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Resumo

Atualmente tem-se vindo a assistir a um uso inadequado dos antibidticos, resultando num aumento
de resisténcias bacterianas, sendo Acinetobacter baumannii uma dessas bactéria. Esta bactéria é
ubiqua e é isolada com frequéncia de equipamentos e superficies hospitalares, onde é motivo de
preocupacdo. A. baumannii esta associada a infecées como pneumonias, septicémias, infecoes
urinarias e infecbes nosocomiais essencialmente do foro respiratorio com particular incidéncia em
doentes que necessitam de ventilacao artificial. A. baumannii possui diversos fatores de viruléncia
e patogenicidade, capacidade de manter a sua viabilidade por longos periodos de tempo o que
permite que se mantenha em ambientes hospitalares devido a sua capacidade de formar biofilmes
e resistir a dessecacao. Para além disso € uma bactéria que frequentemente apresenta multiplas
resisténcias a antibidticos, tendo sido isoladas estirpes com resisténcias a todos os antibidticos
conhecidos. Estas caracteristicas de A. baumannii fazem com que esta bactéria se torne um alvo
preferencial para estudo e desenvolvimento de novas terapias alternativas devido a problematica
das resisténcias a maioria dos antibioticos atualmente comercializados. O acido barbiturico € um
composto organico baseado no esqueleto heterociclico da pirimidina, sendo considerado
farmacologicamente inativo, ao passo que os seus derivados tém demonstrado possuir varias
atividades biologicas, incluindo propriedades antibacterianas em algumas bactérias gram positivas
e negativas. Os compostos de sintese derivados do acido barbitirico, nomeadamente compostos
como 5-hidraziniletilidenopirimidinas, podem ser assim uma alternativa promissora aos antibioticos
convencionas. Assim, este trabalho teve como objetivos avaliar a potencial atividade
antimicrobiana de seis compostos 5-hidraziniletilidenopirimidinas, derivados do acido barbiturico,
sobre A. baumannii, quer em células planctonicas quer em biofilmes, assim como estudar o
mecanismo de acdo e potencial atividade hemolitica destes compostos neste microrganismo. Os
resultados sugerem que as estirpes estudadas sao suscetiveis aos compostos derivados do acido
barbitlrico com valores de concentracao minima inibitoria entre 2 e > 32 ug/mL, sendo que estes
tém um efeito bacteriostatico em A. baumannii. Para além disso, a combinacdo dos compostos com
os antibidticos tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina e gentamicina pode
promover uma reducdo na concentracdo minima inibitéria dos antibidticos. Também foi
evidenciado que os compostos nao clivam ao ADN bacteriano, nao inibem as bombas de efluxo e
nao inibem o processo de quorum-sensing, no entanto diminuem a motilidade bacteriana e inibem
a formacao de biofilmes. Estes compostos nao apresentam capacidade hemolitica, indicando que
nao sdo citotoxicos para os eritrocitos humanos. Assim, os compostos de sintese derivados do acido
barbitdrico mostraram potencialidades in vitro promissoras para o controlo de infecdes, reducao

da resisténcia aos antibioticos e inibicdo da formacdo de biofilmes bacterianos, podendo ter por



isso potencial uso como agentes terapéuticos contra este microrganismo, com a particularidade de

ndo apresentarem citotoxicidade em eritrocitos humanos.

Palavras-Chave
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Abstract

Nowadays we have been assisting to an inadequate use of antibiotics, resulting in an increase of
bacterial resistance, being Acinetobacter baumannii one of these cases. It is a ubiquitous
bacterium, frequently isolated from equipment and surfaces from hospitals, where it has become
subject of concern. A. baumannii is related with infections like pneumonias, septicaemias, urinary
tract infections and nosocomial infections, especially respiratory stream infections in patients that
need artificial ventilation. A. baumannii has several virulence and pathogenic factors, such as
ability to maintain its viability for long periods of time that allow it to remain in hospital
environment due to its capacity of biofilm formation and to resist dryness. This bacterium presents
resistance to several antibiotics, and some of the isolated strains have been reported to be resistant
to all known antibiotics. These A. baumannii’s characteristics makes this bacterium a target to the
study and development of new alternative therapies due to the resistance to the majority of
antibiotics being commercialized. Barbituric acid is an organic compound based on the pyrimidine
heterocyclic skeleton, and it is pharmacological inactive, while its derivates have several biological
activities. The synthetic compounds derivate from barbituric acid, like 5-
hidrazinylethylidenpyrimidines, could be promising alternatives to conventional antibiotics. In this
work, the potential antibacterial effect of six compounds 5-hidrazinylethylidenpyrimidines derivate
from barbituric acid was evaluated against A. baumannii, either in planktonic cells or biofilm
formation, quorum-sensing inhibition and bacterial motility. It was also studied the potential
modulation of antibiotics’ resistance by the compounds in study, the potential efflux pump
inhibition, DNA cleavage and hemolytic activity. Results suggest that the studied strains are
susceptible to the synthetic compounds derivate from barbituric acid with minimum inhibitory
concentration (MIC) ranging 2 to > 32 pg/mL. The studied compounds showed to have a
bacteriostatic effect in A. baumannii. It was also possible to observe that the compounds do not
cleave bacterial DNA, do not inhibit efflux pumps nor the quorum-sensing process. Also, the
evaluated compounds have not shown hemolytic capacity, therefore they are not toxic to human
erythrocytes. However, they reduce bacterial motility and inhibit biofilm formation. Besides this,
the combination of the compounds with tetracycline, erythromycin, chloramphenicol, ciprofloxacin
and gentamycin promote a reduction in the antibiotic MIC. With this, synthetic compounds derivate
from barbituric acid studied here show promising in vitro applications in the control of infections,
antibiotic resistance reduction and inhibition of bacterial biofilm formation. Thus, it could be
possible to apply these compounds as antibacterial agents against this bacterium, with the

advantage of lack of cytotoxicity against human erythrocytes.
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Capitulo 1 - Introducao

Atualmente tem-se vindo a assistir a um crescente problema de salde publica, devido ao rapido
desenvolvimento de resisténcias antimicrobianas por parte de um grande nUmero de
microrganismos, onde se pode incluir algumas espécies pertencentes ao género Acinetobacter.
Segundo a “Lista de Prioridade Global para Orientar a Pesquisa, Descoberta e Desenvolvimento de
Novos Antibidticos para Bactérias Resistentes” disponibilizada pela Organizacao Mundial de Saude
(OMS), a espécie Acinetobacter baumannii resistente a carbapenemos é considerada como sendo
um microrganismo patogénico de prioridade de nivel 1 ou critica, (Tacconelli et al., 2017) o que é

um indicativo da extrema necessidade de desenvolvimento novas terapéuticas.

A problematica das resisténcias microbianas é, a nivel hospitalar, algo que necessite de uma
atencao redobrada uma vez que as populacdes se encontram cada vez mais envelhecidas o que,
por sua vez, € sinobnimo de um acréscimo de doencas crénicas, pacientes com imunidades
comprometidas e maiores tempos de permanéncia em Unidades de Cuidados Intensivos (UCI).
Segundo artigos que datam desde 1970, pneumonias adquiridas em ambiente hospitalar continuam
a ser a forma mais frequente de infecao por A. baumannii, mas infecées no sistema nervoso central,
cutaneas e tecidos moles, bem como 6sseos tém vindo a aumentar exponencialmente nos ultimos

anos (Anton Y Peleg, Seifert and Paterson, 2008).

Uma vez que a bactéria A. baumannii é um patogénico oportunista, com varios mecanismos de
resisténcia a multiplos antibidticos, capacidade de adquirir novas caracteristicas de resisténcia e
de sobreviver em ambientes hospitalares por longos periodos de tempo (Rice, 2006; Perez et al.,
2007), as infecdes nosocomiais causadas por esta bactéria sdo algo frequente e motivo de
preocupacdo, pelo que ha a necessidade de desenvolver novos agentes com propriedades
antimicrobianas que quer por administracdo isolada ou conjunta, permitam reduzir este tipo de

infecoes.



Capitulo 2 - Acinetobacter baumannii

2.1.Taxonomia e caracteristicas gerais

0 género Acinetobacter, nos Ultimos 30 anos tem vindo a sofrer alteracdes taxondmicas de elevada
relevancia. Para além disso, a espécie Acinetobacter baumannii, tem vindo a emergir como um dos
patogénicos mais problematicos a escala global. A sua relevancia clinica, principalmente nos
Gltimos 15 anos, tem sido impulsionada pela sua grande capacidade de regular e adquirir
resisténcias, tornando-o num dos microrganismos clinicamente ameacadores nesta era atual dos
antibioticos  (Joly-Guillou, 2005). Na edicao de 1974 do Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology, o género Acinetobacter foi identificado com a descricdo de espécie Unica,
Acinetobacter calcoaceticus. Por sua vez, na “Approved List of Bacterial Names”, foram
adicionadas duas espécies, A. calcoaceticus e A. lwoffii, tendo por base a observacdo de que
algumas espécies sao capazes de produzir acidos a partir da glucose, enquanto outras nao. Tendo
por base esta mesma caracteristica, outras literaturas subdividiram A. calcoaceticus em duas
subespécies, sendo estas A. calcoaceticus bv. Anitratus (formalmente denominada Herellea
vaginicola) e A. calcoaceticus bv. Lwoffii (formalmente denominada Mima polymorpha), mas estas
designacdes nunca foram aprovadas por taxonomistas (Juni, 1978; Anton Y Peleg, Seifert and
Paterson, 2008).

0 género Acinetobacter pertence ao filo Proteobacteria, ordem Gammaproteobacteria e familia
Moraxellaceae (Juni, 1978; Giamarellou, Antoniadou and Kanellakopoulou, 2008; Chusri et al.,
2009; Martins and Barth, 2013; Nowak and Paluchowska, 2016b). Este género é constituido por
microrganismos Gram-negativos, de forma cocobacilar, aerdbios estritos, que nao realizam
fermentacao, ndo moveis, catalase positivos, oxidase negativos e com uma percentagem de GC
entre 39 e 47%. O género Acinetobacter spp. possui 31 espécies distintas, sendo que 10 destas
foram recentemente adicionadas e 3 espécies (A. parvus, A. schindleri, e A. ursingii) tém origem
humana (Giamarellou et al. 2008; Peleg et al. 2008; Martins & Barth 2013). Este género é possuidor
de uma grande versatilidade nutricional, bem como metabolica, podendo por isso adaptar-se com
facilidade a diferentes condicoes ambientais. Deste modo, tém sido encontradas e isoladas com
facilidade varias espécies provenientes do solo, agua, amostras de vegetais e animais, bem como
de amostras cutaneas e trato gastrointestinal provenientes de seres humanos saudaveis. Em
ambiente hospitalar também sao isoladas a partir de diversos equipamentos, bancadas, sistemas
de ventilacao e circulacdo de ar, sendo que as espécies mais frequentemente encontradas sao A.
baumannii, A. johnsonii e A. radioresistens (Dijkshoorn et al. 2007; Giamarellou et al. 2008).
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A célula de A. baumannii possui uma parede celular rigida que lhe confere a sua morfologia tipica
de cocobacilos e protecdo contra lise. A célula de A. baumannii é constituida por nucleoide, em
que o seu ADN cromossomal se encontra na forma superenrolado e possui ADN plasmidico onde se

encontram a maioria dos genes associados as resisténcias (Prescott, 2002).

Todas as estirpes de A. baumannii sdo apenas capazes de crescer em condicoes aerobias, incapazes
de reduzir nitratos a nitritos, sdo capazes de usar diversos produtos organicos tais como aclcares,
acidos gordos, alcoois alifaticos, acidos dicarboxilicos, alguns aminoacidos, hidrocarbonetos
alifaticos, bem como muitos compostos aromaticos e aliciclos como fonte de carbono e energia.
Através da examinacao por microscopia eletronica de uma amostra de Acinetobacter corada
negativamente e finamente seccionada verificou-se que este possui um invélucro constituido por
multiplas camadas: uma membrana externa, uma camada fina de peptidoglicano, uma membrana
citoplasmatica e uma capsula. A membrana externa é essencialmente constituida por fosfolipidos
no folheto interno e lipopolissacaridos no folheto externo. Nesta camada é onde se encontram as
porinas que sao proteinas transportadoras. A célula de A. baumannii possui ainda uma capsula que
€ de natureza polissacaridea e pode ser visualizada microscopicamente quer positivamente por
coloracao da capsula diretamente, quer negativamente pelo método de tinta-da-china que cora
tudo o que se encontra a volta da célula, ficando um halo. Esta estrutura confere protecao a célula
contra a dessecacao. A bactéria possui ainda, durante a fase de crescimento exponencial fimbriae

que lhe possibilita alguma mobilidade e adesao as superficies. (Henriksen, 1973; Juni, 1978).

2.2.Epidemiologia e disseminacao

A. baumannii é uma bactéria ubiqua e pode, por isso, ser encontrada em solos onde realiza a
mineralizacao de compostos aromaticos, em superficies de objetos onde forma biofilmes e na pele,
sendo considerado um importante patogénico oportunista (Juni 1978; Gerner-Smidt et al. 1991;
Nowak & Paluchowska 2016). Esta bactéria tem a capacidade de crescer numa larga gama de
temperaturas e pH, possui uma elevada resisténcia a desinfetantes e antisséticos, bem como a
capacidade de formar biofilmes em superficies abioticas como cateteres e implantes ou superficies

bidticas (Duarte, Ferreira, et al., 2016; Nowak and Paluchowska, 2016b).

A. baumannii é uma espécie que apresenta uma grande relevancia clinica, devido ao seu frequente
isolamento em superficies e materiais hospitalares, bem como exsudados dos pacientes. A.
baumannii possui diversos fatores de viruléncia e capacidade de manter a sua viabilidade por longos

periodos de tempo em superficies secas, possui a capacidade de adquirirem nutrientes essenciais,



facilidade de adesao a células epiteliais provocando a sua apoptose e a secrecao de enzimas que

danificam os tecidos (Martins and Barth, 2013).

A. baumannii pode causar um grande nimero de infecoes, tais como pneumonias, septicémias,
infecdes urinarias (Martins and Barth, 2013), bem como infecdes nosocomiais, essencialmente do
foro respiratério com particular incidéncia em doentes que necessitam de ventilacao artificial. A
bactéria esta também relacionada com infecdes cutaneas, endocardites, meningites e
osteomielites (Wieczorek et al., 2008; Srinivasan et al., 2015; Greig and Scott, 2016), ou seja, em
pessoas cujo sistema imunitario se encontra comprometido, quer devido a terem sido submetidos
a grandes cirurgias, terem sofrido traumas, recém-nascidos prematuros, idosos ou ainda por terem
sido sujeitos a longos periodos de hospitalizacdo que requeiram que o doente seja ventilado ou
intubado com cateteres intravasculares, de drenagem ou urinarios. A duracdo dos processos
invasivos, bem como a exposicao a uma larga escala de antibioticos foram também identificados
como sendo fatores de risco para a aquisicao de infecdes por Acinetobacter spp., assim como a
transmissdao da bactéria entre maos e superficies hospitalares (Nowak and Paluchowska, 2016b).
Esta bactéria é responsavel por 2 a 10% de todas as infecdes provocadas por bactérias Gram-
negativas contraidas em meio hospitalar, com facilidade de propagacdao entre doentes,
principalmente em pacientes internados em UCI (Joly-Guillou, 2005; Nowak and Paluchowska,
2016b).

