fluorocitosina (BARBEDO, SGARBI, 2010).

Candida tropicalis (Figura 15) é uma levedura oportunista encontrada na pele e no
trato digestivo de hospedeiros humanos saudaveis (ODDS, 1998). E considerada a segunda
espécie mais isolada e um dos agentes etoldgico mais comum de candidemia em pacientes
com neoplasias (NUCCI, COLOMBO, 2007). As infeccOes causadas por C. tropicalis
geralmente sdo restritas aos hospedeiros imunocomprometidos, provocando candidiase
disseminada, endocardite, meningite, pielonefrite, vaginite e esofagite (LACAZ et al., 2002;
PRETTO, 2005).

Entre as espécies de Candida, a resisténcia aos antifungicos tem sido um problema
crescente, o que dificulta o tratamento da candidiase e de outras infecgdes causadas por
leveduras (ARAUJO et al., 2005). Alguns fatores de viruléncia do género Candida,
contribuem com aumento dessa resisténcia, como a formacdo do micélio que propicia maior
aderéncia, dificultando a acdo fagocitaria do sistema imune. O mecanismo switching, uma
significativa alteracdo fenotipica na morfologia das colénias das leveduras do género
Candida, além de contribuir para mudancas na sensibilidade & drogas. Normalmente existem
varias diferengas entre as coldnias que apresentam switching e as demais, incluindo mudanca
no formato, estruturas de superficie celular e germinacéo a 37°C, 0 que parece torna-las mais
virulentas (RIBEIRO et al., 2004; ALVARES et al., 2007; ROSSI et al., 2011)
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Figura 15: Leveduras género candida: A) Candida albicans; B) Candida krusei; C) Candida tropicalis

Fonte: AGARWAL et al., 2011.

3.6 Resisténcia Microbiana

O conhecimento do fendmeno da resisténcia a agentes fisicos e quimicos entre 0s
microrganismos data desde o inicio da era microbiana. Devido a introducdo das primeiras
substancias quimicas com finalidade quimioterapica especifica. As bases para o tratamento
farmacolodgico das infec¢fes por microrganismos sédo de 1936, com a utilizagdo clinica de
sulfamidas em humanos e a producédo de benzilpenicilina em1941. O que contribuiu, nas trés
décadas seguintes, para 0 aumento de oito anos da perspectiva média de vida da populacao
(DIAS, MONTEIRO, 2009).

Entretanto, a larga eficicia dos antibidticos foi o fio condutor para o cenério atual da
resisténcia microbiana. Através da sua utilizacdo intensiva, originou-se uma série de
problemas dentre eles o desequilibrio da ecologia humana e uma pressao seletiva crescente no
meio, acelerando o desenvolvimento de formas de adaptacdo e resisténcia pelos
microrganismos aos mecanismos de acdo dos antimicrobianos (DIAS, MONTEIRO, 2009;
QUEIROZ, FERREIRA, 2010).
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A resisténcia microbiana a diversos antimicrobianos e agentes quimioterapicos impGe
sérios obstaculos as opgles para o tratamento de infecgdes, representando uma ameaga para a
salde publica. Ela € uma inevitavel consequencia do uso indiscriminado e de maneira macica
dessas drogas em humanos e animais, associado a fatores como doses subterapéuticas,
inefetividade da droga selecionada, esquemas terapéuticos curtos, baixa penetracdo no local
da infeccdo e do conhecimento indevido das propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas do farmaco para escolha terapéutica (SILVEIRA et al, 2006; COUTINHO
et al 2010).

Mundialmente existem cada vez mais microrganismos resistentes, principalmente
cepas bacterianas, resistentes a maltiplas drogas, com nimero maior de ocorréncia em meio
hospitalar, aumentando a morbilidade, os custos inerentes as prestacdes dos cuidados de
salde, bem como as taxas de mortalidade por infeccdes. Justamente por iSso € necessario
ressaltar que antibidtico € um medicamento capaz de tratar algumas infeccGes e salvar vidas,
porém podem causar danos irreversiveis quando utilizados de forma ndo apropriada
(TRAVASSOS, MIRANDA, 2010).

3.6.1 Mecanismos da Resisténcia Bacteriana

A resisténcia de uma bactéria a um determinado antibiético é determinada, quando
ocorre crescimento, in vitro, em concentragdes mais altas que a maior concentracdo alcancada
pela droga no sitio da infeccdo (TRABULSI, ALTHERTHUM, 2005; TORTORA et al.,
2008). Os dois principais fatores envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos
antibidticos em bactérias sdo a pressao seletiva e a presenca de genes de resisténcia (WITTE,
2000). Esta resisténcia pode ser transmitida entre geracdes de bactérias. Geralmente 0s
microrganismos adquirem resisténcia atraves de mecanismos genéticos, as mutacdes, e muitas
vezes através dos mecanismos bioguimicos, que incluem a sintese de enzimas que inativam a
droga (SCHAECHTER et al., 2002).

3.6.1.1 Mecanismos Genéticos

A resisténcia desenvolvida por muitas bactérias pode ser determinada pelo genoma

bacteriano, que codifica a expressdo de mecanismos bioguimicos capazes de neutralizar o0s
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efeitos dos antibidticos (FERREIRA, 2007). Os mecanismos genéticos basicos sdo mutagéo,
transformacéo, conjugacéo, transposicéo e transducgéo (Figura 16).

A mutacdo é um mecanismo caracterizado pelo grande numero de divisGes que ocorre
na bactéria, resultando na troca de bases nitrogenadas durante a sintese do DNA, levando a
alteragOes nas caracteristicas genéticas da célula bacteriana. A resisténcia adquirida através
deste mecanismo corresponde apenas a um tipo de antibidtico (JACOB, 2005; TORTORA et
al., 2008).

Na transformacédo a bactéria captura do meio, DNA cromossomal ou plasmidial, de
uma bactéria que sofreu lise, adquirindo assim suas caracteristicas. Segundo Rouveix (2007),
esse fenbmeno tem pouca relevancia clinica na passagem de resisténcia nas condicGes
naturais. Aléem de acontecer somente entre bactérias da mesma espécie, sendo constatada
entre hemofilos, neissérias, estafilococos e estreptococos (TORTORA et al., 2008).

Plasmideos transportam genes independentes do DNA cromossémico, que nao sao
essenciais para a vida. Por meio da conjugacdo podem ser transferidos de uma bactéria para
outra, codificando caracteristicas genéticas inexistentes na célula receptora. Normalmente, os
plasmideos possuem genes que atribuem a bactéria resisténcia a antibidticos, permite a
sobrevivéncia bacteriana mesmo na presenca de substdncias nocivas. A conjugacdo é
considerada um importante mecanismo relacionado & transferéncia de resisténcia a
antibidticos (SOUSA JR et al., 2004).

Os plasmideos possuem um conjunto de genes denominado transposons, que Sao
transferidos de um plasmideo para outro, essa transferéncia é denominada de transposicédo
(SRINIVASAN et al., 2002). Frequentemente estd envolvida na importacdo dos genes
causadores do fendmeno da resisténcia transferivel (TAVARES, 2000; BOMONO, SZABO,
2006; MIN et al., 2007).

Transducdo é um mecanismo de transferéncia do material genético do cromossomo ou
do plasmideo de uma bactéria para outra mediada pelos bacteri6fagos. (JACOBY, 2005). A
transducdo de genes da resisténcia bacteriana ndo apresenta importancia pratica, pois
raramente, sucede a incorporacdo de fragmentos de DNA cromossémico com genes de
resisténcia no fago. Sobretudo, o fragmento transferido pode ndo se combinar corretamente
com o cromossomo da bactéria infectada, assim ser hidrolisado ou permanecer no citoplasma
sem se replicar, vindo a desaparecer com a continua multiplicacdo da bactéria (ROUVEIX,
2007). Entretanto ha controvérsias no ambito de transferéncia de resisténcia por transducao,

pois o principal mecanismo de aquisi¢do de resisténcia dos estafilococos, € a transducdo por
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plasmideo, que pode ser simples (contra penicilina G) ou mudltipla (contra a canamicina,
eritromicina, penicilina e tetraciclina) (FERREIRA, 2007; TORTORA et al., 2008).

Figura 16: Mecanismos genéticos de transferéncia da resisténcia bacteriana 1) Transformagdo, 2)
Conjugacéo, 3)Transducéo.
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Fonte: http://www.anvisa.gov.br/servicosaude /controle/rede_rm/cursos/
rm_controle/opas_web/modulo3/mec_animacao.htm. Acesso em 15 de outubro de 2012.

3.6.1.2 Mecanismos Bioquimicos

As bactérias podem adiquirir resistentes aos antibidticos, através do desenvolvimento
de mecanismos bioquimicos, que impossibilitam o antibiético de realizar o seu mecanismo de
acdo dentro da célula bacteriana.

Essencialmente 0os mecanismos bioquimicos possuem trés mecanismos de a¢do contra
o0 antibidtico (Figura 17): 1) Inativagdo do antibi6tico por enzimas, resultando na modificacdo
quimica da estrutura da droga, € no aumento da sintese de substrato com o qual a droga
compete; 2) Alteracdo do sitio alvo do antibi6tico, de forma que a ligacdo da droga ou a
inibicdo da funcdo ndo ocorrem; 3) barreira de permeabilidade, podendo ocorrer diminuicdo
da permeabilidade da célula bacteriana o que impede a droga alcancar o seu alvo em uma

concentracdo critica, além do efluxo do antibidtico, impossibilitando o seu transporte para
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dentro da célula (DAZA et al., 1998; HOOPER, 2005; MIN et al., 2007; VERMELHO et al.,
2007)

Os mecanismos bioquimicos podem acontecer concomitantemente em uma mesma
cepa bacteriana, além de desenvolver uma resisténcia cruzada contra diferentes antibioticos
(CHOPRA et al., 2002).

Um grupo pequeno de espécies bacterianas produz enddsporos, uma estrutura que
contribui para a sobrevivéncia em condicdes de estresse, principalmente no calor, na radiacgéo,
na falta de nutrientes e umidade, sendo apontado como um mecanismo de resisténcia
(VERMELHO et al., 2007, TORTORA et al., 2008).

Figura 17: Mecanismos biogquimicos da resisténcia bacteriana.
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Fonte: http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle
/opas_web/modulo3/mec_animacao.htm. Acesso em 15 de outubro de 2012.

3.6.2 Resisténcia a aminoglicosideos

Aminoglicosideos sdo antibioticos inibidores da sintese protéica, exibem atividade
antimicrobiana contra um amplo espectro de microrganismo como bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, micobactérias e protozoarios (PINSETTA, 2010), sdo geralmente utilizados
no tratamento de bacteriemias, septicemias, endocardites em associagdo com vancomicina e
tuberculose (KATZUNG, 2010).
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O grupo de aminoglicosideos é isolado de Streptomyces spp. (estreptomicina,
neomicina e trombamicina), ou Micromonospora spp. (gentamicina) ou derivados por semi-
sintese (amicacina netilmicina, arbecacina e isepamicina e outros) (DURANTE-MANGONI
et al., 2009). S&do moléculas hidrofilicas, formadas por um anel hexose, que estdo ligados a
varios acucares aminados, através de ligacbes glicosidicas, mas ativos em pH alcalino. O
principal mecanismo de resisténcia estabelecido clinicamente é a producéo de uma enzima
transferase, que inativa o aminoglicosideo por adenilacdo, acetilacdo ou fosforilagdo. Outros
mecanismos sdo relatados como a diminui¢do na concentracdo de aminoglicosideo dentro da
célula alvo, pela reducdo da penetracdo de na célula bacteriana e a altera¢do ou destrui¢do da
proteina 30S, local alvo de ligacdo do aminoglicosideo (KATZUNG, 2010).

3.6.3 Resisténcia Fungica

O numero de farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢Bes fungicas é limitado,
ocorrendo falhas na resposta clinica, devido a eficécia e tolerancia dos agentes antifungicos. O
que representa um grande desafio para a clinica, devido ao crescente nimero de cepas
fangicas resistente aos farmacos antifungicos atualmente comercializados (SCHREIBER et
al., 2007).

A resisténcia fangica caracteriza-se em dois tipos: a primaria ou intrinseca, ja presente
na fisiologia de certos fungos, ocorre sem exposi¢do prévia a drogas. A secundaria ou
adquirida, encontrada ap0s exposicdo a agente antifingico, desenvolvendo resisténcia as
cepas devido principalmente a expressao do gene alterado (KANAFANI, PERFECT, 2008)

Dentre os varios mecanismos bioquimicos de resisténcia fangica a antifangicos, a
reducdo da concentragdo intracelular dos mesmos realizada por transportadores de efluxo é o
principal. Além de ser identificada a modificacdo ou degradacdo da droga no interior da
célula, mudancas na interacdo da droga com o seu sitio alvo ou ainda a interagdo com outras
enzimas (BERGOLD, GEORGIADIS, 2004; SEGATO, 2008).

Sdo varios os fatores que contribuem para o aparecimento, cada vez maior, da
resisténcia fungica, principalmente o uso indiscriminado da terapia antifingica incluindo a
profilaxia e auto-medicacdo (SCHREIBER et al., 2007).
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3.7 Potencial Modulador

Modificadores da atividade antibiotica é um termo usado para substancias que
modulam ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibioticos, como é o caso de
varios produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) ou substancias
isoladas ou sintéticas que alteram a susceptibilidade microbiana a antibioticos por inibicdo de
bombas de efluxo (GIBBONS, 2004; COSTA et al, 2008).

Atualmente combinagBes multiplas de drogas estdo sendo utilizadas no combate a
disseminacdo de bactérias patogénica resistentes a antibidticos. Relatos indicam que
diferentes combinacdes antibidticas testadas in vitro e aplicados em clinicas sdo comuns, € 0
caso da combinacgdo de penicilina com a gentamicina. Essa combinacdo vem sendo utilizada
também entre antibidtico e produtos naturais de origem vegetal que vai alterar a acdo dos
antibidticos, seja aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO
et al., 2008).

Quando a substancia, utilizada na combinacdo, intervém de forma positiva, ou seja,
aumentando a atividade do antibiético, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
quando ha uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibidticos frente a substancia ocorrera
o efeito antagonico (CANTON, ONOFRE, 2010).

Segundo Katzung (2010) o sinergismo antimicrobiano possui trés mecanismos
importantes: 1) Bloqueio das fases sequenciais em sequéncia metabolicas, 2) Inibicdo das
enzimas de inativacdo e 3) Aumento da absorcdo do agente antimicrobiano. Justamente por
isso as combinacdes sinérgicas entre antimicrobianos, produto natural e substancia isolada se
mostram, na maioria das vezes, mais efetivas do que a monoterapia com componentes
individuais. Sendo relatado poucos casos de antagonismo.

A modulacdo de drogas ocorre na maioria das vezes por substancias com caracter
lipofilico, devido principalmente a facilidade da interagdo dessas substancias com as
membranas bioldgicas dos microrganismos. Contudo, Nicolson e colaboradores, 1999 ressalta
gue bactérias Gram-negativas aparentemente sdo mais suscetiveis a compostos apolares,
provavelmente devido a presenca de cadeias polissacarideos, que servem como barreira para
compostos hidrofobicos ativos na membrana.

Teste modulatérios realizados, entre antibidticos e dleos essenciais, demonstram
muitos mecanimos pelos quais o0s 6leos essenciais podem potencializar o efeito dos

antibioticos, devido principalmente seu caracter lipossoltvel. Envolvendo diferentes
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interacOes entre 0s compostos presentes no 6leo e a membrana procariotica (BURT, 2004). O
timol e carvacrol, componentes de Oleo essencial, podem ser eficazes contra o0s
microorganismos através de uma acdo lipofilica na membrana celular, produzindo uma
difusdo da cadeia de polipeptideos da membrana celular e causando dilatacdo e conseqiiente
desestabilizacdo da membrana, desnaturando enzimas essenciais, aumento consequentemente
a permeabilidade celular. Atuando sinergicamente com antibiéticos frente a célula contra a
qual estdo desempenhando a sua atividade (NICOLSON et al.,, 1999; COWAN, 1999;
NOSTRO et al., 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias

As vitaminas lipossollveis utilizadas foram: Cholecalciferol - vitamina D, (+)-o-
Tocopherol — Vitamina E e Menadione - Vitamina K (Sigma Co., St. Louis, USA). Como
controle e comparacdo do mecanismo de acdo foram utilizados o colesterol e ergosterol
(Sigma Co., St. Louis, USA). Algumas propriedades quimicas das substancias citadas estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades quimicas das vitaminas lipossollveis Colecalciferol, (+)-a-Tocoferol, Menadiona e do
colesterol e ergosterol.

PROPRIEDADES QUIMICAS

Colecalciferol (+)-a-Tocoferol Menadiona Colesterol Ergosterol

Fonte Sintética Oleo vegetal Sintética Sintética Sintética
Biologica
Férmula Co7H440 C29H5002 C11H802 C27H450 C28H44O
Empirica
Coloracéo Amarelo Amarelo Amarelo Branco Amarelo

claro/vermelho

Peso molecular 384.64 430.71 172.18 386.65 396.65
(9/Mol)

4.2 Linhagens Bacterianas e Fungicas

As cepas bacterianas utilizadas no teste de concentracdo inibitéria minima foram: S.
aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 15442, E. coli ATCC 10536 e K. pneumonia
ATCC 4362. Ja na avaliagdo da modulacdo de antibidticos foram utilizadas cepas
multiresistentes S. aureus 358, P. aeruginosa 03 e E. coli 27 com perfil de resisténcia

identificado na Tabela 2.
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As cepas flngicas utilizadas na concentracdo inibitéria minima e na modulagao foram:
C. albicans 40006, C. krusei 6258 e C. tropicalis 13803.

Todas as linhagens foram adquiridas da colecdo de microrganismos do Laboratério de
Micologia — UFPB.

Tabela 2: Origem das linhagens bacterianas e perfil de resisténcia das bactérias a antibioticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirargica Ast,Ax,Ami,Amox,Ca,Cfc,Cf,
Caz,Cip,Clo,Im,Can,Szt, Tet, Tob
Staphhylococcus aureus Ferida cirdrgica Oxa,Gen,Tob,Ami,Can,Neo,Para,
358 But,Sis,Net
Pseudomonas Aeruginosa Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami
03

Ast-Aztreonan; Amx- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxicilina, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo-
Neomicina; Para- Paromomicina; But-Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cefepime; Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-Levofloxacina; Mer-Meropenem.

4.3 Meios de Cultura

Nos ensaios bioldgicos foram utilizados os seguintes meios de cultura: Heart Infusion
Agar - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI (Acumedia
Manufacturers Inc.). Todos os meios de cultura foram preparados segundo as especificagoes
do fabricante. Culturas de fungos e bactérias foram mantidas a 4° C em HIA. Antes dos testes,
as linhagens foram inicialmente cultivadas em BHI a 3,7, em seguida, incubadas a 35° C por
24 horas para crescimento microbiano. Para os testes as suspensdes foram diluidas em BHI a
10% até a obtencdo de 10° UFC/mL (NCCLS, 2000).

4.4 Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas no teste de modulagcdo foram antibidticos da classe dos
aminoglicosideos, amicacina, gentamicina e neomicina (Sigma Co., St. Louis, USA),
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preparados em uma concentracdo de 5.000 pg/mL. J& os farmacos utilizados como
antifungico foram: anfotericina B, nistatina, mebendazol e benzoilmetronidazol (Sigma Co.,
St. Louis, USA), com concentracdo de 1024 pg/mL. Todas as drogas foram dissolvidas em
agua destilada e estéril.

Para leitura dos testes foi utilizado o reagente resazurina sédica (Sigma—Aldrich, St.
Louis, MO) um indicador crescimento bacteriano colorimétrico de oxido-reducdo. A
ocorréncia da mudanca de coloracdo azul para rosa devido a reducéo da resazurina indica o
crescimento bacteriano. Resazurina sodica foi diluida em &gua destilada e armazenada a 4° C
protegida da luz (SALVAT et al., 2001; PALOMINO et al., 2002).

4.5 Preparacdo da Solucéo Teste

Para o preparo da solucdo inicial das substancias, foram pesadas 100 mg de cada e
diluidos em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO — Merck, Darmstadt, Alemanha), obtendo uma
concentracdo inicial de 100 mg/mL. A partir dessa concentracdo foi feito uma diluicdo em
agua destilada estéril para atingir a concentracdo de 1024 pg/mL, solucdo utilizada no teste.
Diferentemente a substdncia Menadiona para atingir a concentracdo 1024 pg/mL, foi
novamente diluida em DMSO. O controle com DMSO foi feito para verificar possivel

interferéncia nos resultados.

4.6 Teste Concentracgdo Inibitéria Minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo o método de
microdiluicdo em caldo. A CIM é definida como a menor concentracdo onde nao é observado
crescimento microbiano (NCCLS, 2008). Para realizd-la foi utilizada uma placa de
microdiluicdo estéril com 96 pogos, e preparado um meio de distribuicdo em tubos eppendorf
® contendo uma solugéo de 1 mL composta por 900 uL. de BHI 10% e 100 pL da suspensdo
bacteriana ou fangica. A placa de microdilui¢do foi preenchida no sentido numérico (Figura
18), adicionando 100 uL da solucdo de distribuicdo em cada cavidade, posteriormente foi
realizada a microdiluigdo seriada com 100 uL de cada solucéo teste, com concentragdes finais
variando de 512 a 8 pg/mL, até a penultima cavidade, pois a ultima foi destinada ao controle
do crescimento microbiano. Em seguida as placas foram incubadas durante 24 h a 35° C
(JAVADPOUR et al., 1996).
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Para revelacao das placas com bactérias, foi adicionado 20 pL de resazurina, e ap6s 1
hora em temperatura ambiente foi realizada a leitura. Para os fungos foi observada a turbidez

provocada pelo crescimento.

Figura 18: Representacdo da placa do teste Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), sentido numérico para
prenchimento, variagdo de concentragbes (512 a 8 pg/mL), leitura através da mudanca de coloracédo: azul:

inibi¢do de crescimento, rosa: crescimento.

Sentido numérico

512 ug/mL
256 ug/mL
128 ug/mL
64 pg/mL
32 pg/mL
16 ug/mL

.lnibic.io do O n Sug/mL

crescimento

| CONTROLE

B crescimento

Fonte: ANDRADE, J.C.

4.7 Teste de modulagédo da acéo de antibioticos e antifingicos

Para avaliar o potencial das vitaminas lipossollveis, colesterol e ergosterol como
modificadores da resisténcia aos antibidticos, foi utilizado o méetodo proposto por Coutinho et
al. (2008). As solugdes foram testadas em trés concentragdes subnibitdrias (CIM/8, CIM/4 e
CIM/2). O meio de distribuigéo foi preparado em tubos eppendorf® contendo cada BHI 10%
+ 150 pL da suspensdo bacteriana ou fungica + substancias, atingindo 1,5 mL de solucéo.
Para controle, as solucdo de 1,5 mL possuia apenas BHI 10% + 150 pL de suspensao
microbiana. A placa de microdiluigdo foi preenchida no sentido alfabético (Figura 19),
adicionando 100 pL da solugdo de distribuicdo em cada cavidade, em seguida fazendo
microdiluicdo seriada (proporcdo 1:1) com 100 uL da droga (antibiético e antifingico), até a
penultima cavidade, posteriormente as placas foram incubadas a 37° C por 24 horas. As



65

concentragfes de aminoglicosideos e antifungicos variavam gradualmente de 5000 a 2,44
pug/mL e 1024 a 8 pg/mL, respectivamente. A leitura foi realizada da mesma maneira do teste

de CIM.

Figura 19: Representacdo da placa do teste de modulagdode aminoglicosideos, sentido alfabético para
prenchimento, variacdo de concentracdes (2500 a 2,5 pg/mL), leitura através da mudanga de coloracéo: azul:

inibicdo de crescimento, rosa: crescimento.
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Fonte: ANDRADE,J.C.

4.8 Analise Estatistica

O ndmero de eventos (antagonismo ou sinergismo) foi avaliado e as diferencas foram

estimadas por meio da andlise de variancia (ANOVA) e expressos em graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da atividade antimicrobiana e potencializacdo de drogas pelas
vitaminas lipossoluveis: colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona, frente a bactérias
multiresistentes e leveduras. Até entdo ndo se tinha nenhum registro da utilizacdo das mesmas
como modulador de antimicrobianos, concomitante com outras drogas.

O estudo feito com as vitaminas originou quatro artigos, a serem submetidos,
encontrando-se em processo de traducdo e uma patente, depositada no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial — INPI, aguardando nimero de registro.

LISTA DE PRODUCOES

5.1 Uso de colecalciferol como agente modulador de aminoglicosideos frente a linhagens

bacterianas multiresistentes.

5.2 Analise “in vitro” da modulagdo de aminoglicosideos por alfa-tocoferol frente a linhagens

bacterianas multiresistentes.

5.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e moduladora de menadiona sobre cepas

bacterianas multiresistentes.
5.4 Efeito modulador das vitaminas lipossolUveis sobre Candida spp.
5.5 Patente: Avaliacdo da Atividade Moduladora de vitaminas lipossolUveis caracterizada por

menadiona (vitamina K), Alfa-Tocoferol (Vitamina E) e Colecalciferol (Vitamina D) frente a

bactérias multiresistentes.
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51 USO DE COLECALCIFEROL COMO AGENTE MODULADOR DE
AMINOGLICOSIDEQOS FRENTE A LINHAGENS BACTERIANAS
MULTIRESISTENTES

RESUMO

Este € o primeiro relato da atividade moduladora por colecalciferol. Neste estudo, a solucéo
de colecalciferol foi avaliada contra linhagens de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli multiresistentes. Quando associado com aminoglicosideos,
devido ao seu carater lipossoltvel, sugere-se que o colecalciferol, atuou através de uma acéo
lipofilica nos envoltérios celulares, modulando mais efetivamente P.aeruginosa e E.coli,
quando comparado com S. Aureus. O colesterol e ergosterol compostos lipidico foram
utilizados para verificar a similaridade dos seus mecanismos de acdo com o colecalciferol.
N&o se tem registro da utilizacdo de colesterol e ergosterol como modificadores da acdo de
antibioticos nem de qualquer outra droga, sendo esse o primeiro estudo realizado neste
ambito. Sendo possivel averiguar a analogia do mecanismo de acdo modulador entre o

colesterol, ergosterol e colecalciferol.

Palavras-chave: Aminoglicosideos, Colecalciferol, permeabilidade, Modulagdo, Resisténcia

bacteriana.
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INTRODUCAO

O aumento consideravel do nimero de microrganismos que desenvolveram resisténcia
aos antibidticos representa um obstaculo e impde sérias limitacbes as opcdes para O
tratamento de infeccGes bacterianas, representando uma ameaca para a satde publica.

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por varios mecanismos, incluindo:
alteracdo da estrutura molecular dos antibidticos, enzimas de inativacdo, alteracdo das
proteinas ligadoras da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células, alvos
modificados da DNA-girase, plasmideos de resisténcia, mutacdes de permeabilidade (bomba
de efluxo) e modificacdes ribossémicas (FILE Jr et al., 2000; CATAO et al., 2005;
PIDDOCK, 2006; COUTINHO et al., 2008).

Produtos naturais e sintéticos tém sido avaliados ndo apenas pela sua atividade
antibacteriana, mas para verificacdo de seu potencial modificador contra resisténcia a diversas
drogas, como os aminoglicosideos, encontrados no perfil de resisténcia de muitas bactérias,
podendo muitas vezes ocorrer uma possivel modificagdo no nivel de resisténcia (OLIVEIRA
et al., 2006; COUTINHO et al., 2008; COUTINHO et al., 2010).
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Compostos lipossoluveis sdo citados como modificadores da permeabilidade da
membrana plasmética das bactérias (PRETTO et al., 2004; GIBBONS, 2004; NICOLSON et
al., 1999). Frente a isso, o carater lipossoltvel do colecalciferol pode demonstrar alteracdo na
fluidez da membrana bacteriana, tornando-a mais susceptivel a penetracdo de substancias,
principalmente antibioticos.

A vitamina lipossollvel colecalciferol ou calciferol (Figura 1), vitamina D; é
produzido por irradiacdo da luz ultravioleta B, na pele, ou de forma menos eficaz através da
dieta (DANTAS et al., 2009). Além do seu papel na homeostase do célcio, apresenta
atividade bioldgica e efeitos mais complexos em relagdo ao organismo, como a intensificagdo
da atividade antimicrobiana, mediada por peptideos enddgenos (catelicidina e defensina), em
monacitos, neutrdfilos e outras linhagens celulares (DANTAS et al, 2009; MARQUES et al,
2010; MARTINEAU et al, 2011; MUSZKAT et al, 2010).

Figura 1: Estrutura molecular plana de Colecalciferol

O colesterol € um componente lipidico, necessario para o funcionamento normal do
corpo, desempenha uma importante funcdo estrutural e funcional na membrana plasmatica, e
nas membranas das organelas, atua na sintese de acidos biliares necessarios a absorcao de
gordura e vitaminas lipossollveis pelo intestino; participa da producdo de horménios
esterdides e da vitamina E (LUDKE, LOPEZ, 1999; LEANCA et al., 2010).

As bactérias ndo possuem colesterol na formacdo da sua membrana citoplasmatica,
nem ergosterol, derivado do colesterol, componente lipidico encontrado na membrana dos
fungos, ambos sejam utilizado por serem substancias complexa do tipo lipidio-esterdide
(SANTOS, CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006),
podendo agir sobre 0 mosaico fluido da membrana bacteriana, modificando sua fluidez, sendo

assim possivel colacionar com a agdo do colecalciferol na membrana plasmatica bacteriana.
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HO

Figura 2: Estrutura molecular plana do 1. Colesterol e 2. Ergosterol.

As bacteérias sdo organismos simples encontrados na maioria dos ambientes naturais, a
célula bacteriana apresenta diversas estruturas. Uma estrutura essencial das bactérias € a
membrana citoplasmatica, que participa de inimeras funcGes entre elas a duplicagdo do DNA,
a secrecdo de enzimas, a biossintese de componentes, o transporte de solutos e a producdo de
energia (SCHAECHTER et al., 2002; PRETTO et al., 2005). A parede celular € uma estrutura
que confere a muitas bactérias rigidez, e de acordo com a sua constituicdo as bactérias sdo
divididas em duas classes: Gram-positivas e Gram-negativas, a diferenca entre ambas €
devida principalmente as suas propriedades de permeabilidade e aos componentes de
superficie (TORTORA et al., 2008; SCHAECHTER et al., 2002; PRETTO et al., 2005).

Frente ao exposto o objetivo desse trabalho foi analisar o colecalciferol como agente
modificador contra a multiresisténcia das cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, utilizando o aumento progressivo da sua concentragdo
subinibitdria. Além de verificar a similaridade com o mecanismo de acdo moduladora do

colesterol e ergosterol.

MATERIAL E METODOS

Material Bacteriano

As bactérias utilizadas no teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram as
linhagens padréo de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Escherichia coli ATCC 10536, ATCC e Klebsiella pneumonia ATCC 4362. Para
avaliar a atividade moduladora das solugdes, foram utilizadas cepas bacterianas
multiresistentes, a partir de isolados clinicos: S. aureus 358, P. aeruginosa 03 e E. coli 27,

com o perfil de resisténcia demonstrado na Tabela 01. Foram obtidas a partir da colecéo de
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microrganismos do Laboratério de Micologia — UFPB. Todas as cepas foram mantidas em
Heart Infusion Agar (HIA, Difco laboratorises Ltda.). Antes do ensaio, as células foram
cultivadas a 37° C por 24 h em Caldo Brain Heart Infusion (BHI, difco Laboratories Ltda.).

Drogas
Colecalciferol

Fornecida pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo utilizada nos testes
foi preparada sob um concentracdo de 100 mg/mL, dissolvidos em 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO0), diluida em &gua destilada para atingir a concentra¢do de 1024 pg/mL.
Colesterol e Ergosterol

Fornecidos pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucéo utilizada nos testes
foi preparada sob um concentracdo de 200 mg/mL, dissolvidos em 2 mL de DMSO/Tween
80, apo6s diluida em &gua destilada até uma concentracdo de 1024 pg/mL.

Antibidticos

As drogas utilizadas foram da classe dos aminoglicosideos: amicacina, neomicina e
gentamicina (Sigma Co., St. Louis, USA). As mesmas foram diluidas em agua destilada, para
concentragdo de 5000 pg/ml.