Em ambientes hospitalares, a ocorréncia de bacterémias é atualmente a principal causa de morte
por infecoes, sendo que, segundo um estudo realizado pela Agéncia Europeia do Medicamento (do
inglés, European Medicines Agency - EMA), a maioria dos pacientes que sofriam com bacterémia
causadas por Acinetobacter spp. possuiam idade superior a 50 anos, havendo uma prevaléncia do
sexo masculino. Destes casos, 5% foram hospitalizados em unidades de cuidados gerais, enquanto
54% foram internados em unidades de cuidados intensivos (Joly-Guillou, 2005). Foi também
reportado em outro estudo, casos de sépsis e/ou choque séptico em 19% dos casos de bacterémias
causadas por Acinetobacter spp. Com isto, torna-se evidente a elevada patogenicidade de algumas
estirpes desta bactéria, com uma taxa de mortalidade que ronda entre os 19% a 50% (Srinivasan et
al., 2015), muito devido ao atraso ou a incapacidade de se encontrar uma terapia adequada. Por
outro lado, casos de bacterémias mistas sdo frequentes neste microrganismo, justificando-se, por
isso, o estudo de possiveis casos de sinergismo entre Acinetobacter spp. e outras bactérias (Joly-
Guillou, 2005).

Acinetobacter baumannii, uma vez que é uma bactéria Gram-negativa, possui na constituicdo da
sua membrana exterior moléculas de lipopolissacaridos (LPS) que funcionam como uma endotoxina.
Estas moléculas atuam como indutoras do sistema inflamatorio, levando ao desenvolvimento da
sindrome do choque toxico e ao desenvolvimento de septicémias que sao muitas vezes fatais

(Bhargava, Sharma and Capalash, 2010; Longo, Vuotto and Donelli, 2014). Os LPS estdo também
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envolvidos na resisténcia bacteriana no soro humano e atua de forma sinérgica com o
exopolissacarido capsular através de uma acao bactericida no soro humano e bloqueio do acesso
das células do sistema imunitario as células bacterianas, prevenindo ativacao de vias alternativas

de combate a infecao (Joly-Guillou, 2005).

2.3. Fatores de viruléncia e patogenicidade

A bactéria A. baumannii possui diversos fatores de viruléncia, bem como mecanismos de resisténcia
a antibidticos e outros farmacos, tal como se evidencia de uma forma resumida na Figura 1. Estes

serao abordados nos tépicos seguintes de uma forma mais explicativa.

Biologia de Acinetobacter baumannii

Fatores de viruléncia e Resisténcia Opg¢des de
Patogenicidade antimicrobiana tratamento

Porinas ——»

Polissacaridos capsulares B-lactamases Carbapenemose
e lipopolissacaridos —* Inibidoresde
Bombas de lactamanses
Fosfolipases——» efluxo
Miociclina/
Vesiculas de Defeitos tigeciclina
Membrana externa na permeabilidade
Polimixinas
Sistemas de > Enzimas de modificacdo (colicistina ——*
Aquisicdo de metais aminoglicosidicas — e polimixina B)
Sistemasde ——» Alteracdo dos Terapias ndo
secrecdo de proteinas locais de acio i antibidticas ——»
(ex.: fagos)
PBP 7/8
Desenvolvimento de novos antibidticos Terapias combinadas

|

Combate contra A. baumannii multirresistente

Figura 1: Biologia da bactéria Acinetobacter baumannii: fatores de viruléncia e patogenicidade bacteriana,
mecanismos de resisténcia e opcdes de tratamento da infecao (Adaptado de Lee et al., 2017a).



2.3.1. Fatores gerais de viruléncia

A. baumannii é uma bactéria que possui varios mecanismos de sobrevivéncia em condicoes adversas
e de stress. Isto deve-se ao facto desta bactéria possuir a uma versatilidade nas suas necessidades
de crescimento, sobrevivéncia (ex.: larga gama de pH e temperatura), facilidade de adquirir
nutrientes essenciais do meio, bem como a capacidade de adquirir diversos genes que lhe conferem
vantagens adaptativas. Estes genes podem conferir as mais variadas caracteristicas a bactéria, tais
como a capacidade de resisténcia a dessecacao permitindo-lhe manter a sua viabilidade por longos
periodos de tempo e genes de resisténcias a antibidticos, Para além da habilidade que A. baumannii
tem de adquirir estes fatores de resisténcia, esta possui ainda motilidade e capacidade de produzir
em excesso transportadores de membrana, contribuido tudo para o aumento do fenétipo de

resisténcias aos antibioticos destas bactérias (Srinivasan et al., 2015).

2.3.2. Exopolissacaridos e Lipopolissacaridos (LPS)

No passado, Acinetobacter baumannii era considerada uma bactéria com reduzida viruléncia,
enquanto que agora se sabe A. baumannii possui a capacidade de produzir exopolissacaridos e LPS
localizados na membrana externa da parede. A expressao dos exopolissacaridos é regulada por um
cluster de genes, sendo que alguns dos genes que constituem este cluster sao genes essenciais para
o crescimento num exsudado inflamatério, pois estdo associados a formacao da capsula bacteriana.
(Koeleman et al., 2014; Ghosh et al., 2016). Por outro lado, mutacdes nos genes responsaveis pela
sintese de O-pentassacaridos constituintes de glicoproteinas capsulares, atenuam a letalidade em
modelos animais, promovendo ainda um desenvolvimento anormal e incompleto das estruturas dos
biofilmes bacterianos (Russo et al., 2013; Lee et al., 2017a). Adicionalmente verificou-se ainda
que estirpes que possuiam uma deficiéncia na capsula, eram eliminadas completamente dos tecidos
moles ao fim de 24 horas de inflamacao, o que pode indicar que esta estrutura desempenha um
papel importante na protecao da bactéria do sistema imunitario do hospedeiro (Luke et al., 2010;
McConnell, Actis and Pachon, 2013).

Por sua vez os LPS sao constituidos por lipido A, um centro de hidratos de carbono e o respetivo
antigénio-0. O papel dos LPS no processo de patogenicidade bacteriana é prolongar o tempo de
vida da bactéria no soro e nos tecidos moles, sendo também importante para que ocorra a detecdo
e ativacao do sistema imunitario via recetores CD14 e TLR-4 (do inglés Toll-Like Receptor 4) nas
vias respiratorias e pulmdes. Por sua vez, a inibicao da enzima envolvida a sintese do lipido A,

suprime a ativacado do sistema imunitario, mais em concreto dos macrofagos e promove a clearance

6



de A. baumannii através de uma fagocitose mais eficaz da bactéria, que, juntamente com a
reducao da expressao do LPS, reduz o desenvolvimento de inflamacao em modelos murinicos. Estes
resultados indicam que o bloqueio da sintese de LPS é um possivel caminho aquando do
desenvolvimento de novas terapias, pois modificacdes a este nivel contribui para uma reducao da
resisténcia antimicrobiana, aumentando a eficacia da terapéutica atual de antibioticos, incluindo
a colistina (Luke et al., 2010; Lee et al., 2017a).

2.3.3. Fosfolipases, Proteinas de Ligacdo a Penicilina (PBP) e

Proteases

As fosfolipases bacterianas sdo enzimas lipoliticas que catalisam a degradacao de
glicerofosfolipidos. Pensa-se que contribuem para a patogénese de bactérias Gram-negativas por
clivagem dos fosfolipidos das células da mucosa do organismo hospedeiro, provocando a sua lise e
facilitando a sua internalizacao. Supde-se ainda que a fosfolipase D contribui para a disseminacao
de A. baumannii a partir dos pulmoes para o coracao do hospedeiro (McConnell, Actis and Pachon,
2013).

A. baumannii produz proteinas de ligacdo a penicilina (PBP - do inglés Penicillin-Binding Proteins)
que sdo alvo da penicilina e antibioticos B-lactamicos. Uma vez que estes antibioticos inibem a
formacao da parede celular, a sua inibicao pelas PBP contribui para uma maior a estabilidade da

célula bacteriana (McConnell, Actis and Pachon, 2013).

Para além da capacidade de producao de fosfolipases e PBP, A. baumannii tem ainda a capacidade
de sintetizar proteases. Estas hidrolisam as ligaces peptidicas de proteinas estruturais e funcionais
do hospedeiro, bem como as proteinas secretadas pelo sistema imunitario. Para além disso, sdo
necessarias para que a bactéria sobreviva no soro humano, promovendo também a formacao de
biofilmes (Weber et al., 2017).

2.3.4. Porinas e proteina OmpA

As porinas sao proteinas localizadas na membrana externa associadas com a alteracao da
permeabilidade celular. Uma das porinas mais frequentes em A. baumannii é a porina OmpA, cuja
organizacao em folhas B, formando um canal que atravessa a membrana e constitui um dos fatores

de viruléncia de A. baumannii. A sua presenca induz a apoptose em células epiteliais humanas, por
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libertacdo de moléculas como citocromo ¢ do interior das mitocondrias e o fator indutor de
apoptose (Choi et al., 2005; McConnell, Actis and Pachén, 2013). Foi ainda verificado que a proteina
OmpA consegue translocar-se para o nucleo, onde induz a célula a morte. Tem ainda a capacidade
de conferir adesao e facilitar invasao das células epiteliais através da interacao com a fibronectina,
ligando-se ao fator H do soro humano, impedindo a libertacao do complemento mediador de morte
(Choi et al., 2008). Para além disso a porina OmpA esta envolvida diretamente na resisténcia
antimicrobiana de A. baumannii, uma vez que através da rutura do gene ompA que codifica para
esta porina, ha uma diminuicao significativa do valor de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de
diversos antibidticos tais como o cloranfenicol, aztreonam e o acido nalidixico. Isto sugere que esta
porina participa na extrusao dos antibidticos do espaco periplasmatico para a membrana exterior,
funcionando em conjunto com as bombas de efluxo. Por fim, verificou-se ainda que OmpA promove
a sobrevivéncia e a persisténcia de A. baumannii, uma vez que promove a formacéo de biofilmes e

ainda regula a formacao das vesiculas na membrana externa (Choi et al., 2005; Lee et al., 2017a).

2.3.5. Biofilmes

A adesao das células de A. baumannii as células epiteliais e da mucosa através de polissacarideos
capsulares ou fimbriae, € um fator determinante para que ocorra a colonizacdo das células
hospedeiras de pacientes suscetiveis. Segundo um estudo realizado, a maioria das estirpes de A.
baumannii possuem propriedades de adesdao as células hospedeiras, sendo tal possivel de se
verificar por ensaios de hemaglutinacao. Por sua vez, a adesao de A. baumannii esta diretamente
relacionado com o risco de desenvolvimento de epidemias (Koeleman et al., 2014), sendo que, este
processo de adeséo esta ligado com a formacao de biofilmes por A. baumannii, sendo este o passo

inicial e principal para que tal ocorra nas mais diversas superficies bidticas ou abidticas.

A capacidade que as células bacterianas tém de formarem biofilme, é atualmente considerada um
dos fatores de viruléncia mais comuns, sendo frequentemente encontrado num grande nimero de
isolados clinicos de A. baumannii que sao capazes de formar tais estruturas. Para além disso, esta
capacidade da bactéria A. baumannii é também um dos principais fatores que lhe confere
resisténcia a antibioticos, bem como aumentar a sobrevivéncia bacteriana em superficies abioticas
e bidticas. A. baumannii pode ser encontrado tanto em superficies hidrofilicas como hidrofobicas
(ex.: vidro e plastico, respetivamente), sendo com frequéncia isolada em instrumentos
hospitalares. Os seus biofilmes estao diretamente relacionados com o aumento do risco de surtos
de infecdes nosocomiais devido a colonizacdo de equipamento hospitalar e instrumentos cirirgicos,
tais como cateteres urinarios, cateteres intravenosos, tubo endotraqueais, entre outros (Longo,

Vuotto and Donelli, 2014). Os biofilmes, podem ainda promover o desenvolvimento de resisténcias
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aos agentes antimicrobianos, bem como conferir protecao contra stress provocados pelas condicdes
externas, tais como ambientes com reduzida quantidade de agua e/ou disponibilidade de

nutrientes (Duarte, Ferreira, et al., 2016).

Numa abordagem genética e realizando a comparacdo da expressdao de genes entre as células do
biofilmes de A. baumannii que se encontram em divisao e as células planctonicas, verificou-se que
ha uma maior organizacdo do metabolismo dos aminoacidos bem como dos acidos gordos,
transporte ativo e mobilidade bacteriana, metilacdo do ADN, regulacdo da transcricao e do
processo de QS. Isto tudo ocorre devido a uma sobre expressao de 1621 genes, em que destes 55
apenas se encontram expressos em células sésseis de A. baumannii (Longo, Vuotto and Donelli,
2014).

Para que ocorra a adesao do biofilme a células epiteliais, foi demonstrado que o passo inicial é
mediado pelo pilus, o que tem como consequéncia a colonizacao do hospedeiro, levando depois ao
desenvolvimento da infecao. Em todos os microrganismos, os processos de adesao e formacao de
biofilme estao dependentes tanto de fatores celulares como de fatores ambientais, tais como no
caso de A. baumannii a presenca de genes de resisténcia a antibiotico, as condicdes do meio de
crescimento e a propria densidade celular. A formacao de biofilmes por esta bactéria é ainda
potenciada pela presenca e expressao do gene blapg.;, mas 0 seu mecanismo de acao ainda nao se
encontra totalmente compreendido, nem é um fator determinante, uma vez que foram encontrados
isolados clinicos que mesmo possuindo e expressando o gene nao formavam um biofilme (Bhargava,
Sharma and Capalash, 2010). Quanto as condi¢ées ambientais, fatores como temperatura, presenca
ou auséncia de luz, presenca de etanol e concentracdo extracelular de ides de ferro livres sao
extremamente importantes, pois na auséncia deste Gltimo ha uma reducéo tanto na adesao como

na formacao do biofilme em superficies abioticas e bidticas. (Longo, Vuotto and Donelli, 2014).

Segundo estudos realizados em variadas estirpes de A. baumannii de referéncia e de isolados
clinicos, em algumas verificou-se que a producado do pilus é necessaria para os passos iniciais de
ligacao da célula bacteriana a superficies abioticas, o que resulta na formacao de micro coldnias

que originarao posteriormente um biofilme (Longo, Vuotto and Donelli, 2014).

2.3.5.1. Quorum-sensing e formacao de biofilmes

Entre bactérias, existe uma constante associacdo e comunicacao, bem como com os hospedeiros
eucariotas, pelo que sao produzidas pelas bactérias moléculas que se ligam a proteinas reguladoras,
ativando/regulando a expressdo genética bacteriana. Denomina-se por quorum-sensing (QS) o
processo de comunicacdo celular que coordena a expressao de multiplos fatores de viruléncia

quando uma certa densidade populacional é atingida, bem como processos de motilidade e ainda
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formacao de biofilmes. Este processo é comummente usado por patogénicos bacterianos tais como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Acinetobacter baumannii, entre
outros. Segundo varios estudos realizados, é evidente que o QS aumenta em modelos animais e

infecées humanas, a viruléncia de microrganismos patogénicos (Castillo-Juarez et al., 2015).

Em bactérias Gram-negativas, as moléculas Acil Homoserinas Lactonas (AHL) mediam processos
como producéo de fatores de viruléncia, transferéncia de plasmideos, bioluminescéncia e formacao
de biofilmes (Bhargava, Sharma and Capalash, 2010; Castillo-Juarez et al., 2015; Cavaleiro et al.,
2015). Este sistema AHL é mediado por duas proteinas do tipo Luxl e LuxR, sendo que a primeira
sintetiza AHLs que interagem diretamente com as proteinas, formando um complexo que se liga ao
promotor lux-box que regula a expressao dos genes alvo do QS (Greenberg, 2001), sendo que o

processo € influenciado por condicdes externas como disponibilidade de nutrientes.

Tanto as estirpes ambientais como os isolados clinicos do género Acinetobacter spp. sao capazes
de produzir moléculas sinal de QS, pelas quais as bactérias controlam a adesdo e a formacao de
biofilmes em resposta a densidade populacional. Algumas estirpes possuem uma lactona, lactona
N-3-hidroxidodecanoil-homoserina que facilita a formacao de biofilmes, ao passo que outras
possuem uma lactona sintase de homoserina, A1S_0109, que quando sobre expressa promove o
crescimento de biofilmes a partir de células planctonicas de Acinetobacter baumannii (Longo,
Vuotto and Donelli, 2014).

De uma forma geral, em bactérias patogénicas, a maioria dos genes que controlam o processo de
QS, codificam diversos fatores de viruléncia, tais como proteases, toxinas e adesinas. (Castillo-
Juarez et al., 2015).

2.3.6. Sideroforos e Vesiculas da Membrana Externa

Uma vez que o ferro na forma férrica é muito pouco disponivel devido a sua reduzida solubilidade,
a maioria das bactérias aerobias produzem moléculas de baixo peso molecular, com elevada
afinidade para este ido, denominadas de sideroforos. Acinetobacter baumannii possui sideréforos
e acinetobactina, uma molécula considerada como fator de viruléncia cuja producdo ocorre mais
frequentemente em estirpes multirresistentes do que em isolados com reduzida viruléncia. A
biossintese de acinetobactina e o seu transporte pelo organismo do hospedeiro contribui para que
as células de A. baumannii persistam mais tempo nas células epiteliais hospedeiras, o que causa

danos e promove a morte do hospedeiro. (Saha et al., 2013; Lee et al., 2017a).

Finalmente, A. baumannii possui ainda vesiculas na membrana externa (do inglés OMV - Outer

Membrane Vesicles) que foram reportadas como importantes para a viruléncia de A. baumannii.
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Estas interferem com as células do hospedeiro por transferéncia de fatores de viruléncia para o
interior da célula, tais como OmpA, proteases e fosfolipases, provocando citotoxicidade no
hospedeiro (Kwon et al., 2009). Facilitam ainda a transferéncia horizontal de genes, o que pode
estar associado com o aumento de resisténcias desta bactéria aos diversos antibioticos. Estas
vesiculas, estao ainda encarregues de proteger a célula bacteriana da resposta imunitaria e, para
além disso, as OMV conseguem entregar a proteina OmpA no interior das células eucariodticas e

induzir a sua morte (McConnell, Actis and Pachon, 2013).

2.4.Resisténcias antimicrobianas e mecanismos de

resisténcia

A capacidade que as bactérias tém de desenvolver resisténcias aos antibioticos consiste em quatro
mecanismos principais (Fernandes, Amador and Prudéncio, 2013; Nowak and Paluchowska, 2016a;
Lee et al., 2017a):

e Ligacdo ou degradacdo enzimatica dos antibioticos;

e Modificacao do alvo do antibidtico o que provoca a perda parcial ou total de afinidade;

e Extrusdo dos antibioticos do interior da célula;

e Alteracdo da concentracdo de antibiotico que consegue entrar na célula por alteracdes de

permeabilidade membranar.

Estes mecanismos de resisténcia por parte de bactérias patogénicas em geral, onde se inclui A.

baumannii estao ilustrados na Figura 2, especificamente para bactérias Gram-negativas.

11



A. Inibicdo da sintese
parede celular

Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenemos
Monobactamos R
2= Aminoglicosidos
Vancomicina o
e Tetraciclinas AN
Bacitracina -
B-lactamos p”
Quinolonas
Macrolidos

B. Inibicdo da sintese proteica 1 Teltraciclonas
Macrolidos B-| actalrgos
Lincosaminas — Macro idos
=9 “» Rifamipina

2. Efluxo

6\’ 4. Porina periplasmatica
’ —A Parede celular (petptidoglicano)

=S5

Membrana celular

Streptogaminas =

Oxazolimidonas 308 ’\/:f\\/\/\[q

Aminoglicosidos

GTP o o OHP —— M\ )Df Tetraciclinas Tetrac@lonas
/ / P e Macrolidos
Sulfametoxazol anee e
/ 4 Polimerase ARN
" ; darre
Trimetoprime | [ 3 A
. A A A A\ Y/ /
M\ A\ N\\o/ \ \ \/ A VA
oNA \\ /A\Y// gl i N //\\// N\ Gramicidina A
Cprofloxacina VR \N\ N\ /\ /\ N ’ i Nigericina
- V \ A et
Novobiocina Girase ADN vV \,/ \/ V V V\’ Polimerase ADN IV Nisina
Ciclotialidinas S \ Daptomicina
Microcina 817 D. Inibi¢do da sintese DNA/RNA | = A i

Figura 2: Diferentes mecanismos de resisténcia a antibioticos encontrados em bactérias Gram-negativas
(Adaptado de Fernandes, Amador and Prudéncio, 2013).

2.4.1. Mecanismo geral dos antibioticos

Os antibioticos sdao agrupados consoante o seu modo de acdo na célula bacteriana, podendo ser
classificados como antibioticos antiparietais, antimembranares, inibidores da sintese proteica,
inibidores da sintese de acidos nucleicos e antimetabolitos. Antibidticos antiparietais atual nas
fases de sintese do peptidoglicano, afetando por isso a integridade da parede celular e levando a
lise da célula bacteriana. A este grupo pertencem os antibioticos B-lactamicos. Os antibioticos
antimembranares afetam a permeabilidade da membrana celular, ao passo que os antibioticos
como o cloranfenicol e tetraciclina sao inibidores da sintese de proteica uma vez que atuam nas
diferentes subunidades dos ribossomas. Como antibioticos com atividade antimetabolitos, isto é,
que inibem as cadeias metabolicas que permitem a manutencdo da viabilidade celular existe a
classe de antibidticos sulfonamidas. Por fim, como exemplo de antibioticos que inibem a acdo das
topoisomerases existem as quinolonas (Filipa and Duarte, 2011; Fernandes, Amador and Prudéncio,
2013).

Os antibioticos B-lactamicos sao degradados enzimaticamente por hidrolise do anel B-lactamico

dando origem ao do acido peniciléico que é desprovido de atividade antimicrobiana, acontecendo
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o0 mesmo para as cefalospirinas e os carbapenemos. Uma vez que os antibioticos B-lactamicos sao
dos antibioticos de primeira linha a serem usados em terapias contra Acinetobacter baumannii,
bem como dos antibidticos a que esta bactéria apresenta mecanismos especificos de resisténcia
como producdo de enzimas que degradam os antibidticos como as B-lactamases, torna-se

importante compreender estes mecanismos.

2.4.1.1. B-Lactamases

As B-lactamases sao enzimas bacterianas capazes de hidrolisar os antibioticos B-lactamicos. Sao
enzimas codificadas por genes presentes em plasmideos ou no cromossoma que tém a capacidade
de degradacao do anel B-lactamico na ligacdo CO-N, inibindo a sua atividade. Tém um papel
fundamental em bactérias Gram-negativas, pois sdo o seu principal mecanismo de defesa apos
contacto por antibidticos B-lactamicos. Quando a informacdo necessaria para a sua codificacdo
esta contida em plasmideos, é possivel que este mecanismo de resisténcia seja transferido entre

diferentes bactérias (Fernandes, Amador and Prudéncio, 2013; Azevedo, 2014).

A B-lactamase PER-1 é considerada um fator de viruléncia de A. baumannii, sendo uma B-lactamase
de grande espectro e o gene que a codifica esta, ao mesmo tempo, associado com a adesao celular,
pois as estirpes encontradas com capacidade de produzir PER-1 aderem a algumas linhas celulares,
ao passo que as incapazes de produzir esta proteina sdo, consequentemente, incapazes de aderir

as células (Lee et al., 2017a).

2.4.2. Alteracao dos alvos de acao dos antibiéticos

Uma vez que os antibioticos atuam a nivel das funcdes vitais da célula bacteriana, a modificacdo
dos locais alvo de acao dos antibidticos pelas bactérias tem como objetivo alterar a especificidade
de ligacdo e, desta forma, reduzir o seu efeito na célula por impedimento de uma ligacdo correta
e eficaz das moléculas de antibidtico. Deste modo, as bactérias com alteragées mutacionais nestes
alvos de acao, reduzem a possibilidade de o alvo ser inativado, mantendo ao mesmo tempo a sua
funcao normal (Dzidic, Suskovic and Kos, 2008). Assim o segundo mecanismo mais importante de
evasao aos antibidticos existente em A. baumannii é a modificacao do local de acado dos antibioticos
de forma a que a acao dos antibidticos seja mais reduzida ou mesmo ineficaz, o que promove a
resisténcia desta bactéria (Dzidic, Suskovic and Kos, 2008; Lee et al., 2017b). Por exemplo, a

resisténcia a quinolona esta associada a modificacdes na GyrA, uma das subunidades da ADN girase,
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e modificacées na ParC, uma das subunidades da topoisomerase IV. Por sua vez, pensa-se que a
resisténcia a tetraciclina esteja associada com o gene tetM, mais em concreto com uma resisténcia

através do desenvolvimento de uma protecao ribossomal (Lee et al., 2017a).

2.4.3. Bombas de efluxo

Outra forma que A. baumannii desenvolveu de resistir ao efeito dos antibioticos, foi a sobre
producao e expressao de bombas de efluxo, sendo que no reino procariota, estas sao agrupadas
consoante o seu substrato especifico e variam estruturalmente entre si, o que possui uma
implicacao direta no tratamento de doentes devido a vasta gama de diferentes antibidticos que
podem ser expelidos por estas bombas de efluxo (Wieczorek et al., 2008; Nowak and Paluchowska,
2016a). As proteinas que constituem estes sistemas encontram-se divididas em cinco superfamilias

distintas, organizadas com base na homologia da sequéncia de aminoacidos:

e  Major Facilitator Superfamily (MFS);

e Multiple Antimicrobial and Toxic compounds Extrusion (MATE);
e Small Multidrug Resistance (SMR);

e ATP-binding cassette (ABC);

e Resistance Nodulation cell Division (RND).

Destas, a ultima superfamilia é a mais relevante no processo de resisténcia por parte de bactérias
Gram-negativas como é o caso de A. baumannii (Peleg, Adams and Paterson, 2007; Gibbons, 2008;
Wieczorek et al., 2008; Srinivasan et al., 2015). O sistema AdeABC da familia RND esta associado
com a resisténcia a aminoglicosideos e diminuicao da suscetibilidade aos antibioticos imipenem e
tigeciclina e outros antibioticos que ndo fluoroquinolonas. Este sistema parece ser indispensavel
nas estirpes selvagens de A. baumannii e é controlado pelo sistema AdeRS. Sabe-se ainda que fazem
parte da familia RND as bombas de efluxo AdeFGH e AdelJK que sao sinergicamente associadas com

a resisténcia a tigeciclina em A. baumannii (Peleg, Adams and Paterson, 2007; Lee et al., 2017a).

Em A. baumannii podem também encontrar-se sistemas da superfamilia MFS cujas bombas de efluxo
estdo relacionadas com a resisténcia ao cloranfenicol, CmlA e CraA, bem como a bomba de efluxo
relacionada com a resisténcia a tetraciclina, TetA. Por sua vez, a bomba de efluxo AmvA media a
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos como a eritromicina, desinfetantes, detergentes
e corantes. Recentemente foi descoberta a bomba de efluxo AbaF que confere resisténcia a
fosfomicina, a bomba de efluxo AbeM pertencente a familia MATE que confere resisténcia

bacteriana ao imipenem e fluoroquinolonas, ao passo que a bomba de efluxo AbeS pertencente a
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familia SMR, confere resisténcia a variados compostos antimicrobianos. A delecao do gene abes
(gene que codifica a bomba de efluxo AbeS) resulta num aumento da suscetibilidade a varios
compostos antimicrobianos tais como cloranfenicol, acido nalidixico e eritromicina. Em A.
baumannii, e a semelhanca do que acontece para a da bactéria Escherichia coli, existem as bombas
de efluxo MacAB-TolC e EmrAB-TolC em que a primeira confere resisténcia a azitromicina e
eritromicina, enquanto que a segunda confere resisténcia a netilmicina, tobramicina e ao imipenem
(Lee et al., 2017a).

2.4.4. Alteracao da permeabilidade membranar

Da constituicao das bactérias Gram-negativas faz parte a membrana externa que é constituida por
uma camada interna de fosfolipidos e uma camada externa contendo LPS. Esta membrana externa
diminui a internalizacao dos farmacos para o interior da célula bacteriana via porinas através da
diminuicdo do tamanho do poro, do niumero ou hidrofobicidade das porinas, dificultando a difusao
dos antibidticos. No entanto, os antibioticos podem entrar na célula bacteriana por difusao através
das porinas, através da bicamada fosfolipidica ou através self-promoted uptake, sendo que o modo
de entrada na célula depende da composicdo quimica da molécula do antibidtico. No caso
especifico dos antibioticos B-lactamicos nas bactérias Gram-negativas, a sua internalizacdo ocorre
via porinas, pelo que, uma diminuicdo do tamanho poro, uma diminuicdo do nimero de porinas
expressas ou da sua seletividade tera uma influéncia direta na diminuicdao da taxa de difusao do
antibiotico, tendo como consequéncias alteragcdes nas resisténcias bacterianas (Poirel and
Nordmann, 2006; Dzidic, Suskovic and Kos, 2008).
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Capitulo 3 - Estratégias de controlo de

Acinetobacter baumannii

3.1.Terapias antibidticas

Devido ao uso frequente e descontrolado de antibidticos na sociedade moderna, hoje em dia as
infecdes causadas por A. baumannii sao de dificil tratamento, tanto pelas suas resisténcias
intrinsecas, bem como pela facilidade que as bactérias tém em adquirir e acumular novos
mecanismos de resisténcia, como ainda pela facilidade de trocas de informacao genética. Isto levou
a que uma grande parte das estirpes de Acinetobacter baumannii sejam resistentes a maioria dos
antibioticos disponiveis, tendo-se encontrado recentemente estirpes resistentes a todos os

antibidticos conhecidos (Giamarellou, Antoniadou and Kanellakopoulou, 2008).