Teste antibacteriano (CIM) e atividade moduladora de antibiéticos

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo o método de
microdilui¢do em caldo. O CIM é definido como a menor concentracdo onde ndo é observado
crescimento microbiano (NCCLS, 2008). Para reliza-lo o inoculo bacteriano foi diluido em
BHI 10% para uma supensédo de 105 UFC/mL. Em uma placa de microdiluicdo com 96 pocos,
foi distribuido 100 pL do inoculo em cada poco, em seguida uma diluicdo seriada foi
realizada com 100 pL da solucdo de colecalciferol, do colesterol e ergosterol, com
concentracdo de 1024 pg/mL. Tendo concentracdes finais variando de 1024-8 pg/mL. As
placas foram incubadas durante 24 h a 35° C. O MIC bacteriano foi determinado atraves da
revelagdo com solucdo de resazurina, 20 ul em cada pogo (JAVADPOUR et al., 1996). Para
avaliar o potencial de colecalciferol, do colesterol e ergosterol como modificadores da
resistencia aos antibidticos, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2008). A
solucBes foram testadas em trés concentracBes subinibitéria (CIM/8, CIM/4 e CIM/2). Em

uma placa de microdiluicdo foi distribuido 100 pL de uma solucdo contendo BHI, inéculo
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bacteriano e as solu¢es em cada poco, sendo posteriomente feita uma diluicdo com 100 pL
das drogas antimicrobianas, as concentragdes variaram de 5.000-2,44 pg/mL. As placas foram
incubadas por 24 h a 37° C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este € o primeiro relato da atividade antibacteriana e potencializacdo de
aminoglicosideos pelo colecalciferol, frente a bactérias multiresistentes. Até entdo ndo se
tinha nenhum registro da utilizacdo do colecalciferol como modulador de antibioticos,
concomitante com outras drogas.

O interesse por substancias isoladas com propriedades antibacterianas tem aumentado,
devido a falta de eficacia nos tratamentos terapéuticos de muitas das infecgcdes existentes,
decorrente do desenvolvimento da resisténcia bacteriana a antibioticos (KOHLER et al.,
1999; LEE et al., 2003, TALEB-CONTINI et al., 2003).

Nos testes da CIM realizados com as linhagens bacterianas padrdes, a solucdo de
colecalciferol ndo apresentou atividade antibacteriana clinicamente relevante, sendo todos 0s
resultados > 1024 pg/mL (Tabela 2).

Quando combinado com os antibioticos da classe de amiglicosideo, foi verificado que
o colecalciferol apresentou diminuicdo da concentracdo inibitéria minima, com resultados
relevantes apatir do CIM/8 quando associado com amicacina e gentamicina reduzindo dois
pontos para Pseudomonas aeruginosa 03, quando associado com neomicina ndo ocorreu
sinergismo mais sim antagonismo diminuindo a eficacia do antibi6tico (Tabela 3).

Quando a substancia, utilizada na combinacdo, intervém de forma positiva, ou seja,
aumentando a atividade do antibidtico, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
quando ha uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibi6ticos frente a substancia ocorrera
o efeito antagbnico (CANTON, ONOFRE, 2010).

Com o aumento da concentra¢do subinibitéria o CIM/4 quando combinada com
amicacina e gentamicina diminuindo trés pontos para P.aeruginosa 03, também houve
reducdo significativa para CIM de amicacina frente a E. coli 27. A associa¢cdo com neomicina
para S. aureus 358 e P.aeruginosa 03 demonstrou antagonismo (Tabela 3). No CIM/2 quando
associada com amicacina demonstrou resultados relevantes para todas as cepas
multiresistentes utilizadas, apresentando antagonismo quando o colecalciferol foi combinado

com neomicina frente a S. aureus 358.
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A composicdo de substancias lipofilicas, como o colecalciferol admite perturbacbes na
membrana bacteriana, resultando em dano dos elementos fundamentais para a integridade da
membrana como: reducédo do potencial de membrana, perda de ions, citocromo C, proteinas e
radicais, seguidos de colapso da bomba de protons e reducdo de ATP (SIKKEMA et al.,
1994; TURINA et al., 2006; HIRAYAMA et al., 2006).

Ao analisar o efeito modificador da resisténcia bacteriana é notavel que o
colecalciferol apresentou melhor resultado frente a P.aeruginosa 03, efetuando a modulagéo
nas trés concentracdes subinibitdrias utilizadas. Um resultado muito positivo devido ao fato
de P.aeruginosa ser Gram-negativa, segundo Sartori (2005), muitos microrganismos gram-
negativos apresentam nivel elevado de resisténcia intrinseca a muitos antibiéticos, utilizando como
barreira o sistema de efluxo ativo e sua baixa permeabilidade da membrana externa.

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sdo mais sensiveis a compostos menos
polares, devido a presenca de cadeias polissacarideas na composicdo desses compostos que
atuam como barreiras para substdncias hidrofébicas ativas na membrana bacteriana
(NICOLSON et al., 1999). Isso sugere que o colecalciferol, devido ao seu carater lipossoluvel
atue através de uma acdo lipofilica nos envoltorios celulares, proporcionando um
desequilibrio no mosaico fluido da membrana bacteriana (NOSTRO et al., 2004), modulando
mais efetivamente P.aeruginosa 03, E.coli 27, quando comparado com S. Aureus 358. A
permeabilizagcdo pode atingir membrana externas e internas, facilitando a entrada de
antibidticos, além de provocar a lise celular e necrose (KNOWLES et al.,, 2005;
ARMSTRONG, 2006).

Mesmo sendo evidenciado um resultado efetivo entre as bactérias Gram-negativas, é
observada uma diferenca entre os eventos modulatérios de P.aeruginosa 03 e E.coli 27. O que
pode ser atribuido a camada lipopolissacaridica (LPs). Lipopolissacarideo é o componente
estrutural da parede de bactérias Gram-negativas, sendo representado pela endotoxina,
enzimas que em E.coli funcionam como um fator de viruléncia (CAMPEBELL et al., 2007).
P.aeruginosa sua presencga é intrinseca, aumentando sua viruléncia e resisténcia, devido a
adaptacdo fisiolégica em respostas a mudangas do ambiente, principalmente com alteraces
na menbrana externa da célula (KURAHASHI et al., 1999; MIYAGI et al.,, 2000;
LINCOPAN, TRABULSI, 2004).

O colesterol e o ergosterol séo componentes importantes das membranas biologicas de
eucaridticos, ausentes na membrana das bactérias, responsaveis pela manutencdo da
permeabilidade das membranas. A célula pode controlar sua fluidez através da regulacdo do

nivel de colesterol, ou do grau de saturacdo das cadeias de hidrocarboneto dos fosfolipidios



75

(FREZARD, SCHETTINI, 2005). Devido as suas estruturas lipofilicas, analoga a estrutura do
colecalciferol, ambos foram utilizados como controle, para verificar e comparar 0 mecanismo
de acdo do colecalciferol na membrana bacteriana.

A solucdo de colesterol e ergosterol ndo apresentou atividade antimicrobiana com
CIM > 1024 pg/mL. No entanto a combinacdo de ambos com os antibidticos, sobre as
bactérias multiresistentes, reduziu a CIM significativamente, conforme a concentracéo
subinibitoria era aumentada (Tabela 4 e 5).

N&o se tem registro da utilizacdo de colesterol e ergosterol como modificadores da
acdo de antibidticos nem de qualquer outra droga, sendo esse o primeiro estudo realizado
neste ambito. Assim foi possivel averiguar a similaridade do mecanismo de a¢cdo modulador
entre o colesterol, ergosterol e colecalciferol através do numero de eventos da atividade

moduladora representado na Figura 3:

Staphylococcus aureus 358
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Figura 3: Comparacéo do numero de eventos modulador das concentragdes subinibitérias CIM/8, cim/4,cim/2
entre as solucdes de Colecalciferol, colesterol e ergosterol. *MIC: Concentracdo Inibitéria Minima, VIT D:
Vitamina D. COLES: Colesterol. ERGOST: Ergosterol.

Foi possivel observar que o colesterol e ergosterol demonstraram aumento no numero
de eventos de modulacdo proporcional ao aumento da concentragdo subinibitdria, assim como
o colecalciferol. Entretanto o ergosterol se apresentou mais eficiente do que o colesterol, pois
agiu sobre todas as cepas utilizadas, j& o colesterol ndo teve acdo significativa sobre a
P.aeruginosa 03, modulando somente com a maior concentracdo subinibitéria MIC/2.
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CONCLUSAO

A atividade moduladora frente a aminoglicosideos apresentada pelo colecalciferol
indica a possibilidade de desenvolvimento de uma nova alternativa na terapéutica
antibacteriana, contra bactérias multiresistentes a drogas, uma vez que, colecalciferol,

vitamina D3, j& faz parte do organismo humano n&o apresentando toxicidade ao mesmo.
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Tabela 1: Perfil de resisténcia das bactérias a antibioticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirargica Ast,Ax,Ami,Amox,Ca,Cfc,Cf,
Caz,Cip,Clo,Im,Can,Szt,Tet, Tob
Staphhylococcus aureus 358 Ferida cirdrgica Oxa,Gen,Tob,Ami,Can,Neo,Para,
But,Sis,Net
Pseudomonas Aeruginosa 03 Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami

Ast-Aztreonan; Amx- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxicilina, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina;, Neo-
Neomicina; Para- Paramomicina; But-Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cfepime; Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-Levofloxacina; Mer-Meropenem.
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Tabela 2: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de colecalciferol, vitamina D; sobre cepas microbianas
originarias da ATCC.

CIM (pg/mL)
Bacterias COLECALCIFEROL
S. aureus >1024
P. aeruginosa >1024
K. pneumonia >1024
E. coli >1024

Tabela 3: Atividade moduladora do colecalciferol associado com aminoglicosideos nas concentracGes
subinibitoria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colecalciferol

Staphylococcus aureus 358

CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 39,0625 39,0625 39,0625 39,0625 *4,8828 *78,125
Gentamicina 9,7656 9,7556 9,7656 9,7656 4,8828 2,44
Neomicina 156,25 156,25 #2.500 #156,25 #1.250 #156,25

Pseudomonas aeruginosa 03

Amicacina *39,0625 *156,25 *39,0625 *312,5 *9,7656 *78,125
Gentamicina *9,7656 *39,0625 *4,8828 *39,0625 39,0625 19,53125
Neomicina #2.500 #78,125 #625 #78,125 156,25 78,125

Escherichia coli 27

Amicacina 78,125 78,125 *19,53125 *78,125 *4,8828 *78,125
Gentamicina 9,7656 9,7656 9,7656 9,7656 4,8828 9,7656
Neomicina 156,25 3125 156,25 312,5 156,25 3125

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima.
* Sinergismo, # Antagonismo.
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Tabela 4: Atividade moduladora do colesterol associado com aminoglicosideos nas concentragdes subinibitéria

de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colesterol

Staphylococcus aureus 358

CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 78,125 39,0625 39,0625 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2,44 *9,7656
Neomicina *39,0625 *156,25 *4,88 *78,125 *9,7656 *156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 78,125 39,0625 156,25 156,25 39,0625 78,125
Gentamicina 19,53125 39,0625 39,0625 39,0625 *4,88 *19,53125
Neomicina 156,25 3125 156,25 3125 156,25 156,25
Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *19,53125 *78,125 *39,0625 *156,25
Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,8828 4,88 9,7656
Neomicina 156,25 156,26 78,125 156,25 78,125 78,125

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima. * Sinergismo.

Tabela 5: Atividade moduladora do ergosterol associada com aminoglicosideos nas concentragdes subinibitdria

de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Ergosterol

Staphylococcus aureus 358

CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 78,125 39,0625 9,7656 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2,44 *9,7656
Neomicina *19,53125 *156,25 39,0625 78,125 78,125 156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 78,125 39,0625 *39,0625 *156,25 *19,53 *78,125
Gentamicina *4,88 *39,0625 *9,7656 *39,0625 *4,88 *19,53
Neomicina 3125 3125 625 3125 156,25 156,25
Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *9,7656 *78,125 *0,7656 *156,25
Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,88 *2,44 *9,7656
Neomicina 156,25 156,25 *39,0625 *156,25 39,0625 78,125

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima. * Sinergismo.
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5.2 ANALISE IN VITRO DA MODULACAO DE AMINOGLICOSIDEQOS POR ALFA-
TOCOFEROL FRENTE A LINHAGENS BACTERIANAS MULTIRESISTENTES

RESUMO

Alfa-tocoferol, vitamina lipossolavel E, € uma das isoformas mais abundante, ativa
biologicamente e um potente antioxidante. Encontrada naturalmente em alimentos de origem
vegetal e animal. O seu carater lipofilico pode admitir perturbagdes na membrana bacteriana,
resultando em dano dos elementos fundamentais para a integridade da membrana, permitindo
assim o aumento da permeabilidade. Este € o primeiro relato da atividade moduladora por
alfa-tocoferol. Neste estudo foi avaliada, a solucdo de alfa-tocoferol contra linhagens de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli multiresistentes. Além
de verificar a similaridade com o mecanismo da acdo moduladora do colesterol e ergosterol.
Quando associado com aminoglicosideos, no teste de microdiluicdo, alfa-tocoferol
possivelmente atuou atraves de uma acao lipofilica nos envoltérios celulares, modulando mais

efetivamente P.aeruginosa e E.coli, quando comparado com S. Aureus.

Palavras-chave: Alfa-tocoferol, Aminoglicosideos, Bactérias multiresistentes, Modulacéo,

Permeabilidade, Resisténcia bacteriana, Vitamina Lipossoluvel.
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INTRODUCAO

Atualmente as infec¢Bes bacterianas sdo foco da saide publica, devido principalmente
a ocorréncia do crescimento significativo da resisténcia bacteriana, sendo cada vez mais
necessario o desenvolvimento de novas drogas e esquemas terapéuticos eficazes para o
tratamento. (CATAO et al., 2005; PIDDOCK, 2006; COUTINHO et al., 2008; DIAS,
MONTEIRO, 2010).

As infecgbes causadas por Staphylococcus aureus sdo as mais comum, apresentado
uma maior dificuldade no tratamento devido a sua resisténcia a varios antibioticos,
responsavel por causar diferentes tipos de intoxicagfes e uma variedade de infecgdes na pele
e no subcutaneo, infeccdes pos-cirdrgicas, osteomielites, pneumonias, abscessos, endocardites
e bacteremia (LOWY, 1998; TORTORA et al., 2008; COUTINHO et al., 2009). A espécie
Pseudomonas aeruginosa é a principal causa de infec¢Ges hospitalares, agredindo a pele, trato
urinario, ouvidos e olhos, possui toxinas e enzimas na sua estrutura que propociona
significativo aumento na sua viruléncia, tornando-a resistentes a antibioticos (MURRAY et
al., 2004). Escherichia coli é a espécie mais comum do género Escherichia, associado a
infeccbes graves do trato urinario, meningite e gastrenterite (MURRAY et al., 2004;
TORTORA et al., 2008).
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O fenbmeno da resisténcia bacteriana se deu principalmente devido a utilizagdo
intensiva de antimicrobianos que exerceu uma pressao seletiva crescente, antecipando o
desenvolvimento da adaptacgéo e resisténcia as bactérias aos principais antibidticos, ocorrendo
ainda uma transferéncia vertical e horizontalmente por varios mecanismos dessas novas
caracteristicas (DIAS, MONTEIRO, 2010).

Compostos lipossoluveis sdo citados como modificadores da permeabilidade da
membrana plasmatica em bactérias (PRETTO et al., 2004; GIBBONS, 2004; NICOLSON et
al., 1999). Frente a isso, o carater lipossoltvel do alfa-tocoferol pode demonstrar alteracdo na
fluidez da membrana bacteriana, tornando-a mais susceptivel a penetracdo de substancias,
principalmente antibioticos.

Alfa-tocoferol (Figura 1) é uma das isoformas mais abundante, biologicamente ativa e
potente antioxidante, sendo também a isoforma mais explorada da vitamina lipossoluvel E
(MARQUEZ et al., 2002; CATANIA et al., 2009). O interesse cada vez maior pela vitamina
E é devido as suas atividades bioldgicas, especialmente como agente antioxidante, sendo
capaz de retardar o envelhecimento e proteger o organismo de doencas cronicas nao
transmissiveis, como Parkinson, Alzheimeir, quadros infecciosos e reumaticos, cancer e
enfermidades cardiovasculares (BATISTA et al., 2007; BERG, 2010; MARQUEZ et al.,
2002). Atualmente, € estudada a atuacdo da vitamina E como modulador da sinalizacdo
celular e da transcricdo de genes (BATISTA et al., 2007). Além se ser capaz de inibir o
crescimento das células malignas (SAMPAIO, ALMEIDA, 2009).

Figura 1: Estrutura molecular plana do Alfa-tocoferol.

A vitamina E ocorre naturalmente em alimentos de origem vegetal e animal, nos
vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos vegetais, no germe de trigo, gema
de ovo e figado, respectivamente (BATISTA et al., 2007).

O colesterol (Figura 2) € um componente lipidico, necessario para o funcionamento
normal do corpo, desempenha uma importante funcdo estrutural e funcional na membrana

plasmatica, e nas membranas das organelas, atua na sintese de acidos biliares necessarios a
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absorcdo de gordura e vitaminas lipossolUveis pelo intestino; participa da producdo de
horménios esteroides e da vitamina E (LUDKE, LOPEZ, 1999; LEANCA et al., 2010).