Como agente antimicrobiano pode definir-se todo e qualquer agente que promova a inibicao do
crescimento ou a morte de um microrganismo. Um antibidtico € um agente antimicrobiano de
origem natural ou sintética, podendo no caso de ter origem sintética ser denominado como agente
quimioterapéutico. Os antibioticos sdo considerados moléculas organicas de reduzido peso
molecular, ou metabolitos secundarios produzidos em resposta a alguns microrganismos que
competiam pelas mesmas fontes de nutrientes (Fleming, 2001; Fernandes, Amador and Prudéncio,
2013).

De uma forma geral, os antibioticos possuem diversos modos de acdo sendo, que estes se podem

dividir em cinco categorias (Lee et al., 2017a):

e Antibioticos que inibem a sintese da parede celular;

e Antibidticos que alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica;
e Antibioticos que inibem a sintese de acidos nucleicos;

e Antibidticos que inibem a sintese proteica;

e Antibioticos com acado antagonista no metabolismo microbiano.

Devido a casos frequentes de infecOes causadas por A. baumannii foi necessario descobrir
terapéuticas para o tratamento destas infecdes, tendo-se para isso usado terapias antibioticas

como os B-lactamicos.
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Dos antibioticos B-lactamicos disponiveis atualmente, todos possuem o anel reativo B-lactamico e
uma amina ciclica reativa, sendo este anel B-lactamico que determina o mecanismo de acdo bem
como a toxicidade para o organismo, que uma vez que atua a nivel da inibicdao da sintese do
peptidoglicano, ndo apresenta perigo para as células eucaridticas, ou seja, etiotropico. Por sua
vez, este anel também esta responsavel por determinar o mecanismo de resisténcia bacteriano
(Azevedo, 2014). Nos antibidticos B-lactamicos existem cinco anéis reativos, incluindo o anel

penemo, carbapenemo, cefemo e monobactamico (Fernandes, Amador and Prudéncio, 2013).

Os antibioticos B-lactamicos tém um papel concreto na biossintese do peptidoglicano,
comprometendo a estabilidade e viabilidade da célula bacteriana. Isto ocorre na fase parietal que
ocorre no citoplasma da célula bacteriana, onde ha a ligacdo de novos fragmentos de
peptidoglicano a parede celular ja existente, dando origem a formacao de pontes interpeptidicas.
Ha ainda a possibilidade de que estes antibidticos tenham efeito nas autolisinas endogenas
bacterianas, levando a degradacdao enzimatica do peptidoglicano (Azevedo, 2014). Estes
antibioticos sdo de grande importancia no tratamento de infecées por Acinetobacter baumannii,
uma vez que esta bactéria é Gram-negativa e a sua parede celular possui peptidoglicano ao

contrario das células do hospedeiro.

Apesar dos antibioticos carbapenemos serem eficazes no tratamento de infecées por A. baumannii,
tem-se verificado um aumento gradual, mas continuo de isolados clinicos desta bactéria que sao
resistentes a este antibiotico, cuja consequéncia é que, cada vez mais, a escolha de antibioticos
com uso efetivo no tratamento de infeges causadas por esta bactéria tem-se vindo a tornar mais
reduzida. Desta forma, para combater A. baumannii resistente a multiplos antibioticos ou mesmo

a todos os antibioticos disponiveis, sdo necessarias novas alternativas (Lee et al., 2017a).

A terapia combinatéria é frequentemente usada no tratamento de infecdes severas causadas por
bactérias Gram-negativas, mas, no entanto, € um assunto controverso quando comparando os
potenciais beneficios desta terapia com a monoterapia, uma vez que ha uma necessidade de se
assegurar a seguranca do tratamento, os efeitos sinérgicos e a potencialidade do desenvolvimento
de resisténcias aos antibioticos usados, uma vez que o seu uso excessivo esta associado com um
aumento de superinfecdes, selecao de estirpes multirresistentes, risco de toxicidade e custos
elevados (Towner, 2009; Tangdén et al., 2014).

Observou-se que o uso conjunto de cefalosporinas com o aztreonam, estava associado a presenca
de isolados de Acinetobacter spp. multirresistentes, incluindo resistentes a carbapenemos, sendo
que o mesmo nao se verificou com o uso conjunto com outras classes de antibioticos (Giamarellou,
Antoniadou and Kanellakopoulou, 2008). Os antibioticos frequentemente usados para tratamento
de infecOes causadas por A. baumannii, tais como o imipenem, moropenem e doripenem por serem
considerados eficazes no tratamento destas infecdes, tém vindo a cair em desuso uma vez que se

tem verificado uma diminuicdo da suscetibilidade bacteriana. Deste modo foi necessario o
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desenvolvimento de novas alternativas, tendo-se optado pela administracdo conjunta de
carbapenemos com antibioticos eficazes contra A. baumannii tais como minociclina/tigeciclina e
as polimixinas (colisistina e polimixina B). Contudo, atualmente, tém-se verificado um aumento de
estirpes resistentes a esta terapia de recurso, o que se torna uma ameaca para a saide publica a

nivel mundial (Lee et al., 2017a).

Segundo um estudo realizado em Espanha, onde foram analisados os potenciais fatores de risco
relacionados com a aquisicdo de resisténcias ao imipenem, concluiu-se que o tamanho do hospital,
as diferentes terapéuticas de antibioticos administradas e o uso de cateteres durante e pos
cirurgias, bem como a ineficacia de uma distincao correta entre colonizacao e infecao bacteriana
eram os principais fatores. Verificou-se que dos 203 pacientes que fizeram parte deste estudo,
foram isoladas estirpes de A. baumannii resistentes ao imipenem em 43% destes (Giamarellou,

Antoniadou and Kanellakopoulou, 2008).

Sulbactam € uma molécula inibidora da enzima B-lactamase e das PBP, cujas alteracdes estruturais
e mutacoes sao dois dos principais mecanismos de resisténcia de A. baumannii. Tem-se investigado
a terapia combinada de sulbactam com antibidticos como a penicilina e, segundo os resultados,
parece ser eficaz no tratamento de infecdes sistémicas causadas por A. baumannii multirresistente.
Por sua vez, o uso combinado de ampicilina/sulbactam/carbapenemo é também eficaz contra
bacteremias causadas também por A. baumannii multirresistente, infecdes cutaneas e nos tecidos
moles causadas por esta bactéria resistente a carbapenemos. No entanto esta terapia revelou-se
ineficaz para o combate de pneumonias associadas ao uso de ventilacdo assistida do paciente
(Anton Y. Peleg, Seifert and Paterson, 2008; Vila and Pachon, 2008). Outra molécula inibidora das
B-lactamases € o tazobactam. Esta molécula, em A. baumannii, consegue aumentar a atividade de
péptidos com propriedades antibioticas como a colistina e a daptomicina em modelos animais com
pneumonia, devido a sua semelhanca estrutural entre inibidores de B-lactamases e estes péptidos
antibioticos (Lee et al., 2017a). Por sua vez, para o tratamento de sépsis causadas por bactérias
Gram-negativas como A. baumannii e Pseudomonas aeuruginosa, a terapia combinatoéria inclui
tipicamente antibioticos B-lactamicos de largo espectro e aminoglicosideos ou fluoroquinolonas.
Contudo o uso de combinacdes de colistina tém vindo a ser mais frequentemente usadas como
tratamento de ultimo recurso para estirpes multirresistentes de A. baumannii. Para o caso
especifico de Acinetobacter spp., combinacoes de amipicilina/sulbatamo, carbapenemo, colistina
ou rifampicina tém apresentado resultados positivos no tratamento de infecées causadas por este

microrganismo (Tangdén et al., 2014).
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3.2.Terapias nao antibiéticas

Uma vez que A. baumannii é uma bactéria extremamente propensa ao desenvolvimento de
resisténcias a antibidticos, tal como mencionado anteriormente, e um patogénico com
disseminacao global, o desenvolvimento de novas terapias alternativas ao uso de antibioticos

atualmente utilizados, pode ser uma nova forma de combate a infecoes causadas por esta.

Uma terapia alternativa que se tem estudado € o uso de bacteriofagos com o intuito de infetar a
bactéria com o virus de forma a provocar a sua lise. Para isso tem-se recorrido a varios
bacteri6fagos para A. baumannii como o vB_Ab-M-G7 e o B@-C62, bem como a uma endolisina
codificada por bacteriofagos que consegue provocar a lise por degradacao da parede celular da
bactéria hospedeira. Por exemplo, a endolisina do bacteriéfago @ABP-01 degrada a parece celular
de A. baumannii e possui uma elevada atividade antibacteriana quando administrada
conjuntamente com a colistina. No entanto, esta alternativa tem o inconveniente de que a maioria
das bactérias Gram-negativas patogénicas nao sao suscetiveis as endolisinas devido a membrana
externa protetora. Deste modo, como alternativa, tém-se manipulado estas endolisinas com
péptidos desestabilizadores da membrana, as quais se deram o nome de “artilisinas” (Lee et al.,
2017a). Também se tem estudado o uso de fagos para inibir o processo de formacao de biofilmes,
bem como promover a sua disrupcao, uma vez que ja se verificou que este fago promove a lise de

49% dos isolados clinicos de A. baumannii (Lopez-Rojas, Smani and Pachén, 2013).

Para além do uso de bacteriofagos, também se tem apostado no desenvolvimento de vacinas que
ativem o sistema imunitario inato para combater infe¢des causadas por A. baumannii. No entanto
ainda nao se conseguiu desenvolver vacinas ou anticorpos para o tratamento de infecoes causadas
por esta bactéria. Uma vez que infecdes causadas por A. baumannii estao geralmente associadas a
situacOes de pos-operatorio, internamento em UCI em que seja necessario ventilar o doente, o
desenvolvimento de vacinas para estes casos seria uma boa alternativa (McConnell and Pachon,
2010). Mas este processo complicado devido ao facto de nao se terem identificados antigénios na
célula bacteriana e serem varios os fatores de viruléncia para este microrganismo. Desta forma,
células bacterianas inativadas ou atenuadas tém sido usadas para o desenvolvimento de algumas
vacinas com o objetivo de estimular respostas fortes por parte do sistema imunitario inato. Este
tipo de vacinas que usam o microrganismo completo podem ser uma vantagem, uma vez que
fornecem uma maior protecao ao organismo, pois existe uma maior gama de antigénios capazes de
induzir respostas imunitarias, fornecendo protecdo contra um maior nimero de estirpes e espécies

bacterianas (Lopez-Rojas, Smani and Pachon, 2013; Pletz et al., 2016).

Em Acinetobacter e outras bactérias Gram-negativas, os complexos proteicos de bombas de efluxo
do tipo AcrAB-TolC, conferem resisténcia aos antibioticos de variadas classes, e sdo considerados
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os sistemas predominantemente responsaveis por resisténcias inatas e adquiridas a mdltiplos
antibioticos. Assim sendo, tem-se vindo a desenvolver formas de melhorar a eficiéncia ou poténcia
dos antibioticos, por bloqueio destes sistemas, com inibidores de bombas de efluxo (EPI do inglés
Efflux Pump Inhibitors), o que para além do efeito benéfico e pretendido de inibicdo da maquinaria
bacteriana de efluxo, tem também outras vantagens a nivel da patogenicidade, viruléncia e
formacao de biofilmes (Ohene-Agyei et al., 2014). Para além disso, o uso de EPIs conjuntamente
com terapias recorrentes consegue reduzir a invasdo das células bacterianas nas células
hospedeiras. Estas moléculas podem atuar por interacao com o sistema regulatoério bacteriano das
bombas de efluxo, disrupcao de componentes da bomba de efluxo, inibicao da extrusao do
composto ativo usado por competicao aumentando a sua biodisponibilidade, bloqueio dos poros
responsaveis pelo efluxo e, por fim, por interacdo com a cadeia energética necessaria para o bom
funcionamento das bombas de efluxo bacterianas (Askoura et al., 2011). Uma grande variedade de
compostos tém sido testados com o intuito de servirem como EPIs tais como analogos de
antibioticos em Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., compostos como fenilalanina arginina B-
naftilamina (PABN) e carbonil cianide 3-clorofenilhidrazona (CCCP), sendo que a sua aplicacao em
humanos esta ainda limitada devido a sua elevada toxicidade quando comparada com os beneficios

clinicos apresentados (Gibbons, 2008; Askoura et al., 2011).

Os péptidos antimicrobianos sdo componentes do sistema imunitario inato e apresentaram
resultados promissores nos ensaios experimentais até agora realizados. Um grande nimero destes
péptidos tem sido testado contra um largo espectro de bactérias, incluido o Acinetobacter spp.
Alguns dos péptidos testados apresentaram resultados positivos mesmo quando contra estirpes de
A. baumannii resistentes a colistina, tratamentos com sucesso contra bacterémias murinicas e
ainda alguma eficiéncia no tratamento de sépsis causada por estirpes de A. baumannii resistentes

a todos os antibidticos conhecidos (Vila and Pachdn, 2008).

Mais importante que matar a bactéria A. baumannii no organismo hospedeiro, é impedir que esta
produza os seus fatores de viruléncia e, desta forma, cause dano no organismo. Também se tem
apostado no estudo de inibidores de B-lactamases para além dos ja conhecidos acido clavulanico,
tazobactam e sulbactam, e de agentes que encontram e se ligam aos genes responsaveis pela
expressao e/ou regulacao destes fatores de viruléncia ou aos genes responsaveis pela resisténcia
bacteriana. Esta ultima abordagem genética aparenta ter algum futuro, uma vez que estes agentes
seriam especificos para a bactéria devido a falta de homologia com o genoma do hospedeiro.
Também se tem apostado no estudo e desenvolvimento de inibidores da sintese proteica
bacteriana, mais em concreto recorrendo ao uso de nucleases intracelulares (Woodford et al.,
2009).
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Outras alternativas que tém sido descritas consistem na aplicacao de emplastros de alho, ou de
oxido nitrico gasoso como forma de prevencdo de formacao de biofilmes em feridas (Lopez-Rojas,
Smani and Pachédn, 2013).

3.3.Barbituratos e derivados do acido barbiturico

O acido barbitlirico (Figura 3) € um composto organico heterocicilico, baseado no esqueleto
heterociclico da pirimidina e é considerado farmacologicamente inativo. Por sua vez, apds sofrerem
alteracoes e serem adicionados grupos substituintes, os seus derivados apresentam propriedades
hipnoticas, sedativas, anestésicas, anti convulsionantes, antidiabéticas, anti-inflamatorias, bem
como propriedades antimicrobianas (Kumar et al., 2013; Sokmen et al., 2013; Khan et al., 2014).
No entanto grandes dosagens de barbitlricos afeta diretamente o sistema cardiovascular, induz o
coma, vasodilatacao periférica, aumento dos niveis de aclicar no sangue e baixa pressao sanguinea
(Khan et al., 2014).
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Figura 3: Estrutura da molécula de acido barbiturico.

Nos Ultimos anos, derivados de barbituratos e tiobarbituratos tém sido estudados devido aos seus
diversos efeitos biologicos, tais como: inibidores da colagenase-3, das metaloproteinases da matriz;
recombinacao com enzimas do citocromo P450, metionina aminopeptidase-1, tirosinase e urease;

para além de atividade antioxidante (Yan et al., 2009; Sokmen et al., 2013).

Ainda que geralmente o acido barbitlrico e o tiobarbiturato nao apresentem propriedades
antibacterianas, muitos dos seus derivados apresentaram bons resultados para uma larga gama de
bactérias testadas, tais como Staphylococcus spp., Bacillus cereus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (Yan et al., 2009), dai o interesse no estudo deste tipo de compostos em outros

microrganismos.
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De uma forma geral, estes derivados sintéticos de barbituratos e tiobarbituratos tém uma acao
mais eficaz em bactérias Gram-positivas como o caso de Staphylococcus aureus, havendo efeito
reduzido em bactérias Gram-negativas (Yan et al., 2009; Sokmen et al., 2013), sendo que contudo
ha casos que apresentam resultados promissores de atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-negativas, mesmo em casos de estirpes bacterianas resistentes e com bombas de efluxo sobre

expressas (Jeong and Moloney, 2015).

E ainda de interesse mencionar que muitos os compostos derivados do acido barbit(rico, de uma
forma geral, possuem propriedades fisico quimicas semelhantes aos antibioticos clinicos
atualmente em uso, tanto para administracées para uso oral ou intravenosas, bem como peso
molecular inferior a 400 Da e caracteristicas como ligacoes flexiveis e um nimero de protdes
dadores que tornam estas moléculas aptas para uma administracao via oral (Jeong and Moloney,
2015).

Para a bactéria A. baumannii em especifico ainda nao se tém realizado estudos de aplicacao de
derivados de barbituratos e tiobarbituratos como agentes antibacterianos, e devido ao aumento de
resisténcias desta bactéria a todos os antibidticos conhecidos bem como a maioria das terapias

combinatérias, uma alternativa terapéutica é imperativa.
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Capitulo 4 - Objetivos

Devido a existéncia de multirresisténcias de Acinetobacter baumannii a agentes antibacterianos,

bem como a falta de alternativas terapéuticas, € necessario o estudo de novas moléculas para o

controlo deste microrganismo. Deste modo, definiram-se como objetivos principais do trabalho:

1.

Estudar a  atividade antibacteriana de  compostos derivados de @ 5-
hidraziniletilidenepirimidinas desenvolvidas a partir do acido barbitirico em A. baumannii;
Estudar o mecanismo de acao dos compostos sintéticos derivados de barbituratos - ligacao
ao ADN bacteriano e/ou inibicao das bombas de efluxo;

Estudar o efeito dos compostos sintéticos derivados de barbituratos na inibicao de formacao
de biofilmes, QS e motilidade;

Avaliar a capacidade de hemolise dos compostos sintéticos derivados de barbituratos.
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Capitulo 5 - Materiais e Métodos

5.1. Microrganismos

O microrganismo usado na realizacdo dos ensaios foi a bactéria Gram-negativa, Acinetobacter
baumannii. Foram selecionadas, para uso nos ensaios posteriormente mencionados, duas estirpes
de referéncia (A. baumannii LMG1025 e A. baumannii LMG1041) e cinco isolados clinicos com
distintos perfis de resisténcia a diversos antibioticos (AcB 13/10, AcB 36/10, AcB 43/10, AcB 44/10
e AcB 73/10), isolados de amostras de expetoracao de doentes nas unidades hospitalares do Fundao
e da Covilha. Como termos de comparacao dos resultados foram ainda usadas duas bactérias Gram-
negativas Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e duas Gram-
positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Bacillus cereus ATCC 11778. Utilizou-se ainda a
estirpe Chromobacterium violaceum ATCC 12472 para realizacado de uma monitorizacao de

atividade anti quorum-sensing.

5.1.1. Condicées de armazenamento e crescimento das estirpes

Para armazenamento a longo prazo todas as estirpes de A. baumannii foram conservadas em
criopreservacao a -80 °C. Assim, para a criacao dos bancos de estirpes seguiram-se dois protocolos
distintos consoante o perfil de resisténcia das estirpes que se pretendiam conservar. Para as
estirpes de A. baumannii LMG 1025 e LMG 1041, ressuspendeu-se uma colonia a partir de uma
cultura fresca em meio Luria- Bertani (LB) e incubou-se em 20 mL de meio LB a 37°C, 250 rpm até
se atingir uma densidade 6tica a 600 nm (DOyo ,m) de 0,6, sendo que apos isto se adicionou glicerol
a uma concentracao final de 20% (v/v), transferindo-se para tubos de criopreservacao esta
suspensao celular. Para as estirpes AcB 13/10, AcB 36/10, AcB 43/10, AcB 44/10 e AcB 73/10,
removeu-se biomassa a partir de uma placa de LB agar com uma incubacao de aproximadamente
24 horas a 37 °C e transferiu-se para um tubo de criopreservacao estéril contendo 200 pL de meio

BHI (Brain Heart Infusion), suplementado com 20% de glicerol (v/v).

Para armazenamento a curto prazo, as estirpes foram conservadas em refrigeracao a4 °C em placas
de LB agar, por um periodo maximo de duas semanas, ou trés passagens a partir dos bancos de

estirpes.
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5.2.Codificacao e Estrutura dos Compostos

Para a realizacdo deste trabalho foram usados varios antibioticos e compostos 5-

hidraziniletilidenopirimidinas desenvolvidos a partir de acido barbitirico (Tabela 2).

Os antibidticos usados neste trabalho (Tabela 1) foram tetraciclina (TET), eritromicina (ERY),
cloranfenicol (CHL), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (sal de sodio) (GEN) e polimixina B (POLY B).
Foram preparadas solucdes padrao dos agentes antimicrobianos com uma concentracao de 10
mg/mL dos antibidticos, solubilizados nos solventes recomendados pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) na norma M100-515 (NCCLS, 2005). Assim, a tetraciclina, cloranfenicol e
eritromicina foram solubilizados em etanol a 95%, a gentamicina e polimixina B em agua ultrapura
estéril e a ciprofloxacina em agua basificada. Foram realizadas aliquotas dos antibidticos

armazenadas a -20 °C até utilizacao.

Tabela 1: Resumo dos agentes antimicrobianos.

Nome Grau de Pureza (%) Solvente
Tetraciclina 98 Etanol 95%
Eritromicina 96 Etanol 95%
Cloranfenicol 98 Etanol 95%

Ciprofloxacina 98 Agua basificada
Gentamicina 98 Agua ultrapura
Polimixina B 99,8 Agua ultrapura

Relativamente aos compostos de sintese em estudo, foram preparadas solucées padrao dos seis
compostos com concentracées de 25,6 mg/mL e 12,8 mg/mL, por solubilizacdao de cada um dos
diferentes compostos em dimetilsulféxido (DMSO). Os compostos cristalizados foram armazenados
a temperatura ambiente e protegidos da luz, enquanto as solugcdes stock foram armazenadas a 4

°C também protegidas da luz.
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Tabela 2: Denominacdo, estrutura quimica e respetiva codificacao aplicada neste trabalho dos compostos
utilizados.

Nomenclatura e Estrutura dos Compostos

Massa
Codificacao
Denominac¢ao Estrutura Molar
usada
(g/mol)
1,3-Dimetil-5-(1-(2-(4- ‘“w)LN/
nitrofenil)hidrazinil)etilideno)pirimidina- JF20 )IJ\ 333,3
2,4,6-triona He u/N\Q\
5-(1-(2-(4- )L
nitrofenil)hidrazinil)etilideno)pirimidina- JF22 T 305,25
2,4,6-triona e u/N\O\
1,3-difenil-5-(1-(2-(4- @\J\/@
nitrofenil)hidrazinil)etilideno)-2-tioxodi- JF23 i 473,51
hidropirimidina-4,6-diona /\@
1,3-Dimetil-5-(1-(2- \NLN/
fenilhidrazinil)etilideno)pirimidina- JF24 i 288,31
2,4,6-triona e n/NO
5'(1'(2' HN)kNH
fenilhidrazinil)etilideno)pirimidina- JF25 i 260,25
2,4,6-triona o n/NO
1,3-Difenil-5-(1-(2- Q\)L/O
fenilhidrazinil)etilideno)-2-tioxodi- JF26 Y 444,57
hidropirimidina-4,6-diona <y '

2\2
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5.3.Equipamento

Tabela 3: Lista dos equipamentos utilizados para os ensaios.

Tabela resumo de equipamento

Designacéo Marca/Modelo
Autoclave Uniclave/88
Balanca analitica KERN
Camara de fluxo laminar Bioir

Centrifuga refrigerada para eppendorfs

Hettich / Mikro 200R

Centrifuga refrigerada

Beckam Coulter/ Allegra X-22R

Densitometro

Biomérieux

Espectrofotometro Ultrospec U/V 3000
Estufa (37°C) Binder
Estufa (30°C) Nuaire

Fluorimetro

SpectraMAX GEMINI EM

Incubador orbital

Aralab

Leitor de microplacas

Alfagene / Anthos 2020

Nanoespetrofotometro

IMPLEN NanoPhotometer

Transiluminador

UVITE
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5.4.Reagentes

Tabela 4: Lista de reagentes utilizados nos ensaios.

Tabela resumo de reagentes

Reagente Grau de Pureza (%) Fornecedor
Agar Biokar
D-Glucose 99,5 Fisher Scientific
Cloreto de sodio 99,5 Fisher Scientific
LB agar Conda
LB broth Liofilchem
TSB Merk
Extrato de levedura Merk
Triptona Conda
Dimetilsulfoxido (DMSO) 99,5 Fisher Scientific
Glicerol 99,5 Absolve
CCCpP 99 Agros Organics
PABN 100 Sigma-Aldrich
Metanol 100 Chem-Lab
Etanol puro 99,9 Manuel Vieira & C?
Violeta de Cristal 93,5 Amresco
Fisher

Brometo de Etideo

Solucao 1%
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5.5.Ensaios de atividade antibacteriana

5.5.1. Determinacdo da Concentracdao Minima Inibitéria (CMI) e

Concentracdao Minima Bactericida (CMB)

De forma a determinar a suscetibilidade das bactérias em estudo aos antibi6ticos convencionais
bem como aos compostos de sintese utilizados, recorreu-se ao teste de microdiluicao em meio
liquido para bactérias segundo o recomendado na norma M7-A6 do CLSI, para determinacao de CMI,
com algumas modificacoes (NCCLS, 2005). Assim, foram realizadas diluicdes sucessivas em placas
de 96 pocos dos compostos em meio LB para as bactérias Gram-negativas e meio Trypic Soy Broth
(TSB) para as bactérias Gram-positivas, sendo que os compostos a concentracao final maxima de
DMSO usada foi de 2% (v/v). Na placa de 96 pocos, procedeu-se entao a realizacdo das diluicdes
sucessivas de 1:2 num volume de 50 pL em cada poco, de forma a obter os intervalos de
concentracao final de 32 - 0,5 pg/mL ou 256 - 4 pg/mL, conforme adequado, e adicionou-se o
inoculo ajustado. Assim, as bactérias foram previamente repicadas de meio LB agar e incubadas a
37 °C durante 24 horas. Apds este periodo de incubacao, ressuspenderam-se colonias isoladas em
solucdo salina (NaCl, 0,85% (m/v)), acertou-se a densidade otica a 0,5 Unidades McFarland e
preparou-se uma diluicao de 1:100 em meio LB. Seguidamente foram adicionados 50 pL desta
suspensao bacteriana a cada poco, obtendo-se uma concentracao final de aproximadamente 5x10°
unidades formadoras de coldnias por mililitro (ufc/mL). Em todos os ensaios foram realizados trés
tipos de controlos: controlo positivo de crescimento (50 pL meio LB + 50 pL de suspensao
bacteriana), controlo negativo (100 pL meio LB), e controlo de esterilidade do composto (diluicées
sucessivas de composto sem inoculo, o que também permitiu avaliar a sua estabilidade
relativamente a solubilidade ao longo do tempo de ensaio). As placas foram incubadas a 37 °C
durante 24 horas, sendo o crescimento avaliado visualmente por presenca ou auséncia de turbidez
nos pocos. A CMI foi definida como sendo a menor concentracao de composto em que se verifica
auséncia de crescimento bacteriano a olho nl. Os ensaios foram efetuados em duplicado,

realizando-se pelo menos trés ensaios independentes.

Apds a determinacao de CMI, foi realizada a determinacao da concentracdo minima bactericida
(CMB). Para tal, dos pocos sem crescimento e apds homogeneizacao do seu conteudo, foram
transferidos 20 pL para uma placa de LB agar. As placas foram incubadas a 37 °C durante 16-20
horas. Seguidamente contou-se o nUmero de colonias formadas e determinou-se as ufc/mL. A CMB
foi definida como a concentracao de composto que provocou uma reducao de 99,9% no nimero de

unidades formadoras de coldnias do inoculo inicial.
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5.5.2. Ensaio de curvas de morte de células plancténicas com os

compostos em teste

Para este ensaio seguiu-se o protocolo sugerido por Duarte et al. 2013 com ligeiras modificacoes,
em que se pretende verificar se os compostos em teste tém influéncia nas curvas de crescimento
das diversas estirpes de A. baumannii usadas. Para isso, cada uma das estirpes foi repicada para
uma placa de meio LB agar, e incubadas durante 24 horas a 37 °C, tendo-se posteriormente
ressuspendido uma colonia isolada em 20 mL de meio LB, e incubado durante 16 horas, a 37 °C, a
250 rpm. Inicialmente, a partir desta pré-cultura estabeleceu-se uma relacao entre a DOggp nm € as
ufc/mL. Assim, foi medida a DO4g ,m da cultura e acertada a 0,5; 0,1; 0,01 e 0,001 com meio LB.
Seguidamente, de forma a determinar as ufc/mL, procedeu-se a diluicdes sucessivas em placas de
96 pocos em solucdo salina estéril, tendo-se transferido 10uL de cada diluicdo para placas de LB
agar, incubado 24 horas e procedido a contagem das colonias formadas. Apds este passo,
selecionou-se a DOgg nn de 0,001 para a estirpe de referéncia A. baumannii LMG 1025 e de 0,01
para as estirpes clinicas AcB 13/10 e AcB 73/10, para preparacao do inoculo, correspondendo a
cerca de 1x107 ufc/mL. Seguidamente, em tubos de centrifuga de 2 mL prepararam-se as diluicoes
dos compostos com meio LB a concentracdes finais de 1 x, 2 x e 4 x CMI e adicionaram-se 100 pL
de suspensao celular com a DOy nm ajustada, perfazendo um volume final de 1 mL. Neste ensaio
foram sempre realizados dois controlos, um controlo de crescimento (sem composto) e um controlo
de toxicidade de solvente (onde o composto foi substituido pela concentracdo maxima de solvente
usada - 2% de DMSO (v/v)), sendo os tubos depois colocados a 37 °C sem agitacdo. O crescimento
bacteriano foi depois avaliado por recolha de amostras de 20 pL aos tempos de incubacao de O, 2,
4, 6, 8 e 24 horas, tendo sido depois usadas para determinar as ufc/mL. Para isso, com a excecao
da medicao das 24 horas, numa microplaca de 96 pocos foram realizadas diluicées sucessivas
decimais com solucao salina. Para a realizacdo da diluicdo das 24 horas optou-se por um método
diferente, em que se procedeu a realizacao de diluicées sucessivas em tubos de centrifuga de 1,5
mL. No fim foram retirados 10 pL de cada poco para placas de LB agar, as quais foram colocadas a

incubar a 37 °C durante 24 horas, procedendo-se posteriormente a contagem das colonias.