As bactérias ndo possuem colesterol na formacdo da sua membrana citoplasmatica,
nem ergosterol (Figura 2), derivado do colesterol, componente lipidico encontrado na
membrana dos fungos, ambos séo utilizado por serem substancias complexa do tipo lipidio-
esterdide, (SANTOS, CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al.,
2006), podendo agir sobre o0 mosaico fluido da membrana bacteriana, modificando sua fluidez,
sendo assim possivel colacionar com a acdo do colecalciferol na membrana plasmatica

bacteriana.

Figura 02: Estrutura molecular plana do Colesterol (1) e Ergosterol (2).

As bactérias sdo organismos simples encontrados na maioria dos ambientes naturais, a
célula bacteriana apresenta diversas estruturas. Uma estrutura essencial da bactéria é a
membrana citoplasmatica, responsavel por inimeras funcdes entre elas a duplicacdo do DNA,
a secrecdo de enzimas, a biossintese de componentes, o transporte de solutos e a producdo de
energia (SCHAECHTER et al., 2002; PRETTO et al., 2005). A parede celular € uma estrutura
que confere a muitas bactérias rigidez, e de acordo com a sua constituicdo as bactérias sao
divididas em duas classes: gram-positivas e gram-negativas, a diferenca entre ambas € devida
principalmente as suas propriedades de permeabilidade e aos componentes de superficie
(TORTORA et al., 2008; SCHAECHTER et al., 2002; PRETTO et al., 2005).

Este estudo foi realizado com o objetivo de analisar o efeito modificador do alfa-
tocoferol combinado com aminoglicosideos, contra a multiresisténcia das cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, utilizando o aumento

progressivo da sua concentragdo subinibitoria. Além de verificar a similaridade com o mecanismo de

acdo modulador do colesterol e ergosterol.
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MATERIAL E METODOS

Material Bacteriano

As bacteérias utilizadas no teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram as
linhagens padréo de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Escherichia coli ATCC 10536, ATCC e Klebsiella pneumonia ATCC 4362. Para
avaliar a atividade moduladora das solugdes, foram utilizadas cepas bacterianas
multiresistentes, a partir de isolados clinicos: S. aureus 358, P. aeruginosa 03 e E. coli 27,
com o perfil de resisténcia demonstrado na tabela 01. As bactérias foram obtidas a partir da
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Micologia — UFPB. Todas as cepas foram
mantidas em Heart Infusion Agar (HIA, Difco laboratorises Ltda.). Antes do ensaio, as
células foram cultivadas a 37° C por 24 h em Caldo Brain Heart Infusion (BHI, difco

Laboratories Ltda.).

Drugs
Alfa-tocoferol

Fornecida pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucéo utilizada nos testes
foi preparada na concentragdo de 100 mg/mL, dissolvidos em 1ml de dimetilsulfoxido
(DMSO0), diluida em &gua destilada para atingir a concentracdo de 1024 pg/mL.

Colesterol e Ergosterol
Fornecidos pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucgéo utilizada nos testes
foi preparada sob um concentracdo de 200 mg/mL, dissolvidos em 2 mL de DMSO/Tween

80, apos diluida em agua destilada até uma concentracao de 1024 pg/mL.

Antibitticos
As drogas utilizadas foram da classe dos aminoglicosideos: amicacina, neomicina e
gentamicina (Sigma Co., St. Louis, USA). As mesmas foram diluidas em &gua destilada, para

concentracdo de 5000 pg/mL.

Teste antibacteriano (CIM) e atividade moduladora de antibidticos
A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo o método de
microdiluicdo em caldo. O CIM ¢é definido como a menor concentracdo onde ndo € observado

crescimento microbiano (NCCLS, 2008). Para reliza-lo o inoculo bacteriano foi diluido em
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BHI 10% para uma supenséo de 10° UFC/mL. Em uma placa de microdiluicio com 96 pogos,
foi distribuido 100 pL do inoculo em cada poco, em seguida uma diluicdo seriada foi
realizada com 100 pL da solucdo de alfa-tocoferol, do colesterol e ergosterol, com
concentracdo de 1024 pg/mL. Tendo concentracdes finais variando de 1024-8 pg/mL. As
placas foram incubadas durante 24 h a 35° C. O MIC bacteriano foi determinado atraves da
revelagdo com solucéo de resazurina, 20 pL em cada poco (JAVADPOUR et al., 1996). Para
avaliar o potencial do alfa-tocoferol, colesterol e ergosterol como modificadores da resistencia
aos antibioticos, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2008). A solugdes foram
testadas em trés concentracBGes subinibitoria (CIM/8, CIM/4 e CIM/2). Em uma placa de
microdiluicdo foi distribuido 100 pL de uma solugdo contendo BHI, indculo bacteriano e as
solugdes em cada poco, sendo posteriomente realizada uma diluicdo com 100 pL das drogas
antimicrobianas. As concentracdes variaram de 5.000-2,44 pg/ml. As placas foram incubadas
por 24 h a 37° C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este € o primeiro relato da atividade antibacteriana e potencializacdo de
aminoglicosideos pelo alfa-tocoferol, frente a bactérias multiresistentes. Até entdo ndo se
tinha nenhum registro da utilizagdo do alfa-tocoferol como modulador de antibioticos,
concomitante com outras drogas.

E cada vez mais presente a busca por novas substancias com atividade antimicrobiana.
Nas ultimas décadas, entre as atividades farmacoldgicas, a antimicrobiana vem sendo
exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos em
populacdes bacterianas, principalmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2006).

A solucdo de alfa-tocoferol no teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
realizado com as linhagens bacterianas padrdes, ndo apresentou atividade antibacteriana
clinicamente relevante, sendo todos os resultados >1024ug/mL (Tabela 2).

Modificadores da atividade antibidtica é um termo usado para substancias que
modulam ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibiéticos, podendo alterar a
susceptibilidade microbiana a antibioticos por inibicdo de bombas de efluxo (COSTA et al.,
2008).

Com a combinacdo do alfa-tocoferol com os antibi6ticos da classe de amiglicosideo,
foi observado uma diminuicdo da concentragdo inibitéria minima, com resultados relevantes

apatir da CIM/8 para S. aureus 358, quando associado com gentamicina. Com P. aeruginosa
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houve um aumento em 5 pontos no MIC da neomicina, caracterizando um efeito antagbnico
(Tabela 3).

Quando a substancia, utilizada na combinacéo, intervém de forma positiva, ou seja,
aumentando a atividade do antibiotico, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
quando ha uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibidticos frente a substancia ocorrera
o efeito antagonico (CANTON, ONOFRE, 2010).

Com o aumento da concentracdo subinibitoria a CIM/4 quando combinada com
gentamicina diminuindo dois pontos para S. aureus 358, também houve reducdo significativa
para CIM de amicacina e neomicina frente a P.aeruginosa 03 e para neomicina frente a E.
coli 27, com a reducdo de dois pontos de CIM para ambas. A solugéo de alfa-tocoferol
associada com neomicina e gentamicina diminuiu a acdo destes antibioticos frente a S. aureus
358 e E. coli 27 respectivamente (Tabela 3). Na CIM/2 foi observado resultado relevante em
todas as cepas utilizadas, principalmente para E. coli 27, a solucdo de alfa-tocoferol modulou
os trés aminoglicosideos utilizados, observando a redugdo de dois pontos da CIM para
amicacina e gentamicina e quatro para neomicina.

As bactérias Gram-negativas, E. coli 27 e P.aeruginosa 03 possuem um maior teor
lipidico na sua estrutura, o que pode explicar o resultado favoravel apresentado na modulacéo,
demonstrando uma maior afinidade pela solugdo de alfa-tocoferol (VARGAS et al., 2004;
SARTORI, 2005)

A composicdo de substancias lipofilica, como o alfa-tocoferol admite perturbacfes na
membrana bacteriana, resultando em dano dos elementos fundamentais para a integridade da
membrana como: reducdo do potencial de membrana, perda de ions, citocromo C, proteinas e
radicais, seguidos de colapso da bomba de protons e reducdo de ATP (SIKKEMA et al.,
1994; TURINA et al., 2006; HIRAYAMA et al., 2006).

Além do alfa-tocoferol poder interagir com a dupla camada lipidica da membrana
celular e afetar a cadeia respiratéria e a producédo de energia das bactérias (NICOLSON et al.,
1999), ou até mesmo tornar a célula mais permeavel aos antibiéticos, levando a interrupcao da
atividade celular vital, e realizando interferéncia com os sistemas de enzimas de bactérias
também pode ser um potencial mecanismo de agdo (KOHLER et al., 1999; BURT, 2004).

O efeito modulador da resisténcia bacteriana do alfa-tocoferol aumentou conforme o
aumento da concentracdo subinibitéria, apresentando resultados mais relevantes a parti da
CIM/4. O que significa que a quantidade maior de alfa-tocoferol € capaz de atuar através de
uma acao lipofilica nos envoltorios celulares, proporcionando um desequilibrio no mosaico

fluido da membrana bacteriana (NOSTRO et al., 2004), modulando mais efetivamente. A
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permeabilizacdo pode atingir membranas externas e internas, facilitando a entrada de
antibioticos, além de provocar a lise celular e necrose (KNOWLES et al., 2005;
ARMSTRONG, 2006).

O colesterol e o ergosterol sdo componentes importantes das membranas biologicas de
eucarioticos, ausentes na membrana das bactérias, responsavel pela manutencdo da
permeabilidade das membranas. A célula pode controlar sua fluidez através da regulacdo do
nivel de colesterol, ou do grau de saturacdo das cadeias de hidrocarboneto dos fosfolipidios
(FREZARD, SCHETTINI, 2005). Devido as suas estruturas lipofilicas, analoga a estrutura do
colecalciferol, ambos foram utilizados como controle, para verificar e comparar 0 mecanismo
de acdo do alfa-tocoferol na membrana bacteriana.

A solucdo de colesterol e ergosterol ndo apresentou atividade antimicrobiana com
CIM >1024 pg/mL, 0 que ja era previsto. No entanto a combinacdo de ambos com 0s
antibidticos, sobre as bactérias multiresistentes, reduziu a CIM significativamente, conforme a
concentracdo subinibitoria era aumentada (Tabela 4 e 5). Assim foi possivel averiguar a
similaridade do mecanismo de acdo modulador entre o colesterol, ergosterol e alfa-tocoferol,

representado na Figura 3.
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Figura 3: Comparacdo do numero de eventos modulador das concentragdes subinibitorias MIC/8, MIC/4, MIC/2
entre as solucgbes de Alfa-tocoferol, colesterol e ergosterol.
*MIC: Concentracdo Inibitéria Minima. VIT E: Vitamina E. COLES: Colesterol. ERGOST: Ergosterol.
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O numero de eventos modulatérios do colesterol e ergosterol € proporcional ao
aumento da concentracdo subinibitéria, porém entre ambos, o ergosterol se mostrou mais
préximo da acdo moduladora da solucdo de alfa-tocoferol, agindo sobre todas as cepas
utilizadas, ja o colesterol ndo teve acdo significativa sobre a P.aeruginosa 03, modulando
somente com a maior concentragdo subinibitoria MIC/2.

N&o se tem registro da utilizagdo de colesterol e ergosterol como modificadores da
acao de antibioticos nem de qualquer outra droga, sendo esse o primeiro estudo realizado

neste ambito

CONCLUSAO

A solucdo de alfa-tocoferol apresenta atividade moduladora “in vitro” frente a
aminoglicosideos. Apresentando resultados clinicamente relevantes, principalmente para
bactérias gram-negativas, as quais apresentam maior nivel de resisténcia. Representando uma
nova alternativa na busca contra a resisténcia bacteriana. Sobretudo alfa-tocoferol é a
isoforma mais abundante da vitamina E, além de se encontra presente na alimentacdo, ndo

apresentando fonte de toxicidade ao organismo humano.
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Tabela 01: Perfil de resisténcia das bactérias a antibidticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirargica Ast,Ax,Ami,Amox,Ca,Cfc,Cf,
Caz,Cip,Clo,Im,Can,Szt,Tet, Tob
Staphhylococcus aureus 358 Ferida cirdrgica Oxa,Gen,Tob,Ami,Can,Neo,Para,
But,Sis,Net
Pseudomonas Aeruginosa 03 Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami

Ast-Aztreonan; Amx- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxicilina, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo-
Neomicina; Para- Paramomicina; But-Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cfepime; Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-Levofloxacina; Mer-Meropenem.

Tabela 02: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do alfa-tocoferol, vitamina E sobre cepas microbianas
originarias da ATCC.

CIM (ng/mL)
Bactérias (+)-0-TOCOFEROL
S. aureus ~1024
P. aeruginosa ~1024
K. pneumonia ~1024

E. coli >1024
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Tabela 03: Atividade moduladora do alfa-tocoferol associado com aminoglicosideos nas concentraces

subinibitéria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

(+)-a-TOCOFEROL

Staphylococcus aureus 358

MIC Controle MIC Controle MIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 156,25 156,25 39,0625 39,0625 *4,8828 *78,125
Gentamicina *19,53 *312,5 *2,44 89,7656 2,44 2,44
Neomicina 156,25 156,25 #2.500 #156,25 *9,7656 *156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 312,5 3125 *78,125 *312,5 39,0625 78,125
Gentamicina 1.250 1.250 39,0625 39,0625 *4,8828 *19,53125
Neomicina #2.500 #78,125 *19,53125 *78,25 *2,44 *78,125
Escherichia coli 27

Amicacina 312,5 3125 39,0625 39,0625 *9,7656 *78,125
Gentamicina 625 625 #19,53125 #4,8828 *2,44 *9,7656
Neomocina 312,5 3125 *78,25 *312,5 *19,53125 *312,5

MIC: Concentragdo Inibitoria Minima.
* Sinergismo, # Antagonismo.

Tabela 04: Atividade moduladora do colesterol associado com aminoglicosideos nas concentra¢des subinibitdria

de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colesterol
Staphylococcus aureus 358
CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2

Amicacina 78,125 39,0625 39,0625 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2,44 *9,7656
Neomicina *39,0625 *156,25 *4,88 *78,125 *9,7656 *156,25

Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 78,125 39,0625 156,25 156,25 39,0625 78,125
Gentamicina 19,53125 39,0625 39,0625 39,0625 *4.88 *19,53125
Neomicina 156,25 3125 156,25 3125 156,25 156,25

Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *19,53125 *78,125 *39,0625 *156,25
Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,8828 4,88 9,7656
Neomicina 156,25 156,26 78,125 156,25 78,125 78,125

*MIC: Concentracdo Inibitéria Minima. * Sinergismo.
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Tabela 05: Atividade moduladora do ergosterol associada com aminoglicosideos nas concentracfes subinibitdria
de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Ergosterol
Staphylococcus aureus 358
CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 78,125 39,0625 9,7656 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2.,44 *9,7656
Neomicina *19,53125 *156,25 39,0625 78,125 78,125 156,25

Pseudomonas aeruginosa 03

Amicacina 78,125 39,0625 *39,0625 *156,25 *19,53 *78,125

Gentamicina *4,88 *39,0625 *0,7656 *39,0625 *4,88 *19,53

Neomicina 312,5 312,5 625 312,5 156,25 156,25
Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *0,7656 *78,125 *0,7656 *156,25

Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,88 *2,44 *9,7656

Neomicina 156,25 156,25 *39,0625 *156,25 39,0625 78,125

MIC: Concentragdo Inibitéria Minima. * Sinergismo.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MODULADORA DE
MENADIONA SOBRE CEPAS BACTERIANAS MULTIRESISTENTES

RESUMO

Menadiona, vitamina Kj;, pertence a classe das vitaminas lipossoluveis, encontrada em
alimentos funcionais, necessaria principalmente para 0 mecanismo da coagulacdo sanguinea.
A composicdo de substancias lipofilica, assim como a menadiona admite perturbacdes na
membrana bacteriana, resultando em dano dos elementos fundamentais para a integridade da
membrana, permitindo assim o aumento da permeabilidade. Com base nisso o objetivo desse
estudo foi avaliar, in vitro, a atividade moduladora da menadiona sobre cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli multiresistentes, com o
aumento progressivo da sua concentracdo subinibitéria. Além de verificar a similaridade com
0 mecanismo da agdo moduladora do colesterol e ergosterol. A atividade antibacteriana e
modulatoria foi determinada por microdiluicdo em caldo. As solucdes de menadiona, do
colesterol e ergosterol mostraram atividade moduladora com significado clinicamente
relevante, caracterizando como modificadores da resisténcia bacteriana, visto que reduziram a
CIM dos antibidticos testados. Este € o primeiro relato da atividade antibacteriana e
potencializacdo de aminoglicosideos pela menadiona, frente a bactérias multiresistentes.