5.5.3. Clivagem do plamideo pUC 18-K2 pelos compostos em teste

A clivagem do plasmideo de E. coli pUC 18-K2 pelos compostos JF20, JF22 e JF24 foi determinada
recorrendo a uma eletroforese de gel de agarose, tal como proposto por Raza et al. 2016. Para

isso, iniciou-se o protoloco realizando uma pré-fermentacao de E. coli contendo o plasmideo (pADN)
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pUC 18-K2 até se obter uma DOyyg . de 2,6 (entre 6 a 8 horas), de onde se retira o volume necessario
para se iniciar a fermentacao com uma DOggy nm de 0,2, incubando-se durante 16 horas a 37 °C e
250 rpm. Passado este tempo a cultura foi centrifugada para obtencdao do deposito celular.
Seguidamente usou-se o kit NZY Miniprep para purificar o plasmideo pUC 18-K2. Este kit permite
realizar a lise celular, clarificacdo do lisado, e recolha do plasmideo. O plasmideo obtido foi
quantificado por utilizacdo de um nanoespetofotometro. De seguida, o plasmideo pUC 18-K2 na
concentracao de 50 ng/pL, foi adicionado aos compostos em estudo (gama de concentracao 0,5
pg/mL a 128 pg/mL), num volume final de 20 pL. Incubaram-se as reacoes durante 4 horas a 37°C.
Como controlos foram usadas reacoes de plasmideo em que o composto foi substituido por tampéao
Tris-HCl ou pelo solvente a concentracdo mais elevada usada, ou seja, 4% (v/v) de DMSO. No final
do tempo de incubacao adicionaram-se 4 pL de loading buffer TAKARA (36% glicerol, 30 mM EDTA,
0,05% azul bromofenol e 0,05% xileno cianol) e as amostras foram carregadas num gel de 0,8% de
agarose contendo 1,25 pL de Midori Green/40 mL de tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x. O gel
correu a 55 V durante 1 hora em tampao TAE e, no fim, as amostras foram visualizadas com luz
ultravioleta (UV) de forma a ser possivel verificar o aparecimento de bandas no gel resultantes da

degradacao do plasmideo.

5.5.4. Ensaio de acumula¢cao de brometo de etideo

De forma a verificar se os compostos selecionados possuem alguma influéncia na inibicao das
bombas de efluxo de A. baumannii, realizou-se o ensaio de acumulagdo de brometo de etideo, tal
como sugerido por Pourhajibagher et al., 2016. Assim, iniciou-se o protocolo com uma pré-cultura
de uma coldnia de A. baumannii em 20 mL de meio liquido LB durante 16 horas, a 37 °C a 250 rpm,
transferindo-se depois 200 pL para uma nova cultura em 20 mL de meio LB e incubou-se nas mesmas
condicoes até se atingir o meio da fase exponencial de crescimento (4 horas, e uma DOy nm de
aproximadamente 1,3). Seguidamente acertou-se a DOgy nm da suspensao celular em tubos de
centrifuga de 2 mL, de forma a obter uma concentracao celular final de 1x10° ufc/mL. Procedendo-
se entdo a uma centrifugacao, lavagem e ressuspensao das células com tampao fosfato salino (PBS
- do inglés Phosphate Buffer Saline). A suspensao celular devidamente ajustada foi entdo incubada
a 37 °C durante 10 minutos. As células na placa, foram adicionados os compostos em estudo nas
concentracoes 0,5 x e 1 x CMI, tendo ainda sido usado o inibidor de bombas de efluxo (EPI - do
inglés Efflux Pump Inhibitor), fenil-arginina-B-naftilanida (PABN - do inglés Pheny(-Arginine-Beta-
Naphthylamide) na concentracao de 25 pg/mL como controlo positivo. De seguida, foi adicionado
brometo de etideo (EtBr - do inglés, Ethidium Bromide), a uma concentracao final em cada poco
de 4 pg/mL. A fluorescéncia foi medida a cada minuto, durante 1 hora a um comprimento de onda

de excitacao/emissao de 530/600 nm no fluorimetro. Para este ensaio utilizaram-se placas de 96
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pocos escuras de fundo transparente e os ensaios foram realizados em duplicado e em trés ensaios

independentes.

5.5.5. Modulacao da resisténcia dos antibioticos

Este ensaio tem como objetivo verificar se ha uma modulacao da resisténcia aos antibioticos
aquando do uso conjunto destes com os compostos em estudo, tal como descrito por Voukeng et
al. (2016). Para isso, procedeu-se a determinacao de CMI dos antibidticos na presenca de
concentracdes subinibitorias dos compostos (%2 x e ¥4 x CMI), avaliando sempre em paralelo a CMI
do antibiotico na auséncia dos compostos. Seguidamente, incubou-se a placa de 96 pogos a 37 °C
durante 24 horas, apos o qual se verificou a presenca ou auséncia de crescimento por visualizacao
da turbidez e comparacdao com os controlos de CMI dos antibidticos. O ensaio foi realizado em
duplicado e em trés ensaios independentes. Foi considerado como havendo uma modulacdo na

resisténcia aos antibioticos em teste quando ocorreu uma reducéo no valor de CMI.

5.5.6. Avaliacao da inibicao do mecanismo de Quorum-sensing

A avaliacao da inibicdo do mecanismo de quorum-sensing pelos compostos foi realizada através de
um ensaio qualitativo por difusdo em disco, de acordo com o descrito por Duarte, Luis, et al.,
(2016). Para tal, foi utilizada a estirpe Chromobacterium violaceum ATCC 12472. Esta bactéria
Gram-negativa, tem a capacidade de sintetizar um pigmento de cor roxa denominado violaceina
em resposta ao QS regulado pelas moléculas indutoras N-acilhomoserina lactonas, sendo por isso

um dos ensaios de monitorizacao inicial de atividade anti-QS de compostos.

Para este ensaio comecgou-se por retirar uma aliquota de células do banco de criopreservagao,
inoculou-se numa placa de LB agar e incubou-se a placa a 30 °C durante 24 horas. Ao fim deste
tempo, fez-se uma nova repicagem para uma placa de LB agar e incubou-se nas mesmas condicées.
Seguidamente, retirou-se uma colonia que foi suspensa em 20 mL de meio LB e incubada a 30 °C,
a 250 rpm por 15 horas, tendo-se no fim deste tempo medido a DOggy nm, @ qual foi ajustada com
meio LB a uma DOgg nm de 1. Esta suspensdo foi usada para inoculacao da superficie de uma placa
de LB agar, esfregando a zaragatoa embebida na suspensao ajustada em trés direcoes diferentes,
permitindo assim uma distribuicao uniforme do indculo. A preparacao dos discos, consistiu na
realizacao de dois controlos, um controlo positivo de inibicao de QS (resveratrol a 32 pg/disco) e

um controlo negativo contendo 10 pL de DMSO no disco, bem como na preparacao de um disco para
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cada uma das solucdes dos compostos a uma concentracado final de 32 pg/disco. Apds a secagem
da placa e dos discos, com o auxilio de uma pinca esterilizada, os discos foram transferidos para a
superficie da placa inoculada, tendo sido posteriormente incubadas durante 24horas a 30 °C. Apds
incubacao foi efetuada medicao do halo de inibicao de producao de pigmento violaceina (d;), bem
como do halo de inibicao de crescimento de C. violaceum (d;). Deste modo a Inibicao do quorum-
sensing (IQS) foi determinada pela subtracdo das médias do diametro da inibicao de crescimento a

média do diametro total (IQS = d; -d;). O ensaio foi realizado em triplicado.

5.5.7. Avaliacdo do swimming bacteriano na presenca dos

compostos em teste

A motilidade bacteriana em meio semissélido foi determinada seguindo o protocolo proposto por
Vijayakumar et al., (2016), em que o foi avaliado o swimming em placas contendo 0,3% de agar
estas usadas no mesmo dia da sua preparacao. Para isso, a partir de uma cultura fresca de cada
estirpe, picou-se uma coldnia isolada para o centro da placa de 0,3% de agar, em profundidade.
Isolaram-se as placas com parafilme de forma a evitar a sua desidratacao e incubaram-se
novamente a 37 °C durante 24 horas. Apos a incubacao, foram medidos os halos de crescimento

bacteriano, e os resultados comparados com o controlo. O ensaio foi realizado em triplicado.

5.5.8. Avaliacao do efeito dos compostos em teste na inibicao da

formacao de biofilmes

O objetivo desta metodologia foi verificar se, aquando da presenca dos compostos no meio de
cultura, existiria uma diminuicdo na formacao de biofilmes por estirpes de Acinetobacter
baumannii. Para isso, e seguindo a metodologia de Duarte et al. (2013), o efeito das diferentes
concentracbes dos compostos de sintese foi testado em placas de 96 pocos. Deste modo, a partir
de culturas em placas de agar com 24 horas de crescimento, ressuspendeu-se uma colonia em 20
mL de meio liquido LB, e incubou-se a 37 °C, a 250 rpm, durante 17 horas. Seguidamente acertou-
se a DOggo nm @ 0,02 e transferiram-se 50 pL da suspensao celular para cada poco, tendo sido
previamente preparadas as diluicoes sucessivas dos compostos (4 x; 2 x; 1 x; 0,5 x e 0,25 x CMI),
um controlo de solvente (2% de DMSO (v/v)), um controlo de formacao de biofilme para cada estirpe
e um controlo negativo. Posteriormente as placas foram incubadas durante 24 horas, a 37 °C em
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condicdes estaticas, tendo-se ao fim deste tempo removido o meio cuidadosamente e procedido a
coloracao e lavagem dos biofilmes. Este passo consiste que, ao fim das 24 horas de incubacao, o
meio seja removido e os pocos lavados com NaCl a 0,85%. Seguidamente o biofilme foi fixado com
200 pL de metanol, durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Procedeu-se a remocao do
metanol e deixou-se que evaporasse o restante que se encontrava no fundo dos pocos. Adicionaram-
se 200 pL de violeta de cristal a 0,1% durante 30 minutos, de forma a que os biofilmes fossem
corados. Apds este tempo removeu-se o corante e os pocos foram lavados por trés vezes com uma
solucao de NaCl 0,85%, para que todo o corante em excesso fosse removido, e com uma zaragatoa
assegurou-se que ndo havia vestigios de corante nas paredes dos pocos onde nao se encontrava
biofilme. Seguidamente, foram adicionados 200 pL de etanol a 95% durante 1 hora para remover o
corante do biofilme e, apds transferéncia de 125 pL do sobrenadante para uma nova placa, foi
medida a absorvancia num leitor de placas a 570 nm. Os ensaios foram realizados em sextuplicado,
e pelo menos em trés ensaios independentes. A percentagem de inibicao de formacao de biofilmes

calculada conforme a seguinte formula sugerida por Jadhav et al. 2013:

% Inibica 100 Média da Abs 570 nm dos Ensaios com Compostos 100
= - X
0 fDIEA0 Média da Abs 570 nm do Controlo DMSO

5.5.9. Avaliacao da atividade hemolitica dos compostos em teste

De forma a avaliar o efeito dos compostos sobre eritrocitos humanos, procedeu-se a realizacao de
um ensaio de hemolise. Apos a recolha de sangue para um tubo de colheita cujo o anticoagulante
seja EDTA, os eritrocitos foram recolhidos por centrifugacdo a 2000 rpm e 20 °C, durante 10
minutos. Posteriormente procedeu-se a lavagem com PBS dos eritrocitos por 3 vezes. Apos a ultima
lavagem, ao depdsito celular obtido foi adicionado PBS de forma a que se obtivesse uma suspensao
de 10% (v/v) de eritrocitos/PBS, sendo esta posteriormente diluida de 1:10 em PBS, para uma
concentracao final de eritrocitos de 1% (v/v) em solucdo. De seguida, numa placa de 96 pocos
prepararam-se diluicdes sucessivas dos compostos em 1:2, num intervalo de concentracdes de 32 a
0,5 pg/mL em PBS, num volume final de 100 pL. Por fim, adicionou-se a suspensao de eritrocitos a
1%, obtendo-se um volume final em cada poco de 200 pL, sendo que como controlo positivo foi
usado uma solucao de Triton X-100 a 1% (v/v) e como controlo negativo PBS. As placas foram
incubadas a 37 °C durante uma hora e apos esse tempo centrifugadas a 2000 rpm, 20 °C e durante
10 minutos, seguindo-se a remocao de 100 pL do sobrenadante para uma nova placa e a leitura da
sua absorvancia a 450 nm. Foram realizados ensaios em duplicado, com um minimo de trés ensaios

independentes. A percentagem de hemolise foi calculada pela seguinte formula:
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%hemolise =

AusoAmostra tratada com composto — AugoBranco de Composto

AusoAmostra tratada com Triton X — 100 — A,50PBS
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Capitulo 6 - Resultados e Discussao

6.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos de

sintese derivados do acido barbiturico

6.1.1. Suscetibilidade das estirpes A. baumannii em estudo aos antibiéticos

Os microrganismos estao em constante adaptacao ao meio e condicdes que as rodeiam por
desenvolvimento de mutagdes e transferéncia de genes. Uma vez que A. baumannii nao € excecao
ao desenvolvimento de resisténcias, tendo-se tornado um perigo para a saude publica nos ultimos
anos, torna-se imperativo realizar esta determinacao de suscetibilidade de agentes
antimicrobianos, bem como de possiveis alternativas terapéuticas que surjam de forma a escolher
a melhor alternativa. Deste modo, de forma a tal ser possivel, € necessario a determinacdo da
concentracao minima de um agente antimicrobiano ou composto com potencialidade a ser um, que
iniba o crescimento do microrganismo em teste, ou seja a Concentracao Minima Inibitoria do agente
em estudo. Este ensaio pode ser realizado tanto em meio sélido como meio liquido por diluicdes
sucessivas dos compostos a estudo. O método mais recorrente é a determinagao da CMI em meio
liquido em microplacas, sendo por isso o0 método que foi aplicado neste estudo. Apds inoculacao e
incubacao das suspensdes bacterianas com os compostos, a CMI foi considerada a concentracao de
composto teste correspondente ao primeiro poco onde nao ha crescimento bacteriano.
Seguidamente ainda se pode determinar a CMB de forma a ter uma ideia do modo de acao dos

compostos em teste nas estirpes bacterianas.

Neste trabalho pretendeu-se estudar o efeito antimicrobiano de compostos sintéticos derivados do
acido barbitlrico em Acinetobacter baumannii em alternativa ao uso convencional de antibiéticos.
Para isso comecou-se por realizar a determinacao da CMI dos antibidticos para duas estirpes de A.
baumannii de referéncia (LMG 1025 e LMG 1041) e cinco estirpes recolhidas de isolados clinicos
(AcB 13/10, AcB 36/10, AcB 43/10, AcB 44/10 e AcB 73/10). Com o intuito de determinar a
suscetibilidade ou resisténcia das diferentes estirpes que acompanharam o trabalho, foram
selecionados seis antibioticos para a determinacao da CMI para as diferentes estirpes, uma vez que
sdo os antibidticos usuais no tratamento de infecdes por Acinetobacter baumannii. Para além disso,
sabe-se que sao antibioticos a que varias estirpes desta bactéria apresentam resisténcias, sendo o
antibidtico colistina usado como tratamento de ultimo recurso nos hospitais portugueses que é da
mesma familia da polimixina B aqui usada no ensaio.
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Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5, relativamente as CMI dos seis antibioticos testados
para as sete estirpes de A. baumannii, sendo estes: tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol,

ciprofloxacina, gentacimina e polimixina B.

Tabela 5: Resultados das CMIs dos antibioticos tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
gentamicina e polimixina B para as estirpes de A. baumannii em estudo.

S - Suscetivel; R - Resistente.

Concentra¢ao Minima Inibitéria dos Antibiéticos (ug/mL)

A.baumannii A.baumannii AcB AcB AcB AcB AcB
LMG 1025 LMG 1041 13/10 36/10 43/10 44/10 73/10

TET 1(S) 1(S) 512 (R) 512(R) 512(R) 512(R) 512 (R)
ERY 4(5) 16 (R) 512 (R) 512(R) 512(R) 512(R) 512 (R)
CHL 32 (R) 64 (R) 64(R) 128(R) 64(R) 64(R) 64 (R)
cIp 2 (R) 1(S) 128(R) 128(R) 64(R)  32(R) 256 (R)
GEN 2(5) 64 (R) 2(5) >512(R) >512(R) >512(R) >512 (R)
POLY B 0,5 (5) 1(S) 0,56) 15 1(S) 1)  0,5(S)

De forma geral, ao observar-se a Tabela 5 verifica-se que todas as estirpes apresentam resisténcias
a, pelo menos, dois dos seis antibioticos testados. Das estirpes de referéncia de A. baumannii LMG
1025 e LMG 1041, a primeira é a que apresenta os valores de CMI para os antibidticos mais baixos.
De entre das cinco estirpes recolhidas em ambiente hospitalar (AcB 13/10, AcB 36/10, AcB 43/10,
AcB 44/10 e AcB 73/10), pode verificar-se que a estirpe AcB 73/10 é a que apresenta um perfil de
resisténcia mais notorio aos diferentes antibidticos utilizados, uma vez que apresenta os valores
de CMI superiores aos verificados para as outras estirpes, ao passo que a estirpe AcB 13/10 é a
estirpe clinica que apresenta um perfil fenotipico menos resistente quando comparada com a

restantes.

Desta forma, para os ensaios posteriores de forma a se analisarem estirpes com padroes de
resisténcias diferente, selecionou-se a estirpe de referéncia A. baumanni LMG 1025, a estirpe
clinica com perfil de resisténcia a menor nimero de antibioticos (AcB 13/10) e a estirpe com perfil

de resisténcia mais acentuado (AcB 73/10).

Miyasaki et al., 2010 também determinou a CMI de varios antibioticos para uma estirpe de A.

baumannii proveniente de um isolamento de uma cultura de sangue de um paciente internado. Os
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valores de CMI obtidos para os varios antibioticos estudados indicam que A. baumannii apresenta
resisténcias a grande parte dos antibidticos testados, tal como se verificou neste ensaio. Duarte et
al., (2012) também determinou a CMI de diversos antibioticos em duas estirpes de A. baumannii
(LMG 1025 e LMG 1041). A estirpe de A. baumannii LMG 1025 apresenta menos resisténcias aos
antibidticos do que a estirpe LMG 1041. Isto comprova a existéncia de varias resisténcias aos
antibidticos nesta bactéria, tanto em estirpes de referéncia como isolados clinicos, comprovando-
se a necessidade de estudo e desenvolvimento de novas terapias para o combate a infecoes

causadas por esta bactéria.

6.1.2. Suscetibilidade das estirpes A. baumannii em estudo aos compostos

em estudo

Seguidamente  realizou-se a determinacao da CMI dos seis compostos 5-
hidraziniletilidenopirimidinas sintetizados a partir do acido barbitirico nas sete estirpes
selecionadas de A. baumannii. Para além de se ter determinado a CMI dos compostos para A.
baumannii, esta também foi testada para duas outras bactérias Gram-negativas (E. coli e P.
aeruginosa) bem como duas bactérias Gram-positivas (B. cereus e S. aureus). Aos compostos foi
atribuida uma codificacdo, sendo que serdo denominados por JF20 (1,3-Dimetil-5-(1-(2-(4-
nitrofenil) hidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona), JF22 (5-(1-(2-(4-nitrofenil)hidrazinil)
etilideno) pirimidina-2,4,6-triona), JF23 (1,3-difenil-5-(1-(2-(4-nitrofenil)hidrazinil)etilideno)-2-
tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona), JF24 (1,3-Dimetil-5-(1-(2-fenilhidrazinil)etilideno)pirimidina-
2,4,6-triona), JF25 (5-(1-(2-fenilhidrazinil)etilideno)pirimidina-2,4,6-triona) e JF26 (1,3-Difenil-5-
(1-(2-fenilhidrazinil)etilideno)-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6-diona) (Tabela 6).
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Tabela 6: Valores de CMI's obtidos dos compostos estudados para E. coli, P. aeruginosa, B. cereus
e estirpes de A. baumannii.

Concentracao Minima Inibitéria dos Compostos (ug/mL)

E. P. S. B. A. baumannii

coli aeruginosa aureus cereus LMG LMG AcB AcB AcB AcB AcB

ATCC ATCC ATCC  ATCC 1025 1041 13/10 36/10 43/10 44/10 73/10
25922 27853 25923 11778

JF20 >256 >256 >256 >256 16 2 4 8 4 8 32
JF22  >256 >256 >256 >256 2 32 2 2 8 32 4
JF23  >256 >256 >256 >256 4 4 8 32 32 32 16
JF24  >256 >256 >256 >256 8 8 16 16 16 16 8
JF25 >256 >256 >256 >256 4 8 32 16 >32 32 >32
JF26  >256 >256 >256 >256 16 16 32 8 32 8 32

Na Tabela 6, pode-se verificar que os compostos analisados nos intervalos testados apenas
apresentaram uma seletividade de atividade antibacteriana para a bactéria A. baumannii, pois
para as bactérias E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e B. cereus, mesmo subindo as concentracoes
dos compostos para 256 pg/mL, estes nao tiveram efeito na inibicao do crescimento bacteriano.
Os compostos que apresentam um valor de CMI mais constantes entre as sete estirpes de A.
baumannii testadas foram o JF20, JF22 e JF24, sendo por isso os compostos selecionados para os
ensaios seguintes. Comparando as estruturas dos compostos JF20, JF22 e JF24, verifica-se que os
compostos JF20 e JF24 possuem dois grupos metil como substituintes, enquanto que o composto
JF22 nao. Para além disso, os compostos JF20 e JF22 possuem um substituinte nitrilo que o JF24
ndo possui. Como as alteracdes principais nas moléculas se encontram nestes substituintes metilo
e nitrilo e os compostos que possuem melhor atividade sao os que possuem o metilo como
substituinte (JF20 e JF24), isto pode indicar que os grupos metil podem contribuir para uma melhor

atividade antibacteriana.

0O composto JF22 é o que apresenta valores de CMI mais reduzidos (2 pg/mL) para o maior nimero
de estirpes (LMG 1025, AcB 13/10 e AcB 36/10), no entanto para a estirpes LMG 1025 e AcB 44/10
o valor de CMI obtida foi de 32 pg/mL. Por sua vez, o composto JF24 é o que apresenta os resultados
mais constantes de todos os estudados nas diferentes estirpes de A. baumannii, isto € 8 pg/mL para
as estirpes LMG 1025, LMG 1041 e AcB 73/10 e 16 ug/mL para as estirpes AcB 13/10, AcB 36/10,
AcB 43/10 e AcB 44/10.
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Segundo Yan et al., (2009) em que este testou a atividade antibacteriana de seis compostos 5-
benzilideno com uma estrutura semelhante ao composto JF22 na bactéria S. aureus, os valores de
CMI que se verificaram (> 12 pg/mL) foram semelhantes aos aqui verificados, uma vez que nao
tiveram efeito nesta bactéria, o que pode indicar que os grupos nitrilo e metilo substituintes nas

moléculas em estudo podem conferir melhores propriedades antibacterianas.

Nao foi possivel calcular a Concentracdo Minima Bactericida (CMB) dos compostos para A.
baumannii, uma vez que o crescimento bacteriano foi superior a 0,01% do inoculo inicial, o que

pode indicar que os compostos tém uma acao bacteriostatica.

6.2. Ensaios de curvas de morte de células plancténicas com os

compostos em teste

O efeito de um agente antimicrobiano sobre a curva de crescimento bacteriana pode ser avaliado
calculando a taxa de morte para uma determinada concentracao do agente antimicrobiano em
condicdes controladas. Este ensaio denomina-se por Curvas de Morte, devido a representacdo
grafica desta taxa e & determinada pela medicao do nimero de bactérias viaveis aquando de
medicoes ao longo do tempo de ensaio. Procedeu-se a determinacdo das Curvas de Morte das
estirpes de A. baumannii LMG 1025, AcB 13/10 e AcB 73/10 na presenca dos compostos em teste
JF20, JF22 e JF24.

De uma forma geral, verificou-se que os compostos a JF20, JF22 e JF24 tém um efeito
bacteriostatico em todas as concentracdes testadas, tal como se pode verificar nas Figuras 4, 5 e
6. Para a estirpe de referéncia de A. baumannii LMG 1025, pode-se verificar na Figura 4 que todos
os compostos apresentam um efeito bacteriostatico em todas as concentragdes até as 8 horas de
ensaio, havendo depois uma recuperacao de crescimento bacteriano as 24 horas, o que pode indicar
uma perda de atividade dos compostos. Verifica-se que o composto JF24 é o que apresenta uma
diminuicdo mais acentuada do crescimento bacteriano e uma recuperacao deste as 24 horas mais

reduzida na concentracao de 4 x CMI.
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Figura 4: Curvas de morte para a estirpe de A. baumannii LMG 1025, para os compostos de sintese (a) JF20,
(b) JF22 e (c) JF24.

Quando os compostos em estudo foram testados no isolado clinico de A. baumannii AcB 13/10,
pode verificar-se que o perfil de crescimento é semelhante ao obtido para a estirpe LMG 1025, em
que se observa uma inibicao do crescimento até as 8 horas de ensaio havendo uma recuperacao do
crescimento as 24 horas para os compostos JF20 e JF22. As curvas obtidas sugerem que os
compostos estudados tenham propriedades bacteriostaticas. Novamente o composto JF24
apresenta um efeito melhor que os restantes compostos, onde nao ha recuperacao do crescimento
bacteriano ao fim das 24 horas em nenhuma das trés concentracdes. E ainda de salientar que o

composto JF20 na concentracao de 4 x CMI teve o mesmo efeito bacteriostatico ao longo de todo

0 ensaio.
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Figura 5: Curvas de morte para a estirpe de A. baumannii AcB 13/10 para os compostos de sintese (a) JF20,
(b) JF22 e (c) JF24.

Por sua vez, nos ensaios realizados para a estirpe de A. baumannii AcB 73/10, pode verificar-se na
Figura 6 que os compostos sao mais eficazes na inibicdo do crescimento bacteriano, uma vez que
apenas para o composto JF24 nas concentracdes 1 x e 2 x CMI ha uma recuperacao do crescimento
bacteriano as 24 horas, tendo as restantes horas e compostos mantido o perfil bacteriostatico ao
longo de todo o ensaio. Para esta estirpe o composto que aparenta ter um melhor efeito é o JF20,
chegando a haver uma ligeira diminuicao do crescimento bacteriano as 24 horas em vez deste se

manter constante.
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Figura 6: Curvas de morte para a estirpe de A. baumannii AcB 73/10, para os compostos de sintese (a) JF20,
(b) JF22 e (c) JF24.

E ainda possivel verificar que, quando comparando as Figuras 4, 5 e 6 entre si, que ha uma maior
suscetibilidade das estirpes clinicas A. baumannii AcB 13/10 e AcB 73/10 aos compostos quando
comparadas com a estirpe de referéncia A. baumannii LMG 1025, o que indica que globalmente as
estirpes clinicas e, em particular a estirpe mais resistente AcB 73/10, sdo mais suscetiveis aos

compostos em estudo neste trabalho.

Segundo, Gaidhane et al., (2016) os barbituratos apresentam varias atividades bioldgicas incluindo
atividade bacteriostatica no crescimento bacteriano. Uma vez que novamente nao ha ensaios que
demonstrem a atividade dos compostos de sintese derivados de acido barbitirico na curva de
crescimento de A. baumannii, nos ensaios realizados por Kang et al., (2015) em E. coli, o que se
observa é um efeito bactericida dos compostos derivados do acido barbitirico. Por sua vez um
efeito bactericida semelhante é verificado nos ensaios realizados por Sharma et al., (2017)
realizados em estirpes multirresistentes de S. aureus e E. coli. Também nos ensaios desenvolvidos
por Singh et al., (2016) em S. aureus e E. coli, os compostos derivados do acido barbitlrico que
foram estudados também apresentam uma cinética de morte bactericida ao invés de
bacteriostatica com uma taxa de morte entre 90 a 99% na concentracdo de 4 x CMI. Desta forma,
os resultados experimentais ja publicados com utilizacdo de derivados de acido barbitlrico em
diversos microrganismos é que estes provocam um efeito bactericida, o que é diferente do
verificado no presente trabalho em que os derivados de acido barbitlrico estudados em A.
baumannii evidenciaram um efeito bacteriostatico. As diferencas de resultados entre os ensaios os
aqui demonstrados e obtidos pelo grupo de Singh et al., (2016) pode residir nas diferencas
estruturais da molécula, uma vez que neste estudo a molécula base que foi alterada foi o nicleo

de benzotiazole.
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6.3. Clivagem do plasmideo pUC 18-K2 pelos compostos em teste

O ADN bacteriano é onde se encontra toda a informacdo necessaria para a sobrevivéncia do
microrganismo. Para além do ADN as bactérias possuem ainda, na maioria das vezes, plasmideos
que lhes conferem vantagens adaptativas, tais como resisténcia a antibioticos, havendo a ainda
possibilidade de transferéncia de genes de interesse entre bactérias via plasmideo (Lee et al.,
2017a). Desta forma, compostos que atuem a nivel do ADN bacteriano ou plasmidico serdo

importantes no combate contra bactérias patogénicas, nomeadamente A. baumannii.