Palavras-chave: Lipossolubilidade, Menadiona, Microdiluicdo, Modulacdo, Permeabilidade.
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INTRODUCAO

Menadiona, vitamina K3, pertence a classe das vitaminas lipossoltveis, € um composto
sintético, convertido no intestino em vitamina K, (KLACK, CARVALHO, 2006). As
vitaminas lipossolUveis sdo substancias organicas presentes em pequena quantidade nos
alimentos, sdo indispensdveis ao funcionamento do organismo na forma de co-fatores
(PAIXAO, STAMFORD, 2004). A vitamina K (Figura 01) é uma substancia biologicamente
ativa, encontrada em alimentos funcionais, necessaria principalmente para 0 mecanismo da
coagulacdo sanguinea, sendo essencial para a sintese da protrombina, além de participar da
sintese de proteinas presentes no plasma e rins. Estudos mostraram efeitos inibitérios do
crescimento de varias células neoplésicas, provocados pela vitamina K, e reducéo do risco de
eventos mutagénicos na fase de proliferacdo celular rapida em fetos e recém-nascidos
(KLACK, CARVALHO, 2006).

Compostos lipossoliveis modificam a permeabilidade da membrana plasmaética nas
bactérias (PRETTO et al., 2004; GIBBONS, 2004; NICOLSON et al., 1999). Frente a isso, 0
carater lipossollvel da menadiona pode demonstrar alteracdo na fluidez da membrana
bacteriana, tornando-a mais susceptivel a penetracdo de substancias, principalmente

antibioticos.
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Figura 1: Estrutura molecular plana da Menadiona.

O colesterol € um componente lipidico, necessario para o funcionamento normal do
corpo, desempenha uma importante funcdo estrutural e funcional na membrana plasmaética,
assim como nas membranas das organelas internas da célula, atua na sintese de &cidos biliares
necessarios a absorcdo de gordura e vitaminas lipossollveis pelo intestino; participa da
producdo de horménios esterdides e da vitamina E (LUDKE, LOPEZ, 1999; LEANCA et al.,
2010).

As bactérias ndo possuem colesterol (Figura 2) na formacdo da sua membrana
citoplasmatica, nem ergosterol, derivado do colesterol, componente lipidico encontrado na
membrana dos fungos, ambos sdo utilizado por serem substancias complexa do tipo lipidio-
esteride (SANTOS, CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al.,
2006), podendo agir sobre 0 mosaico fluido da membrana bacteriana, modificagédo sua fluidez,
sendo assim possivel verificar a existéncia da similaridade da acdo da menadiona na

membrana plasmatica bacteriana com a acdo do colesterol.

HO

Figura 2: Estrutura molecular plana do 1.Colesterol e 2.Ergosterol

Bactérias sdo organismos simples encontrados na maioria dos ambientes naturais, a
célula bacteriana apresenta diversas estruturas, algumas presentes sé em determinadas
espécies. Uma estrutura essencial da bactéria € a membrana citoplasmatica, responsavel por

inimeras funcdes entre elas a duplicacdo do DNA, a secrecdo de enzimas, a biossintese de
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componentes, o transporte de solutos e a producdo de energia (SCHAECHTER et al., 2002;
PRETTO et al., 2005). A parede celular € uma estrutura que confere a muitas bactérias
rigidez, e de acordo com a sua constituicdo as bactérias sdo divididas em duas classes: gram-
positivas e gram-negativas, a diferenca entre ambas € devida principalmente as suas
propriedades de permeabilidade e aos componentes de superficie (TORTORA et al., 2008;
SCHAECHTER et al., 2002; PRETTO et al., 2005).

Atualmente as infeccdes bacterianas sdo foco da satde publica, devido principalmente
a ocorréncia do crescimento significativo da resisténcia bacteriana. As infec¢bes causadas por
Staphylococcus aureus sdo as mais comum, apresentado uma maior dificuldade no tratamento
devido a sua resisténcia a varios antibidticos (TORTORA et al., 2008; COUTINHO et al.,
2009). A espécie Pseudomonas aeruginosa é a principal causa de infeccdes hospitalares,
agredindo a pele, trato urinario, ouvidos e olhos (MURRAY et al., 2004). Escherichia coli é a
espécie mais comum do género Escherichia, associado a infec¢bes graves do trato urinario,
meningite e gastrenterite (MURRAY et al., 2004; TORTORA et al., 2008).

O objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro, a atividade moduladora da menadiona
sobre cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
multiresistentes, com 0 aumento progressivo da sua concentracdo subinibitéria. Além de

verificar a similaridade com o mecanismo de acdo moduladora do colesterol e ergosterol.

MATERIAL E METODOS

Material Bacteriano

As bactérias utilizadas no teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram as
linhagens padréo de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Escherichia coli ATCC 10536, ATCC e Klebsiella pneumonia ATCC 4362. Para
avaliar a atividade moduladora das solugdes, foram utilizadas cepas bacterianas
multiresistentes, a partir de isolados clinicos: S. aureus 358, P. aeruginosa 03 e E. coli 27,
com o perfil de resisténcia demonstrado na Tabela 1. As bactérias foram obtidas a partir da
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Micologia — UFPB. Todas as cepas foram
mantidas em Heart Infusion Agar (HIA, Difco laboratorises Ltda.). Antes do ensaio, as
celulas foram cultivadas a 37°C por 24h em Caldo Brain Heart Infusion (BHI, difco

Laboratories Ltda.).
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Drogas

Menadiona

Fornecida atraves da SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo utilizada nos testes
foi preparada sob um concentracdo de 100mg/ml, dissolvidos em 1ml de dimetilsulfoxido
(DMSO0), novamente diluida em DMSO para atingir a concentragdo de 1024ug/ml. Sendo
obtido o controle com DMSO para verificar possivel interferéncia nos resultados.

Colesterol e Ergosterol
Foram fornecidos atraveés da SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo
utilizada nos testes foi preparada na concentragdo de 200 mg/ml, dissolvidos em 2 ml de

DMSO/Tween 80, depois foi diluida em agua destilada até uma concentracdo de 1024 pg/ml.

Antibidticos
As drogas utilizadas foram da classe dos aminoglicosideos: amicacina, neomicina e
gentamicina (Sigma Co., St. Louis, USA). As mesmas foram diluidas em agua destilada, para

concentracdo de 5000 pg/ml.

Teste antibacteriano (CIM) e atividade moduladora de antibidticos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo o método de
microdiluicdo em caldo. O MIC é definido como a menor concentracdo onde ndo é observado
crescimento microbiano (NCCLS, 2008). Para reliza-lo o inoculo bacteriano foi diluido em
BHI 10% para uma supenséo de 10° UFC/mI. Em uma placa de microdiluicdo com 96 pogos,
foi distribuido 100puL do inoculo em cada pogo, em seguida uma diluigéo seriada foi realizada
com 100uL da solucdo de menadiona, do colesterol e ergosterol, além do DMSO (controle
negativo) com concentracdo de 1024pg/ml. Concentracfes finais variando de 1024-8ug/ml.
As placas foram incubadas durante 24h a 35°C. A CIM bacterianA foi determinado atraves da
revelagdo com solugdo de resazurina, 20ul em cada pogo (JAVADPOUR et al., 1996). Para
avaliar o potencial da menadiona, do colesterol e ergosterol como modificadores da
resistencia aos antibioticos, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2008). A
solugdes foram testadas em trés concentracdes subinibitoria (CIM/8, CIM/4 e CIM/2). Em
uma placa de microdiluicdo foi distribuido 100uL de uma solugdo contendo BHI, indculo
bacteriano e as solu¢Ges em cada poco, sendo posteriomente feita uma diluicdo com 100 pL
das drogas antimicrobianas, as concentra¢des variaram de 5.000-2,44 pg/ml. As placas foram
incubadas por 24 h a 37°C.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Este € o primeiro relato da atividade antibacteriana e potencializacdo de
aminoglicosideos pela menadiona, frente a bactérias multiresistentes. Até entdo ndo se tinha
nenhum registro da utilizacdo da menadiona como modulador de antibiéticos, concomitante
com outras drogas.

Considerando a evolucdo dos genes de resisténcia bacteriana a antibidticos, que sao
responsaveis pela falta de eficacia nos tratamentos terapéuticos de muitas das infeccoes
existentes. A industria farmacéutica tem tido, nos Ultimos anos, um interesse maior por
substancias isoladas que possuam propriedades farmacoldgicas antimicrobianas (KOHLER et
al., 1999; LEE et al., 2003, TALEB-CONTINI et al., 2003).

A solucdo de menadiona demonstrou atividade antibacteriana frente a cepas de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, apresentando concentracdo inibitéria minima de
64ug/mL, o DMSO, utilizado como controle negativo, apresentou uma CIM bem inferior de
256pg/mL frente a cepa testada. A solucdo de Menadiona ndo apresentou atividade
antibacteriana relevante frente as outras cepas microbianas analisadas, tendo o mesmo valor
da CIM do controle do DMSO (Tabela 02). O dimetilsulféxido é versatil, possui diversas
propriedades farmacoldgicas, dentre estas a antimicrobiana, apresentando “In vitro” em
concentracdes de 5-50%, atividade bacteriostatica ou bactericida contra varias bactérias
patogénicas, incluindo Staphylococcus spp., E. coli., M. tuberculosis, Streptococcus spp.,
Salmonella spp., Proteus spp. (BRAYTON, 1986; STONE, 1993; MANGIA et al., 2008).

A composicao de substancias lipofilica, assim como menadiona admite perturbacoes
na membrana bacteriana, resultando em dano dos elementos fundamentais para a integridade
da membrana como: reducdo do potencial de membrana, perda de ions, citocromo C,
proteinas e radicais, seguidos de colapso da bomba de prétons e reducdo de ATP (SIKKEMA
etal., 1994; TURINA et al., 2006; HIRAYAMA et al., 2006). A permeabilizacdo pode atingir
membranas externas e internas, facilitando a entrada de antibioticos, além de provocar a lise
celular e necrose (KNOWLES et al., 2005; ARMSTRONG, 2006).

Quando combinado com os antibioticos da classe de amiglicosideo, foi verificado que
a menadiona apresentou diminuicdo da concentragdo inibitoria minima conforme o aumento
da concentragéo subinibitoria CIM/8, CIM/4 e CIM/2, indicando uma relagdo de sinergismo
(Tabela 3).
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Na constatacdo do potencial modulador da menadiona com concentracdo subinibitoria
CIM/8 ndo foi verificado resultados com relevancia clinica frente a nenhuma cespa utilizada.
Com concentracdo subinibitéria CIM/4 houve interacdo sinérgica significativa para S. aureus
358 com amicacina e neomicina e E. Coli 27 frente a todos os aminoglicosideos. A
concentracdo subinibitéria CIM/2 modulou amicacina frente a S. aureus 358, e amicacina e
neomicina para P. Aeruginosa 03.

Sobretudo é notavel que a menadiona agiu de maneira significativa sobre as cepas S.
aureus 358, e principalmente E. Coli 27, ambos sdo microrganismos com morfologia
diferentes. S. aureus bactérias gram-positivas possui parede celular espessa e rigida, formada
por camadas de peptideoglicana. As paredes celulares de Gram-negativas, como E. Coli
contém somente uma camada fina de peptideoglicana (TORTORA et al., 2008), isso sugere
gue a menadiona, devido ao seu carater lipossolUvel atue através de uma acéo lipofilica nos
envoltorios celulares, proporcionando um desequilibrio no mosaico fluido da membrana
(NOSTRO et al., 2004), modulando mais efetivamente E.coli quando comparado com S.
aureus.. Segundo Nicolson et al., (1999) bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sdo mais
sensiveis a menos polares, devido a presenca de cadeias polissacarideas na composi¢cdo desses
compostos que atuam como barreiras para substancias hidrofébicas ativas na membrana
bacteriana.

O colesterol e o ergosterol sdo componentes importantes das membranas biolédgicas de
eucaridticos, ausentes na membrana das bactérias, responsavel pela manutencdo da
permeabilidade das membranas. A célula pode controlar sua fluidez através da regulacdo do
nivel de colesterol, ou do grau de saturacdo das cadeias de hidrocarboneto dos fosfolipidios
(FREZARD, SCHETTINI, 2005). Devido as suas estruturas lipofilicas, analoga a estrutura da
menadiona, ambos foram utilizados como controle, para verificar e comparar o0 mecanismo de
acao da menadiona na membrana bacteriana.

A solucédo de colesterol e ergosterol ndo apresentou atividade antimicrobiana com
CIM >1024pg/mL, o que ja era previsto. No entanto a combinacdo de ambos com o0s
antibidticos, sobre as bactérias multiresistentes, reduziu a CIM significativamente, conforme a
concentragdo subinibitoria era aumentada (Tabela 4 e 5). Nao se tem registro da utilizacéo de
colesterol e ergosterol como modificadores da acdo de antibidticos nem de qualquer outra

droga, sendo esse 0 primeiro estudo realizado neste &mbito.
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Figura 3: Comparacdo do numero de eventos modulador das concentragdes subinibitérias MIC/8, MIC/4, MIC/2
entre as solucbes de Menadiona, colesterol e ergosterol. *MIC: Concentracdo Inibitéria Minima, VIT K:
Vitamina K, COLES: Colesterol, ERGOST: Ergosterol.

Assim foi possivel averiguar a similaridade do mecanismo de acdo moduladora entre
o colesterol, ergosterol e menadiona. Porém entre ambos, o ergosterol se mostrou mais
préximo do mecanismo de acdo moduladora da solugdo de menadiona, atuando sobre todas as
cepas utilizadas, ja o colesterol ndo teve acdo significativa sobre a P.aeruginosa 03,

modulando somente com a maior concentracao subinibitoria MIC/2

CONCLUSAO
A solucdo de menadiona demonstrou resultados clinicamente relevantes, @ modulagéo

de aminoglicosideos, sobre bactérias multiresistentes. O que representa uma alternativa
interessante contra a crescente resisténcia bacteriana, uma vez que menadiona, vitamina K,
estar presente na alimentacdo, e ndo apresenta toxicidade ao organismo humano. Sobretudo,
estudos pré-clinicos e clinicos sdo necessarios para verificar a biodisponibilidade e o0s

mecanismos de acdo envolvidos nessa interacéo.
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Tabela 01: Perfil de resisténcia das bactérias a antibidticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirlrgica Ast,Ax,Ami,Amox,Ca,Cfc,Cf,
Caz,Cip,Clo,Im,Can,Szt, Tet, Tob
Staphhylococcus aureus 358 Ferida cirdrgica Oxa,Gen,Tob,Ami,Can,Neo,Para,
But,Sis,Net
Pseudomonas Aeruginosa 03 Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami

Ast-Aztreonan; Amx- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo-
Neomicina; Para- Paramomicina; But-Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cfepime; Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-Levofloxacina; Mer-Merpenem.

Tabela 02: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da menadiona, vitamina Kz sobre cepas microbianas
originarias da ATCC.

CIM (pg/mL)
Bactérias Menadiona DMSO
S. aureus 128 128
P. aeruginosa 64 256
K. pneumonia 128 128

E. coli 128 128
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Tabela 03: Atividade moduladora antibacteriana da menadiona nas concentragdes subinibitoria de CIM/8, CIM/4

e CIM/2
Menadiona ( Vitamina K)
CIM CIM Control CIM CIM Controle CIM CIM Controle
Combinado/8 DMSO Combinado/4 DMSO Combinado/2 DMSO
Staphylococcus aureus 358
Amicacina 78,125 39,0625 39,0625 9,7656 19,53125 78,125 *2,44 9,76 *156,25
Gentamicina 9,7656 78,125 4,88 2,44 2,44 2,44 2,44 2,44 3125
Neomicina 156,25 156,25 156,25 2,44 4,8828 156,25 2,44 2,44 156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 156,25 156,25 156,25 39,0625 39,0625 78,125 *2,44 9,76 *312,5
Gentamicina 39,0625 39,0625 39,0625 9,7656 19,53125 19,53125 2,44 2,44 625
Neomicina 156,25 78,125 78,125 78,125 78,125 78,125 *2,44 78,125 *78,125
Escherichia coli 27
Amicacina 78,125 156,25 156,25 *9,7656 78,125 *78,125 4,88 4,88 156,25
Gentamicina 19,53125 19,53125 39,0625 *2,44 19,53125  *9,7656 2,44 2,44 625
Neomicina 78,125 2,44 3125 *78,125 78,125 *312,5 4,88 4,88 312,5

CIM: Concentrag&o Inibitoria Minima. * Sinergismo.

Tabela 04: Atividade moduladora antibacteriana do colesterol nas concentra¢@es subinibitoria de CIM/8, CIM/4

e CIM/2
Colesterol
Staphylococcus aureus 358
CIM CIM CIM CIM CIM CIM
combinado/8 combinado/4 combinado/2

Amicacina 78,125 39,0625 39,0625 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2.,44 *9,7656
Neomicina *39,0625 *156,25 *4,88 *78,125 *9,7656 *156,25

Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 78,125 39,0625 156,25 156,25 39,0625 78,125
Gentamicina 19,53125 39,0625 39,0625 39,0625 *4,88 *19,53125
Neomicina 156,25 3125 156,25 312,55 156,25 156,25

Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *19,53125 *78,125 *39,0625 *156,25
Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,8828 4,88 9,7656
Neomicina 156,25 156,26 78,125 156,25 78,125 78,125

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima. * Sinergismo.
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Tabela 05: Atividade moduladora antibacteriana do ergosterol nas concentragdes subinibitoria de CIM/8, CIM/4
e CIM/2

Ergosterol
Staphylococcus aureus 358
CIM CIM CIM CIM CIM CIM
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 78,125 39,0625 9,7656 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2,44 *9,7656
Neomicina *19,53125 *156,25 39,0625 78,125 78,125 156,25

Pseudomonas aeruginosa 03

Amicacina 78,125 39,0625 *39,0625 *156,25 *19,53 *78,125

Gentamicina *4,88 *39,0625 *0,7656 *39,0625 *4,88 *19,53

Neomicina 312,5 312,5 625 312,5 156,25 156,25
Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *0,7656 *78,125 *0,7656 *156,25

Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,88 *2,44 *9,7656

Neomicina 156,25 156,25 *39,0625 *156,25 39,0625 78,125

CIM: Concentrag&o Inibitoria Minima. * Sinergismo.
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5.4 EFEITO MODULADOR DE COLECALCIFEROL, ALFA-TOCOFEROL E
MENADIONA SOBRE Candida spp.

RESUMO

As vitaminas lipossoluveis: colecalciferol, (+) — o — Tocoferol e a Menadiona, foram
utilizadas com objetivo de avaliar o potencial modulador sobre cepas de Candida albicans
40006, Candida krusei 6258 e Candida tropicalis 13803. Devido ao seu caréater lipossoluvel,
gue pode modificar a permeabilidade da membrana plasmatica dos fungos, tornando-a mais
susceptivel a penetracdo de substancias, principalmente antifangicos. Além de fazer uma
comparagdo da agdo das vitaminas na membrana plasmatica com a acdo do colesterol e
ergosterol. A atividade antibacteriana e modulatéria foi determinada por microdiluicdo em
caldo. Na atividade moduladora foram feitas combinacdes das vitaminas lipossolUveis com
as drogas Anfotericina B, Nistatina, Mebendazol e Benzoilmetronidazol, na busca de verificar
sinergismo sobre a atividade antifungica. As solugdes das vitaminas lipossoluveis, do
colesterol e ergosterol ndo indicaram atividade antifingica nem moduladora com significado
clinicamente relevante, apresentando a CIM>1024uL/mL. N&o se caracterizando como
modificadores da resisténcia fangica, visto que ndo reduziram a CIM dos antifingicos

testados.

Palavras — chave: Colecalciferol, (+) — a — Tocoferol, Menadiona, Permeabilidade, Candida

spp, Fluidez da membrana, Modulagéo.
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INTRODUCAO

A atividade bioldgica dos produtos naturais tem sido objeto de intensa investigacao
cientifica. Produtos esses que além de alimentar, sdo amplamente utilizados na medicina
popular, uma vez que apresentam amplo espectro de atividades benéficas a satde (LEITE et
al., 2008). Acredita-se que o0s produtos naturais utilizados como alimentos apresentam
propriedades benéficas além das nutricionais, sendo chamados de alimentos funcionais, nos
quais sdo encontradas substancias biologicamente ativas como: probidticos e prebidticos,
derivados sulfurados e nitrogenados, pigmentos e vitaminas, compostos fendlicos, acidos
graxos poliinsaturados e fibras. Dentre estes, as vitaminas, especialmente as lipossoluveis, se
destacam como nutracéuticos, atuando na prevencao e/ou tratamento de doencas (MORAIS,
COLLA, 2006).

Colecalciferol, Alfa-tocoferol e Menadiona (Figura 1) séo vitaminas lipossolUveis que
possuem ampla atividades biolégicas como a intensificacdo da atividade antimicrobiana,
mediada por peptideos enddgenos (catelicidina e defensina), anticancerigena, antioxidante,

além de atua na modulacdo da sinalizagdo celular e na homeostase, participando do
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metabolismo 6sseo e crescimento celular (MARTINEAU et al., 2011; MUSZKAT et al.,
2010; BATISTA et al., 2007; KLACK, CARVALHO, 2006).

Figura 1: Estrutura molecular plana das Vitaminas Lipossoltveis.*1.Colecalciferol (Vitamina D),
2. Menadiona (Vitamina K), 3. Alfa-Tocoferol (Vitamina E).

O carater lipossoluvel dessas vitaminas pode modificar a permeabilidade da
membrana plasmatica dos fungos, tornando-a mais susceptivel a penetracdo de substancias,
principalmente antifingicos. Alguns estudos relatam que compostos menos polares sdo mais
efetivos, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, devido a presenca de cadeias
polissacarideos, que atuam como barreira para compostos hidrofobicos ativos na membrana.
(PRETTO et al., 2004; GIBBONS, 2004; NICOLSON et al., 1999)

O colesterol (Figura 2) é fundamental para as células animais, participa de inimeros
processos bioldgicos, entre eles a formacdo de membranas, a sintese hormonal e a producéao
de &cidos biliares necessarios a absorcdo de gordura pelo intestino (LEANCA et al., 2010).
Nos fungos o componente lipidico encontrado na membrana é o ergosterol (Figura 02),
derivado do colesterol, responsavel por inUmeras caracteristicas fisicas importantes das
membranas, tais como estrutura, permeabilidade e modulagdo da fluidez (SANTOS,
CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).



116

Figura 2: Estrutura molecular plana do Colesterol (1) e Ergosterol (2).

Os fungos sdo organismos eucariontes, ubiquos e heterotréficos, sendo na maioria
multicelulares, possuem membranas plasmaticas, formadas por uma bicamada de
fosfolipideos, ergosterol e microtubulos compostos de tubulina (ALMEIDA, 2008). A parede
celular é uma barreira protetora essencial para o seu crescimento e viabilidade, constituida por
elementos microfibrilares insoliveis em &gua (quitina e glucanos), mergulhados em uma
matriz amorfa, constituida de polissacarideos sollveis em agua. (SARTORI, 2005; SIDRIN
ROCHA, 2010).

O género Candida é composto por cerca de vinte espécies patogénicas e entre estas se
destacam Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei
(ZARDO MEZZARI, 2004; MARTINS et al., 2002; MACEDO et al., 2008). Estas leveduras
estdo presentes na microbiota normal, apresentando-se patogénicas quando ocorre uma
ruptura do equilibrio bioldgico, geralmente resultante de fatores fisioldgicos e imunolégico,
ocorrendo um aumento na multiplicacdo e/ou invasdo destes microrganismos em tecidos,
instalando-se a infeccdo (MARTINS et al., 2002).

Entre as espécies de Candida, a resisténcia aos antifingicos tem sido um problema
crescente, o que dificulta o tratamento da candidiase e de outras infeccdes causadas por
leveduras (ARAUJO et al., 2005).

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial modulador das
vitaminas lipossollveis contra cepas de candida spp, com 0 aumento progressivo da sua
concentracdo subinibitoria. Além de fazer uma comparacdo da acdo das vitaminas na

membrana plasméatica com a acéo do colesterol e ergosterol.
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MATERIAL E METODOS

Material Fungico

As cepas fangicas utilizadas foram Candida albicans 40006, Candida krusei 6258 e
Candida tropicalis 13803. Foram obtidas a partir da colecdo de microrganismos do
Laboratdrio de Micologia — UFPB. Todas as cepas foram mantidas em Heart Infusion Agar
(HIA, Difco laboratorises Ltda.). Antes do ensaio, foram cultivadas a 37°C por 24h em Caldo

Brain Heart Infusion (BHI, difco Laboratories Ltda.).

Drogas
Vitaminas lipossoluveis

As vitaminas utilizadas do grupo das lipossolaveis foram, Vitamina D: Colecalciferol,
Vitamina E: (+) — a — Tocoferol de dleo vegetal e Vitamina K: Menadiona. Todas fornecidas
pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo utilizada nos testes foi preparada sob
um concentracdo de 100 mg/ml, dissolvidos em 1 ml de dimetilsulfoxido (DMSO), depois foi
diluida em agua destilada até uma concentracdo de 1024 pg/ml, com excecdo da menadiona
que ndo diluiu em &gua, sendo diluida em DMSO para atingir a concentracdo de 1024 pg/ml.
Sendo obtido o controle com DMSO para verificar possivel interferéncia nos resultados.

Colesterol e Ergosterol

Fornecidos pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo utilizada nos testes
foi preparada na concentragdo de 200 mg/ml, dissolvidos em 2 ml de DMSO/Tween 80,
depois foi diluida em agua destilada até uma concentracéo de 1024 pg/ml.

Antifungicos
As drogas utilizadas nos testes foram Anfotericina B, Nistatina, Mebendazol e
Benzoilmetronidazol (Sigma Co., St. Louis, E.U.A.), com concentracdo de 1024 pg/ml. Todas

as drogas foram diluidas em agua estéril.

Atividade antifungica e modulatoria

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo o metodo de
microdiluicdo em caldo. O MIC é definido como a menor concentragdo onde nao € observado
crescimento microbiano (NCCLS, 2008). Para reliza-lo o in6culo fangico foi diluido em BHI

10% para uma supensdo de 10° UFC/ml. Em uma placa de microdiluicdo com 96 pogos, foi
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distribuido 100 pL do inoculo em cada pogo, em seguida uma diluicdo seriada foi realizada
com 100 pL da solugdo das vitaminas lipossolUveis, do colesterol e ergosterol com
concentracdo de 1024 pg/ml. Tendo concentragdes finais variando de 1024-8ug/ml. As placas
foram incubadas durante 24 h a 35° C. O CIM fungico foi determinado pela turvagédo
(JAVADPOUR et al., 1996). Para avaliar o potencial das vitaminas lipossoluveis, do
colesterol e ergosterol como modificadores da resistencia aos antifngicos, foi utilizado o
método proposto por Coutinho et al. (2008) modificado. As solucGes das vitaminas
lipossoluveis foram testadas em trés concentracdes subinibitoria (CIM/8, CIM/4 e CIM/2).
Em uma placa de microdilui¢do foi distribuido 100 pL de uma solucéo contendo BHI, indculo
fangico e vitaminas lipossoluveis em cada pogo, sendo posteriomente feita uma dilui¢do com
100 uL das drogas antimicrobianas, as concentracdes variaram de 1024-0,5 pg/ml. As placas

foram incubadas por 24 h a 37° C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As solucbes das vitaminas lipossollveis ndo mostraram atividade antifungica com
significado clinicamente relevante, apresentando a CIM >1024 pg/mL. A combinagdo das
mesmas com antifingicos ndo mostrou qualquer atividade moduladora frente as cepas de
Candida albicans 40006, Candida krusei 6258 e Candida tropicalis 13803, mesmo com o
aumentou da sua concentragdo subinibitéria (CIM/4 e CIM/2) (Tabela 1, 2 e 3). A utilizagéo
de vitaminas lipossoliveis como modificadores da atividade antifingicas é devido ao seu
carater apolar, compostos lipossollveis apresentam carga efetiva negativa ou positiva
podendo também ser incluidos na composicdo da membrana o que pode influenciar a taxa de
incorporacdo de substancias, podem modificar a permeabilidade da membrana plasmatica
(FREZARD, SCHETTINI, 2005).

Modificadores da atividade antibiotica é um termo usado para substancias que
modulam ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibidticos, como é o caso de
varios produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) ou substancia isoladas
ou sintéticas que alteram a susceptibilidade microbiana a antibi6ticos por inibicdo de bombas
de efluxo (COSTA et al, 2008; Coutinho et al, 2010).

Muitos estudos relatam a auséncia de resultados significativos na modulagéo frente ao
género Candida (SANTOS, 2011; MORAIS-BRAGA, 2012), o que pode ser indicio do
mecanismo switching, uma significativa alteracdo fenotipica na morfologia das colonias das
leveduras do género Candida. Normalmente existem varias diferencas entre as col6nias que

apresentam switching e as demais, incluindo mudanca no formato, estruturas de superficie
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celular e germinagio a 37°C, o que parece torna-las mais virulentas (ALVARES et al., 2007;
ROSSI et al., 2011)

A combinacéo entre as drogas com o colesterol e ergosterol ndo apresentou resultados
relevantes com CIM > 1024pg/mL (Tabela 4 e 5), uma vez que o ergosterol estd presente na
constituicdo da parede celular dos fungos, e é responsavel pela fungdo estrutural e hormonal
na progressdo do ciclo celular (MORAES et al., 2003; SARTORI, 2005). A utilizagdo do
ergosterol como modulador se deu na busca de verificar a possivel modificacdo da
permeabilidade da membrana devido a um aumento na sua concentracdo, entretanto isso nao
foi verificado. As pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de antifingicos, buscam
inibidores da biossintese do ergosterol, da inibicdo das topoisomerases ou ainda da parede
celular fangica (ZACCHINO et al., 2001; SARTORI, 2005).

CONCLUSAO

Os resultados observados apontam que o colecalciferol, (+) — o — Tocoferol e a
Menadiona, ndo sdo modificadores da resisténcia das cepas de Candida albicans 40006,
Candida krusei 6258 e Candida tropicalis 13803, visto que ndo reduziu a CIM dos
antifungicos testados. Assim como o colesterol e ergosterol que ndo atuaram na modificacdo
da fluidez da membrana plasmaética dos fungos.
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Tabela 1: Atividade moduladora do Colecalciferol nas concentragdes subinibitoria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colecalciferol

Candida albicans ATCC 40006

MIC Controle MIC Controle MIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida krusei ATCC 6258

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida tropicalis ATCC 13803

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

CIM: Concentracdo Inibitoria Minima. * Sinergismo.
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Tabela 2: Atividade moduladora do Alfa-Tocoferol nas concentragdes subinibitoria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Alfa-Tocoferol (Vitamina E)

Candida albicans ATCC 40006

MIC Controle MIC Controle MiIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida krusei ATCC 6258

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida tropicalis ATCC 13803

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

CIM: Concentrag&o Inibitoria Minima. * Sinergismo.

Tabela 3: Atividade moduladora da Menadiona nas concentragdes subinibitéria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Menadiona (Vitamina K)

Candida albicans ATCC 40006

MIC Controle MIC Controle MiIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida krusei ATCC 6258

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida tropicalis ATCC 13803

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

CIM: Concentragéo Inibitoria Minima.
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Tabela 4: Atividade moduladora do Colesterol nas concentragdes subinibitoria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colesterol

Candida albicans ATCC 40006

MIC Controle MIC Controle MiIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida krusei ATCC 6258

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida tropicalis ATCC 13803

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Tabela 5: Atividade moduladora do Ergosterol nas concentra¢des subinibitoria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Ergosterol

Candida albicans ATCC 40006

MIC Controle MIC Controle MiIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida krusei ATCC 6258

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Candida tropicalis ATCC 13803

Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
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5.5 PATENTE: AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA DE VITAMINAS
LIPOSSOLUVEIS CARACTERIZADA POR MENADIONA (VITAMINA K), ALFA-
TOCOFEROL (VITAMINA E) E COLECALCIFEROL (VITAMINA D) FRENTE A
BACTERIAS MULTIRESISTENTES.

RESUMO

Avaliagéo da Atividade Moduladora de Menadiona (vitamina K) Alfa-tocoferol (vitamina E)
e colecalciferol (vitamina D) frente a bactérias multiresistentes, para fins terapéuticos.” A
presente invencdo refere-se ao método “in vitro” de microdiluicdo em caldo para avaliar a
atividade moduladora por Colecalciferol, Alfa-tocoferol e Menadiona, contra linhagens de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli multiresistentes. Além
de averiguar a analogia do mecanismo de acdo modulador das vitaminas lipossoltveis com o
colesterol e ergosterol. De acordo com a invengdo o carater lipofilico destas vitaminas pode
admitir perturbagfes na membrana bacteriana, resultando em dano dos elementos
fundamentais para a integridade da membrana, permitindo assim o aumento da
permeabilidade. Quando associado com aminoglicosideos, Colecalciferol, alfa-tocoferol e
menadiona possivelmente atuaram através dessa acao lipofilica nos envoltorios celulares
bacterianos, modulando efetivamente os antibidticos utilizados. Obtendo sucesso contra a
resisténcia bacteriana.

Ver anexo A: pagina 162.
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Avaliacdo da atividade moduladora de vitaminas lipossolUveis caracterizada por
Menadiona (Vitamina K), Alfa-Tocoferol (Vitamina E) e Colecalciferol (Vitamina D)

frente a bactérias multiresistentes

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencéo esta relacionada a modulag&o de antibidticos através da utilizacéo
de algumas vitaminas lipossoltveis, com finalidade de combater a crescente resisténcia
adquirida por bactérias a muitos antibidticos, o que representa um obstaculo e impde sérias
limitacdes as opgdes para o tratamento de infeccBes bacterianas, representando uma ameaca

para a salde publica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A atividade biol6gica dos produtos naturais tem sido objeto de intensa investigacao
cientifica. Produtos esses que além de alimentar, sdo amplamente utilizados na medicina
popular, uma vez que apresentam amplo espectro de atividades benéficas a saude (LEITE et
al., 2008). Acredita-se que o0s produtos naturais usados como alimentos apresentam
propriedades benéficas além das nutricionais, sendo chamados de alimentos funcionais, nos
quais sdo encontradas substancias biologicamente ativas como: probiéticos e prebidticos,
derivados sulfurados e nitrogenados, pigmentos, vitaminas, compostos fenolicos, acidos
graxos poliinsaturados e fibras. (MORAIS, COLLA, 2006).

Vitaminas sdo substancias organicas presentes em muitos alimentos em pequenas
quantidades e de extrema importancia para o funcionamento do organismo, na forma de co-
fatores. A falta de vitaminas na dieta resulta, quase sempre, em crescimento e
desenvolvimento de deficiéncias e outras perturbacdes organicas, sendo caracteristico de
caréncia. A maioria dos organismos animais, independente dos fatores ambientais, é incapaz
de sintetiza-las por via anabdlica, por essa razdo, as vitaminas precisam ser incluidas nas
dietas; em geral, sdo necessarias em pouca quantidades e em funcéo da idade, sexo, estado
fisiolégico e atividade fisica do individuo (PAIXAO, STAMFORD, 2004).

As vitaminas sdo classificadas em lipossoluveis e hidrossolliveis, devido as suas

propriedades fisiologicas e fisico-quimicas. Dentre estas, as vitaminas lipossoltveis, D, E e K se
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destacam como nutracéuticos, parte dos alimentos que apresentam beneficios a salde, atuando na
prevencdo e/ou tratamento de doencas (PAIXAO, STAMFORD, 2004; MORAIS, COLLA,
2006).

A vitamina D é um horménio esteroidal, cuja principal funcdo consiste na regulacao
da homeostase do célcio, formacdo e reabsorcdo 6ssea. A forma ativa deste hormonio € o
1,25dihidroxivitamina D3, um derivado da vitamina D3 também chamado de colecalciferol ou
calciferol. A vitamina D3 é produzida por irradiacdo da luz ultravioleta B, na pele, ou de
forma menos eficaz através da dieta (DANTAS et al.,, 2009). Abaixo Estrutura do
Colecalciferol:

CHs CH3
CHs *

Estrutura molecular plana do Colecalciferol

Além do seu papel na homeostase do calcio, apresenta atividade bioldgica e efeitos
mais complexos em relacdo ao organismo, como a intensifica¢do da atividade antimicrobiana,
mediada por peptideos enddgenos (catelicidina e defensina), em mondcitos, neutréfilos e
outras linhagens celulares. (DANTAS et al., 2009; MARQUES et a.l, 2010; MARTINEAU et
al., 2011; MUSZKAT et al., 2010).

A vitamina lipossoluvel E é a principal vitamina presente no plasma e na particula de
LDL, podendo se apresentar, na natureza, em quatro isoformas: alfa, beta, gama e delta-
tocoferol, e uma das isoformas mais abundante, ativa biologicamente e mais potente
antioxidante é o alfa-tocoferol, sendo também a isoforma mais explorada (MARQUEZ et al.,

2002; CATANIA et al., 2009).
CHj

HO

HsC O

CH3

Estrutura molecular plana do Alfa-Tocoferol
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O interesse cada vez maior pela vitamina E é devido as suas atividades bioldgicas,
especialmente como agente antioxidante, sendo capaz de retardar o envelhecimento e proteger
0 organismo de doencas cronicas ndo transmissiveis, como Parkinson, Alzheimeir, quadros
infecciosos e reumaticos, cancer e enfermidades cardiovasculares (BATISTA et al., 2007,
BERG, 2010; MARQUEZ et al., 2002). Atualmente, é estudada a atuacio da vitamina E
como modulador da sinaliza¢do celular e da transcricdo de genes (BATISTA et al., 2007).
Além de ser capaz de inibir o crescimento das células malignas (SAMPAIO, ALMEIDA,
2009).

A vitamina E ocorre naturalmente em alimentos de origem vegetal, nos vegetais
verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos vegetais e no germe de trigo e de origem
animal, como gema de ovo e figado (BATISTA et al., 2007).

Menadiona, vitamina K3 € um composto sintético, convertido no intestino em vitamina
K, (KLACK, CARVALHO, 2006).

O
CHs

O

Estrutura molecular plana da Menadiona

A vitamina K é uma substancia biologicamente ativa, encontrada em alimentos
funcionais, necessaria principalmente para 0 mecanismo da coagulacdo sanguinea, sendo
essencial para a sintese da protrombina, além de participar, na sintese de proteinas presentes
no plasma, rins e talvez outros tecidos. Alguns estudos mostraram efeitos inibitérios do
crescimento de varias células neoplésicas, provocados pela vitamina K, e reducéo do risco de
eventos mutagénicos na fase de proliferacdo celular rapida em fetos e recém-nascidos
(KLACK, CARVALHO, 2006).

O carater lipossolavel dessas vitaminas, sugere que ambas podem modificar a
permeabilidade da membrana plasmatica das bactérias, tornando-a mais susceptivel a
penetracdo de substancias, principalmente antibidticos. Alguns estudos relatam que
compostos menos polares sdo mais efetivos, frente a bactérias gram-positivas e gram-

negativas, devido a presenca de cadeias polissacarideas, que atuam como barreira para
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compostos hidrofébicos ativos na membrana. (PRETTO et al., 2004; GIBBONS, 2004;
NICOLSON et al., 1999).

Na busca de conhecer o mecanismo de acdo das vitaminas foram utilizados o
colesterol e seu derivado, o ergosterol, ambos possuem semelhanca na estrutura e participam
da sintese de algumas vitaminas e hormonios.

O colesterol € um componente lipidico, necessério para o funcionamento normal do
corpo, desempenha uma importante funcao estrutural e funcional na membrana plasmatica,
assim como nas membranas das organelas internas da célula, atua na sintese de acidos biliares
necessarios a absorcdo de gordura e vitaminas lipossoluveis pelo intestino, além de participa
da produco de hormonios esterdides e da vitamina E (LUDKE, LOPEZ, 1999; LEANCA et
al., 2010).

Colesterol Ergosterol

As bactérias ndo possuem colesterol na formacdo da sua membrana citoplasmatica,
nem ergosterol, componente lipidico encontrado na membrana dos fungos, ambos foram
utilizados por serem substancias complexa do tipo lipidio-esteréide (SANTOS, CARVALHO,
2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006), podendo agir sobre 0 mosaico
fluido da membrana bacteriana, modificacdo sua fluidez, sendo assim possivel verificar a
existéncia da similaridade da acdo das vitaminas lipossollveis na membrana plasmatica
bacteriana com a acdo do colesterol e ergosterol.

As bactérias sdo organismos simples encontrados na maioria dos ambientes naturais, a
célula bacteriana apresenta diversas estruturas, algumas presentes s6 em determinadas
espécies. Uma estrutura essencial da bactéria € a membrana citoplasmatica, responsavel por
inimeras funcGes entre elas a duplicacdo do DNA, a secrecdo de enzimas, a biossintese de
componentes, o transporte de solutos e a producdo de energia (SCHAECHTER et al., 2002;
PRETTO et al., 2005). A parede celular € uma estrutura que confere a muitas bactérias

rigidez, e de acordo com a sua constituicdo as bactérias sdo divididas em duas classes: gram-
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positivas e gram-negativas, a diferenca entre ambas é devida principalmente as suas
propriedades de permeabilidade e aos componentes de superficie (TORTORA et al., 2008;
SCHAECHTER et al., 2002; PRETTO et al., 2005).

Nas bactérias Gram-positivas, a parede celular é formada por muitas camadas de
peptideoglicana, &cidos teicdicos e fosfato, formando uma estrutura espessa e rigida.
Contrariamente as bactérias Gram-negativas possuem parede constituida por poucas ou
apenas uma unica camada de peptideoglicana e uma membrana externa, 0 que garante é um
obstaculo a mais para certos antibioticos. Entretanto sdo mais suscetiveis ao rompimento
mecanico (TORTORA, et al., 2008).

Atualmente as infec¢Bes bacterianas sdo foco da satde publica, devido principalmente
a ocorréncia do crescimento significativo da resisténcia bacteriana. As infec¢bes causadas por
Staphylococcus aureus sao as mais comum, apresentado uma maior dificuldade no tratamento
devido a sua resisténcia a varios antibiéticos (TORTORA et al., 2008; COUTINHO et al.,
2009; COUTINHO et al, 2008). A espécie Pseudomonas aeruginosa é a principal causa de
infeccdes hospitalares, agredindo a pele, trato urinario, ouvidos e olhos (MURRAY et al.
2004). Escherichia coli é a espécie mais comum do género Escherichia, associado a infeccdes
graves do trato urinario, meningite e gastrenterite (MURRAY et al. 2004; TORTORA et al.,
2008;).

Este € o primeiro relato da atividade antibacteriana e potencializacdo de
aminoglicosideos pela menadiona, frente a bactérias multiresistentes. Até entdo ndo se tinha
nenhum registro da utilizacdo da menadiona como modulador de antibi6ticos, concomitante

com outras drogas.

SUMARIO DA INVENCAO

Um aspecto da presente invencdo é avaliar, in vitro, a atividade moduladora do
colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona, modificando assim a acdo de antibioticos frente a
bacterias multiresistentes. Compreendendo novas alternativas mais eficazes na terapéutica
contra infeccGes bacterianas.

Na primeira etapa foram utilizadas cepas bacterianas padrdes Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia e Klebsiella pneumonia, para determina a
concentracgéo inibitoria minima (CIM).

Com o resultado da CIM, outra etapa foi realizada para verificagdo da atividade

moduladora, cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
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multiresistentes foram utilizadas, e com o aumento progressivo da concentragdo subinibitéria, foi
observado os eventos modificadores de cada solucdo. Em uma etapa adicional foi averiguado e
comparado a similaridade do mecanismo de acdo moduladora do colesterol e ergosterol com a acgdo

moduladora das solugdes vitaminicas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Devido a busca por novas substancias capazes de modificar a resisténcia bacteriana e
tendo em vista a potencialidade das atividades biologicas que as vitaminas lipossollveis
possuem, foi verificado, considerando a lipossolubilidade destas substancias, sua acdo na
modulacéo de antibioticos.

Modificadores da atividade antibitica é um termo usado para substdncias que
modulam ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibi6ticos, como é o caso de
varios produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) ou substancia isoladas
ou sintéticas que alteram a susceptibilidade microbiana a antibioticos por inibicdo de bombas
de efluxo (COSTA et al, 2008).

Atualmente combinacdes multiplas de drogas estdo sendo utilizadas no combate a
disseminacdo de bactérias patogénica resisténcias a antibioticos. Relatos indicam que
diferentes combinacdes antibidticas testadas in vitro e aplicados em clinicas sdo comuns, € 0
caso da combinacgdo de penicilina com a gentamicina. Essa combinacdo vem sendo utilizada
também entre antibidtico e produtos naturais de origem vegetal que vai alterar a acdo dos
antibidticos, seja aumentando a atividade antibiotica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO
et al., 2008).

Quando a substancia, utilizada na combinacdo, intervém de forma positiva, ou seja,
aumentando a atividade do antibiético, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
quando ha uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibioticos frente a substancia ocorrera
o efeito antagbnico (CANTON & ONOFRE, 2010).

A atividade antibacteriana e acdo moduladora foram verificadas pelo método de
microdiluigdo em caldo.

1. Preparo das Solugdes

As vitaminas utilizadas do grupo das lipossoltveis foram Vitamina D: Colecalciferol,
Vitamina E: (+) — o — Tocoferol de 6leo vegetal e Vitamina K: Menadiona. Todas fornecidas
pela SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo utilizada nos testes foi preparada sob
um concentragdo de 100mg/ml, dissolvidos em 1ml de dimetilsulfoxido (DMSO), depois foi
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diluida em &gua destilada até uma concentra¢do de 1024ug/ml, com excecdo da menadiona
que ndo diluiu em agua, sendo diluida em DMSO para atingir a concentragdo de 1024ug/ml.
Sendo feito o controle com DMSO para verificar possivel interferéncia nos resultados. As
solugdes de Colesterol e Ergosterol foram utilizadas para verificagdo da similaridade e
comparacdo do mecanismo de agdo com as vitaminas. Fornecidos pela SIGMA Chemical
Co.,St. Louis, E.U.A. A solucdo utilizada nos testes foi preparada sob um concentragéo de
200mg/ml, dissolvidos em 2ml de DMSO/Tween 80, apds diluida em &gua destilada até uma
concentracédo de 1024ug/ml.

Os antibidticos usados nos testes foram os aminoglicosideos: amicacina, neomicina e
gentamicina (Sigma Co., St. Louis, EUA). Todas as drogas foram diluidas em agua esteéril,
para uma concentragdo 5000pg/ml.

2. Teste de atividade antibacteriana e modulacdo das drogas

O método de diluicdo em caldo determinou a concentracdo inibitéria minima (CIM)
que é definida como a menor concentracdo onde ndo € observado crescimento microbiano
(NCCLS, 2008). Para reliza-lo o inoculo bacteriano foi diluido em BHI 10% (Brain Heart
Infusion, difco Laboratories Ltda.) para uma supensdo de 10° UFC/ml. Em uma placa de
microdiluicdo com 96 pocos, foi distribuido 100uL do inoculo em cada pogo, em seguida uma
diluicdo seriada foi realizada com 100uL da solucdo de colecalciferol, alfa-tocoferol,
menadiona, do colesterol e ergosterol, além do DMSO (controle negativo) com concentracao
de 1024pg/ml. Tendo concentracbes finais variando de 1024-8ug/ml. As placas foram
incubadas durante 24h a 35°C. O MIC bacteriano foi determinado atraves da revelacdo com
solugdo de resazurina, 20ul em cada poco (JAVADPOUR et al., 1996). Para avaliar o
potencial do colecalciferol, alfa-tocoferol, menadiona e do colesterol e ergosterol como
modificadores da resistencia aos antibidticos, foi utilizado o método proposto por Coutinho et
al. (2008). A solucbes foram testadas em trés concentracdes subinibitéria (MIC/8, MIC/4 e
MIC/2). Em uma placa de microdiluicdo foi distribuido 100uL de uma solugdo contendo BHI,
indculo bacteriano e as solugbes em cada poc¢o, sendo posteriomente feita uma diluicdo com
100uL das drogas antimicrobianas, as concentracdes variaram de 5.000-2,44ug/ml. As placas

foram incubadas por 24h a 37°C.

3.Material Bacteriano Utilizado

As bactérias utilizadas no teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram as
linhagens padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Escherichia coli ATCC 10536, ATCC e Klebsiella pneumonia ATCC 4362. Para
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avaliar a atividade moduladora das solugdes, foram utilizadas cepas bacterianas
multiresistentes, a partir de isolados clinicos: S. aureus 358, P. aeruginosa 03 e E. coli 27,

com o perfil de resisténcia demonstrado abaixo:

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirargica Ast,Ax,Ami,Amox,Ca,Cfc,Cf,
Caz,Cip,Clo,Im,Can,Szt, Tet, Tob
Staphhylococcus aureus 358 Ferida cirargica Oxa,Gen,Tob,Ami,Can,Neo,Para,
But,Sis,Net
Pseudomonas Aeruginosa 03 Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami

Ast-Aztreonan; Amx- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo-
Neomicina; Para- Paramomicina; But-Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cfepime; Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-Levofloxacina; Mer-Merpenem.

Foram obtidas a partir da colegdo de microrganismos do Laboratorio de Micologia —
UFPB. Todas as cepas foram mantidas em Heart Infusion Agar (HIA, Difco laboratorises
Ltda.). Antes do ensaio, as células foram cultivadas a 37°C por 24h em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI, difco Laboratories Ltda.).

O interesse por substancias isoladas com propriedades antibacterianas tem aumentado,
devido a falta de eficacia nos tratamentos terapéuticos de muitas das infecgcdes existentes,
decorrente do desenvolvimento da resisténcia bacteriana a antibidticos (KOHLER et al.,
1999; LEE et al., 2003, TALEB-CONTINI et al., 2003).

Nos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) realizados com as linhagens
bacterianas padrdes, a solucdo de colecalciferol e alfa-tocoferol ndo apresentaram atividade
antibacteriana clinicamente relevante, sendo todos os resultados >1024ug/mL, ja a solucdo de
menadiona demonstrou atividade antibacteriana frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa
03, apresentando concentracdo inibitéria minima de 64ug/mL, o DMSO, utilizado como
controle negativo, apresentou uma CIM bem inferior de 256ug/mL frente a cepa testada
(Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona sobre cepas
microbianas originarias da ATCC.

CIM (ug/mL)
Bactérias COLECALCIFEROL ALFA-TOCOFEROL MENADIONA DMSO
S. aureus >1024 >1024 128 128
P. aeruginosa >1024 >1024 64 256
K. pneumonia >1024 >1024 128 128
E. coli >1024 >1024 128 128

A solucdo de Menadiona ndo apresentou atividade antibacteriana relevante frente as
outras cepas microbianas analisadas, tendo o0 mesmo valor da CIM do controle do DMSO. O
dimetilsulfoxido é versatil, possui diversas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas, dentre
estas a antimicrobiana, apresentando “/n vitro” em concentragdes de 5-50%, atividade
bacteriostatica ou bactericida contra varias bactérias patogénicas, incluindo Staphylococcus
spp., E. coli., M. tuberculosis, Streptococcus spp., Salmonella spp., Proteus spp. (BRAYTON,
1986; STONE, 1993; MANGIA et al., 2008).

Quando combinado com os antibioticos da classe de amiglicosideo, foi verificado que
o colecalciferol, alfa-tocoferol e a menadiona apresentaram diminui¢cdo da concentragdo
inibitéria minima, com resultados relevantes apatir do CIM/8.

Na concentracdo subinibitéria CIM/8 o colecalciferol associado com amicacina
reduziu dois pontos da CIM para Pseudomonas aeruginosa 03, com aumento da concentracéo
subinibitéria CIM/4 essa reducdo aumentou para trés pontos. Também houve reducdo
significativa da CIM de amicacina frente a E. coli 27. Na MIC/2 amicacina quando associada
com colecalciferol demonstrou resultados relevantes para todas as cepas multiresistentes
utilizadas. Nas trés concentracBes subinibitéria a combinacdo de colecalciferol com
neomicina apresentou antagonismo, diminuindo a efic&cia do antibi6tico (Tabela 03).

Quando a substancia, utilizada na combinacdo, intervém de forma positiva, ou seja,
aumentando a atividade do antibidtico, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
qguando ha uma diminuicao ou inativacdo da acdo dos antibidticos frente a substancia ocorrera
o efeito antagdnico (CANTON & ONOFRE, 2010).
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Tabela 3: Atividade moduladora do colecalciferol associado com aminoglicosideos nas concentraces
subinibitéria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colecalciferol

Staphylococcus aureus 358

MIC Controle MIC Controle MiIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 39,0625 39,0625 39,0625 39,0625 *4,8828 *78,125
Gentamicina 9,7656 9,7556 9,7656 9,7656 4,8828 2,44
Neomicina 156,25 156,25 #2.500 #156,25 #1.250 #156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina *39,0625 *156,25 *39,0625 *312,5 *9,7656 *78,125
Gentamicina *9,7656 *39,0625 *4,8828 *39,0625 39,0625 19,53125
Neomicina #2.500 #78,125 #625 #78,125 156,25 78,125
Escherichia coli 27
Amicacina 78,125 78,125 *19,53125 *78,125 *4,8828 *78,125
Gentamicina 9,7656 9,7656 9,7656 9,7656 4,8828 9,7656
Neomocina 156,25 312,5 156,25 312,5 156,25 312,5

CIM: Concentrag&o Inibitoria Minima. * Sinergismo, # Antagonismo.

A solucdo de alfa-tocoferol combinado com gentamicina na concentracdo subinibitoria
CIM/8, diminuiu quatro pontos da CIM para Staphylococcus aureus 358, gerando
antagonismo quando utilizado em conjunto com neomicina frente & Pseudomonas aeruginosa
03. Com o aumento da concentracdo da CIM/4 ocorreu modulacdo para amicacina e
neomicina com dois pontos para CIM frente a P.aeruginosa 03, para gentamicina frente S.
aureus 358 e neomicina frente a E. coli 27. Além de reduzir a eficacia de neomicina e
gentamicina para S. aureus e E. coli respectivamente. Na concentragcdo CIM/2 alfa-tocoferol
s6 ndo apresentou resultado significativo para gentamicina frente a S. aureus e amicacina

frente a P.aeruginosa. (Tabela 04).

Tabela 4: Atividade moduladora do alfa-tocoferol associado com aminoglicosideos nas concentracGes
subinibitéria de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

(+)-a-Tocoferol

Staphylococcus aureus 358

MIC Controle MIC Controle MIC Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 156,25 156,25 39,0625 39,0625 *4,8828 *78,125
Gentamicina *19,53 *312,5 *2,44 *9,7656 2,44 2,44
Neomicina 156,25 156,25 #2.500 #156,25 *9,7656 *156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 312,5 312,5 *78,125 *312,5 39,0625 78,125
Gentamicina 1.250 1.250 39,0625 39,0625 *4,8828 *19,53125
Neomicina #2.500 #78,125 *19,53125 *78,25 *2,44 *78,125
Escherichia coli 27
Amicacina 312,5 312,5 39,0625 39,0625 *9,7656 *78,125
Gentamicina 625 625 #19,53125 #4,8828 *2,44 *9,7656
Neomocina 312,5 312,5 *78,25 *312,5 *19,53125 *312,5

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima. * Sinergismo, # Antagonismo.
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Na constatacdo do potencial modulador da menadiona na concentragdo subinibitdria
CIM/8, ndo foi verificado resultados com relevéncia clinica frente a nenhuma cespa utilizada.
Para concentracdo CIM/4 menadiona demosntrou interacdo sinérgica significativa para S.
aureus 358 com amicacina e neomicina e E. Coli 27 frente a todos os aminoglicosideos. A
concentracdo subinibitéria MIC/2 modulou amicacina frente a S. aureus 358, e amicacina e

neomicina para P. aeruginosa 03. (tabela 05).

Tabela 5: Atividade moduladora antibacteriana da menadiona nas concentrag@es subinibitéria de CIM/8, CIM/4
e CIM/2

Menadiona ( Vitamina K)

CIM CIM Control CIM CIM Controle CIM CIM Controle
Combinado/8 DMSO Combinado/4 DMSO Combinado/2 DMSO
Staphylococcus aureus 358
Amicacina 78,125 39,0625 39,0625 9,7656 19,563125 78,125 *2,44 9,76 *156,25
Gentamicina 9,7656 78,125 488 2,44 244 2,44 244 2,44 312,5
Neomicina 156,25 156,25 156,25 2,44 4,8828 156,25 2,44 2,44 156,25

Pseudomonas aeruginosa 03

Amicacina 156,25 156,25 156,25 39,0625 39,0625 78,125 *2,44 9,76 *312,5
Gentamicina 39,0625 39,0625 39,0625 9,7656 19,53125  19,53125 2,44 2,44 625
Neomicina 156,25 78,125 78,125 78,125 78,125 78,125 *2,44 78,125 *78,125

Escherichia coli 27

Amicacina 78,125 156,25 156,25 *9,7656 78,125 *78,125 4,88 4,88 156,25
Gentamicina 19,53125 19,53125 39,0625 *2,44 19,53125  *9,7656 2,44 2,44 625
Neomicina 78,125 2,44 312,5 78,125 78,125 312,5 4,88 4,88 312,5

CIM: Concentrag&o Inibitéria Minima. * Sinergismo, # Antagonismo.

A composicdo de substancias lipofilica, como as trés substancias utilizadas admite
perturbacdes na membrana bacteriana, resultando em dano dos elementos fundamentais para a
integridade da membrana como: reducdo do potencial de membrana, perda de ions, citocromo
C, proteinas e radicais, seguidos de colapso da bomba de prétons e reducdo de ATP
(SIKKEMA et al., 1994; TURINA et al., 2006; HIRAYAMA et al., 2006).

Ao analisar o efeito modificador da resisténcia bacteriana € notavel que a
potencializacdo do efeito dos antibidticos seja proporcional ao aumentado da concentracdo
das vitaminas, obtendo-se um melhor resultado com a concentracdo subinibitoria CIM/2.

Outro fato observado que ambas as solucBes de vitaminas apresentaram um resultado
relevante frente a P.aeruginosa 03 e E. Coli 27. Um resultado muito positivo devido ao fato
das duas serem gram-negativas, segundo Sartori (2005), muitos microrganismos gram-
negativos apresentam nivel elevado de resisténcia intrinseca a muitos antibidticos, utilizando como

barreira o sistema de efluxo ativo e sua baixa permeabilidade da membrana externa.
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Segundo Nicolson et al., (1999) bactérias sdo mais suscetiveis a substancias apolares.
Isso sugere que o colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona devido ao seu carater lipossoltvel
atue atraves de uma acdo lipofilica nos envoltorios celulares, proporcionando um
desequilibrio no mosaico fluido da membrana bacteriana (NOSTRO et al., 2004), modulando
mais efetivamente P.aeruginosa 03 e E.coli 27, quando comparado com S. Aureus 358. A
permeabilizagcdo pode atingir membrana externas e internas, facilitando a entrada de
antibidticos, alem de provocar a lise celular e necrose (KNOWLES et al.,, 2005;
ARMSTRONG, 2006).

Mesmo sendo evidenciado um resultado efetivo entre as bactérias gram-negativas, é
observada uma diferenca entre os eventos modulatérios de P.aeruginosa 03 e E.coli 27. O que
pode ser atribuido a camada lipopolissacaridica (LPs). Lipopolissacarideo é o componente
estrutural da parede de bactérias Gram-negativas, sendo representado pela endotoxina,
enzimas que em E.coli funcionam como um fator de viruléncia (CAMPEBELL et al., 2007).
Em P.aeruginosa sua presenca é intrinseca, aumentando sua viruléncia e resisténcia, devido a
adaptacdo fisiologica em respostas a mudancas do ambiente, principalmente com alteracGes
na menbrana externa da célula (KURAHASHI et al., 1999; MIYAGI et al.,, 2000;
LINCOPAN, TRABULSI, 2004).

O colesterol e o ergosterol sdo componentes importantes das membranas biolédgicas de
eucarioticos, ausentes na membrana das bactérias, responsavel pela manutencdo da
permeabilidade das membranas. A célula pode controlar sua fluidez através da regulacdo do
nivel de colesterol, ou do grau de saturacdo das cadeias de hidrocarboneto dos fosfolipidios
(FREZARD, SCHETTINI, 2005). Devido as suas estruturas lipofilicas, analoga a estrutura
das trés vitaminas, ambos foram utilizados como controle, para verificar e comparar 0
mecanismo de acdo do Colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona na membrana bacteriana.

A solucdo de colesterol e ergosterol ndo apresentou atividade antimicrobiana com
CIM >1024pg/mL, o que ja era previsto. No entanto a combinagdo de ambos com os
antibidticos, sobre as bactérias multiresistentes, reduziu a CIM significativamente, conforme a

concentracdo subinibitoria era aumentada (Tabela 6 e 7).
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Tabela 6: Atividade moduladora do colesterol associado com aminoglicosideos nas concentragdes subinibitéria

de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Colesterol
Staphylococcus aureus 358
CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2

Amicacina 78,125 39,0625 39,0625 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2,44 *9,7656
Neomicina *39,0625 *156,25 *4,88 *78,125 *9,7656 *156,25

Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 78,125 39,0625 156,25 156,25 39,0625 78,125
Gentamicina 19,53125 39,0625 39,0625 39,0625 *4,88 *19,53125
Neomicina 156,25 312,5 156,25 3125 156,25 156,25

Escherichia coli 27

Amicacina 39,0625 39,0625 *19,53125 *78,125 *39,0625 *156,25
Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,8828 4,88 9,7656
Neomicina 156,25 156,26 78,125 156,25 78,125 78,125

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima. * Sinergismo.

Tabela 7: Atividade moduladora do ergosterol associada com aminoglicosideos nas concentragdes subinibitdria

de CIM/8, CIM/4 e CIM/2

Ergosterol
Staphylococcus aureus 358
CIM Controle CIM Controle CIM Controle
combinado/8 combinado/4 combinado/2
Amicacina 78,125 39,0625 9,7656 19,53125 *19,53 *156,25
Gentamicina *4,88 *19,53125 2,44 2,44 *2.,44 *9,7656
Neomicina *19,53125 *156,25 39,0625 78,125 78,125 156,25
Pseudomonas aeruginosa 03
Amicacina 78,125 39,0625 *39,0625 *156,25 *19,53 *78,125
Gentamicina *4,88 *39,0625 *9,7656 *39,0625 *4.88 *19,53
Neomicina 3125 3125 625 3125 156,25 156,25
Escherichia coli 27
Amicacina 39,0625 39,0625 *9,7656 *78,125 *9,7656 156,25
Gentamicina 9,7656 9,7656 2,44 4,88 *2,44 9,7656
Neomicina 156,25 156,25 *39,0625 *156,25 39,0625 78,125

CIM: Concentrag&o Inibitéria Minima. * Sinergismo, # Antagonismo.

N&o se tem registro da utilizacdo de colesterol e ergosterol como modificadores da

acao de antibioticos nem de qualquer outra droga, sendo esse o primeiro estudo realizado

neste ambito.

Assim foi possivel comprovar a similaridade do mecanismo de agdo modulador entre o

colesterol, ergosterol e colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona (Grafico 01). Sendo que
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ergosterol apresentou nimeros de eventos modificadores mais proximos dos eventos das

vitaminas.

Grafico 1: Comparacdo do nimero de eventos de modulagéo das solugdes de colecalciferol, alfa-tocoferol e
menadiona com colesterol e ergosterol nas concentracdes subinibitéria CIM/8, CIM/4 e CIM/2.
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As solucbes de colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona demonstraram resultados
clinicamente relevantes, a modulacdo de aminoglicosideos, sobre bactérias multiresistentes. O
que representa uma alternativa interessante contra a crescente resisténcia bacteriana, uma vez
que sdo vitaminas lipossollveis e estdo presente na alimentacdo, e ndo apresenta toxicidade ao
organismo humano. Sobretudo, estudos pré-clinicos e clinicos sdo necessarios para verificar a

biodisponibilidade e os mecanismos de acdo envolvidos nessa interacao.
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6 CONCLUSOES

e Colecalciferol, Alfa-tocoferol isoladamente ndo apresentaram atividade antibacteriana
e antifingica relevante nas concentragdes utilizadas, j& a menadiona demonstrou
atividade antibacteriana frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,

apresentando concentracdo inibitdria minima de 64pg/mL.

e As solugdes Colecalciferol, Alfa-tocoferol e Menadiona ndo conseguiram modular o
efeito das drogas utilizadas como antifingico contra fungos do género Candida.

e Na concentracdo subinibitéria (MIC/8): Menadiona ndo apresentou potencial
modulador, com relevancia clinica frente a nenhuma cespa utilizada. Diferentemente,
Colecalciferol e alfa-tocoferol que potencializaram a agdo dos aminoglicosideos:
amicacina/gentamicina para a P.aeruginosa 03, e gentamicina frente a S. aureus 358,
respectivamente. Ambas diminuiram a eficacia da droga quando associada com

neomicina contra a P.aeruginosa 03.

e O numero de eventos modulatorios de colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona é

proporcional ao aumento da concentracao da dose subnibitéria.

e Foi possivel averiguar a similaridade da acdo moduladora entre o colesterol, ergosterol
e colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona, através do numero de eventos
modulatérios. Porém entre ambos, o ergosterol se mostrou mais préximo do

mecanismo de acdo modulador das solucdes vitaminicas.

e As solucdes de colecalciferol, alfa-tocoferol e menadiona demonstraram resultados
clinicamente relevantes, a modulacdo de aminoglicosideos, sobre bactérias

multiresistentes, principalmente Gram-negativas.

e Este estudo representa uma alternativa interessante contra a crescente resisténcia
bacteriana, uma vez que séo vitaminas lipossoliveis estdo presente na alimentacdo, e

ndo apresenta toxicidade ao organismo humano em concentracdo adequada. Sendo
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necessario realizar estudos pré-clinicos e clinicos para verificar a biodisponibilidade e

0s mecanismos de agdo envolvidos na interagéo.
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