Como forma de verificar se os compostos derivados de barbituratos selecionados para os ensaios
de curvas de morte atuam no ADN bacteriano, por ligacao ou por clivagem deste, foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose do plasmideo pUC18-K2 apds incubacdo com diferentes

concentracoes dos compostos.

- R . Sy
o g, I

Figura 71: Clivagem do plasmideo pUC 18-K2 pelos Compostos JF20 (a), JF22 (b), JF24 (c) e controlo de DMSO,
pADN 37 °C e pADN 4°C ADN (d).

Através dos resultados apresentados na Figura 7 pode-se verificar que o mecanismo de acao dos
compostos ndo parece residir na degradacao do ADN bacteriano, uma vez que nao ha a presenca
de mais nenhuma banda para além das duas que aparecem nos controlos de DMSO e de plasmideo
a diferentes temperaturas. Para este ensaio foi utilizado um plasmideo devido ao facto de este
possuir trés isoformas diferentes (superenrolada, circular aberta e linear) e, consequentemente,
ser possivel através da visualizacdo num gel de agarose determinar qual a isoforma mais presente.
Neste caso, apenas verificamos duas bandas em todos os ensaios, o que correspondem as isoformas
circular aberta e superenrolada, respetivamente. E possivel ainda verificar que em nenhum dos
compostos ou concentracdes estudadas ha um aumento ou diminuicdo da intensidade da banda na
eletroforese, sugerindo que os compostos nao se ligam ao plasmideo em nenhuma das
conformacoes, pois se tal acontecesse uma das bandas apareceria com maior intensidade no gel de
agarose. Por sua vez, se os compostos degradassem o plasmideo usado, o que se verificaria no gel
seria o aparecimento de um maior nimero de bandas do que as verificadas no controlo de

plasmideo.
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Segundo os ensaios realizados por Singh et al., (2016), os compostos derivados de acido barbitlrico
por modificacdes do niicleo de benzotiazole sdo capazes de se ligar, bem como de degradar o ADN
bacteriano, nao havendo uma especificidade de afinidade de ligacao ao local da cadeia de ADN. No
entanto, nos ensaios realizados por Dhorajiya et al., (2014), estes reportam que os compostos
derivados do acido barbitirico possuem um efeito protetor no ADN, dai que possa ser esta a
explicacao para que o mecanismo de acao dos compostos de sintese derivados de barbitUricos aqui

estudados nao seja por ligacao ou degradacao do ADN bacteriano.

6.4. Ensaio de acumulacdo de brometo de etideo

Devido ao uso indiscriminado dos antibidticos o aumento de resisténcias bacterianas tem vindo a
aumentar ao longo das ultimas décadas, incluindo por parte da bactéria Acinetobacter baumannii.
As bactérias tém desenvolvido estratégias como desenvolvimento de enzimas que degradam os
antibioticos, alteracao dos alvos de acao dos agentes terapéuticos, diminuicado da permeabilidade
membranar, modificacées no nimero e estrutura de porinas e, por fim, sobre expressao de bombas
de efluxo. Nas células de A. baumannii, as bombas de efluxo tém um papel importante na extrusiao
do farmaco do interior da célula, sendo por isso necessario aumentar a concentracao de farmaco
administrada, o que pode ter consequéncias no organismo hospedeiro (Peleg, Adams and Paterson,
2007; Lee et al., 2017a). Devido a esta problematica pretendeu-se estudar o efeito dos compostos
sintéticos derivados de barbituratos na inibicdo das bombas de efluxo de A. baumannii, usando-se

como modelo a estirpe de referéncia LMG 1025.

Este ensaio consiste na medicado da fluorescéncia ao longo do tempo, usando como base do ensaio
o facto de o BrEt ser substrato das bombas de efluxo, assim este consegue entrar nas células
bacterianas, intercalando com o ADN bacteriano e emitindo fluorescéncia. No caso de os compostos
de sintese derivados de barbituratos em estudo inibirem as bombas de efluxo em A. baumannii, o
que se verificaria seria a presenca de uma curva de fluorescéncia superior o controlo com células.
Neste ensaio foram utilizadas duas concentracoes (%2 x e 1 x CMI) dos compostos JF20, JF22 e JF24
e as fluorescéncias correspondestes comparadas a obtida para as células com brometo de etidio.
Realizou-se também um controlo de fluorescéncia de células, de DMSO e de compostos para
verificar se ha fluorescéncia intrinseca as células, solvente ou compostos. Os resultados obtidos

neste ensaio encontram-se representados na Figura 8.

Com a comparacao da fluorescéncia correspondente a internalizacao do BrEt das células de A.
baumannii incubadas com PABN ou com os diferentes compostos derivados de barbituratos, o que
se verificou foi que nenhum dos compostos nas concentracoes de %2 x CMI ou 1 x CMI apresenta uma

intensidade de fluorescéncia superior ao EPI PABN, o que nos indica que ha uma maior
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internalizacao de BrEt e que as bombas de efluxo nao foram inibidas. Deste modo, pode-se dizer
que os compostos nao inibem as bombas de efluxo bacterianas nas condicoes deste ensaio. Por sua
vez a curva de fluorescéncia do DMSO encontra-se muito abaixo da curva de controlo de células, o
que pode sugerir que este solvente atue sobre as bombas de efluxo aumentando a sua atividade ou
que provoque danos na célula formando poros que permitem a extrusao do BrEt. Por outro lado,
uma vez que a curvas de fluorescéncia do controlo de células e inibidor de bombas de efluxo estao

muito proximas, este Ultimo pode nao estar a atuar como seria esperado.

2,5
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JF20 EtBr (1/2xCMI)
JF20 EtBr (1xCMI)
1,5 JF22 EtBr (1/2xCMI)
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Figura 8: Resultados do ensaio de acumulacao de BrEt para a estirpe de A. baumannii LMG 1025.

Segundo os ensaios realizados na patente WO 2005113579 A1 - “Bacterial efflux pump inhibitors
and methods of treating bacterial infections”, verificou-se que, os compostos derivados do acido
barbitirico tém potencial para inibicdo de bombas de efluxo bacterianas, mesmo em estirpes
bacterianas com multirresisténcias. No entanto, os compostos em estudo no presente trabalho

quando aplicados a estirpe...ndo0 mostraram capacidade de inibicdo das bombas de efluxo.

6.5. Modulacao da resisténcia de antibioticos

As resisténcias microbianas sdo um problema nas unidades hospitalares, principalmente em
pacientes com o sistema imunitario debilitado quer por hospitalizacdo prolongada, terem sido

sujeitos a cirurgias ou por possuirem doencas crénicas. Deste modo, encontrar compostos com a

48



capacidade de reverterem estas resisténcias por administracdo conjunta com os agentes
antibacterianos ja em uso é uma boa estratégia, pois permite uma terapia mais eficiente e,
consequentemente, melhorar as condicoes do paciente (Voukeng, Beng and Kuete, 2016). Assim,
neste estudo avaliou-se o efeito que os derivados de barbituratos em estudo tém, quando aplicados
em concentragdes subinibitorias em conjunto com os antibidticos tetraciclina, eritromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina e gentamicina. Esta estratégia aqui aplicada ja € usada para testar
combinacbes de antibioticos, de forma a determinar quais as combinacdes de antibidticos mais
eficazes na reducao de resisténcias bacterianas. Este ensaio foi realizado nas trés estirpes de A.
baumannii previamente selecionadas (estirpe de referéncia LMG 1025 e dois isolados clinicos com
perfil de resisténcia AcB13/10 e AcB 73/10) com o objetivo de verificar o efeito dos compostos
teste em estirpes com diferentes perfis de resisténcia, quando administrados conjuntamente com

os antibioticos.

Como se pode ver na Tabela 7, aquando da utilizacao de uma concentracao de s x CMI dos
compostos verificou-se que para a estirpe de referéncia de A. baumannii LMG 1025 o composto
mais eficaz é o JF20, reduzindo o valor de CMI para todos os antibidticos testados; para a estirpe
AcB 13/10 o composto JF24 reduziu o valor de CMI dos cinco antibioticos e que, por fim, para a

estirpe AcB 73/10 nenhum dos compostos conseguiu reduzir a CMI dos antibidticos.

Tabela 7: Tabela resumo do ensaio de modulacao com os compostos JF20, JF22 e JF24.

Ab - antibidtico

MIC dos Antibiéticos para A. baumannii (ug/mL)

LMG1025 AcB 13/10 AcB 73/10

Ab +JF20 +JF22 +JF24 Ab +JF20 +JF22 +JF24 Ab  +JF20 +JF22 +JF24

TET 1 0,125 0,5 0,5 512 512 512 256 512 512 512 512

ERI 4 2 4 4 512 512 512 256 512 >512 >512 512

CHL 32 16 32 32 64 64 64 32 64 64 64 64

cip 2 0,125 0,125 0,25 128 64 128 32 256 >512 256 256

GEN 2 0,5 2 0,25 2 1 8 1 >512 >512  >512 512

Por sua vez, quando se fala de ensaios de modulacdo de resisténcia aos antibidticos com uma
aplicacao conjunta de antibi6éticos com compostos derivados do acido barbitirico, Kumar et al.,
(2014) sugerem que ha um efeito de reducao dos valores de CMI no fungo Aspergillus fumigatu,

aquando desta administracao conjunta, passando-se de um valor de CMI de 39,33 para 25 pg/mL
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quando combinando um dos seus compostos de sintese derivados do acido barbitlrico com o
antifingico azol. Isto pode acontecer devido ao facto de haver diferentes moléculas interagindo
entre si, provocado um aumento da disponibilidade de antibiotico. Apesar dos ensaios em
compostos derivados do acido barbiturico terem sido realizados em fungos e ndo em bactérias,
torna-se evidente a vasta possibilidade de aplicacao destes compostos e semelhantes, uma vez que

aparentam modular a resisténcia microbiana.

6.6. Avaliacao da inibicao do processo de Quorum-sensing

O processo de quorum-sensing (QS) é uma estratégia bacteriana de comunicacao célula-célula,
sendo importante na sobrevivéncia bacteriana, bem como no processo de formacdo do biofilme
bacteriano. QS controla o crescimento da populacao bacteriana consoante as condicdes ambientais
e nutrientes existentes. No caso especifico de A. baumannii, foi descrito que tanto estirpes
ambientais como estirpes de isolados clinicos possuem a capacidade de produzir moléculas
sinalizadoras de QS, controlando a adesao celular, formacao de biofilmes e ainda diversos fatores
de viruléncia (Castillo-Juarez et al., 2015). Devido a esta problematica é importante estudar se os
compostos sintéticos em estudo inibem o processo de QS, o que implica que tenham atuacéo a nivel
da comunicacao celular. Esta inibicdo é possivel ver-se a olho nl através de um ensaio de difusdo
em agar com recurso a bactéria biossensor Chromobacterium violaceum produtora do pigmento

roxo, violaceina.

Na Figura 9 pode visualizar-se os diferentes resultados para o ensaio de QS para os diferentes
compostos, verificando-se que nenhum dos seis compostos sintéticos derivados de barbituratos
apresenta uma inibicdo do processo de QS, pois ndo ha a presenca de um halo correspondente a

inibicdo de producao do pigmento violaceina.

Figura 9: Halos de inibicao de crescimento bacteriano e de producéo de violaceina para o Resveratrol e dos
compostos JF20, JF22 e JF24 em estudo.
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Neste ensaio de difusao a estirpe biossensor usada foi a C. violaceum ATCC 12472 e, tal como
evidenciado na Tabela 8, o resveratrol produziu halos tanto de inibicao de crescimento como de
producao de pigmento em volta dos discos, o que indica uma inibicao concomitante do crescimento
bacteriano e da producéo de violaceina. Como nenhum dos compostos em estudo produziu um halo

em redor do disco, pode-se concluir que nao ha Inibicao de QS.

Tabela 8: Atividade anti-QS dos compostos em estudo e resveratrol, usando C. violaceum ATCC 12472.

Zonas de Inibicdo contra C. violaceum ATCC 12472 (diametro em mm)

Crescimento + Inibicao de Inibicao de Inibicdo de QS
pigmento (d,) crescimento (d,) (d4-dy)
JF20 0 0 0
JF22 0 0 0
JF23 0 0 0
JF24 0 0 0
JF25 0 0 0
JF26 0 0 0
Resveratrol 25,33 17,33 8,00

Nos ensaios realizados com compostos derivados do acido barbitlrico (acido 2,5-Dieti barbitlrico,
5-Butil-5-etil-1,3-diazinane-2,4,6-triona e 5-Etil-5-isopropilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona),
Ramos et al., (2014), verificou que em P. aeruginosa ha uma reducao do processo de QS devido a
homologia entre moléculas derivadas do acido barbitlrico dificultando o seu normal funcionamento
por competicdo e as moléculas de N-acilhomoserina lactonas, acontecimento esse que ndo se

verifica nos ensaios aqui apresentados.

6.7. Avaliacdo do swimming bacteriano na presenca dos compostos

em teste

Acinetobacter spp. € descrito como um género cujas bactérias sao desprovidas de motilidade, no
entanto alguns estudos indicam que algumas destas bactérias apresentam motilidade no inicio da
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fase logaritmica de crescimento, provavelmente devido a presenca de fimbrias, o que lhe confere
motilidade. Este fenomeno de mobilidade bacteriana esta associado a formacao de biofilmes e,
para isso, compostos capazes de inibir este fenomeno sao importantes farmacos. Desta forma, para
avaliar se este microrganismo apresenta motilidade, utilizaram-se as trés estirpes previamente
selecionadas (estirpe de referéncia LMG 1025 e os dois isolados clinicos AcB 13/10 e AcB 73/10).
Para verificar se tal acontece com os compostos em teste neste estudo, utilizaram-se placas de

.....

compostos previamente selecionados (JF20, JF22 e JF24).

Com este ensaio, e tal como evidenciado na Tabela 9, pode-se verificar que apenas a estirpe de
referéncia apresenta motilidade quando comparada com as estirpes clinicas AcB 13/10 e AcB 73/10.
Verifica-se ainda que, quando comparado com os controlos sem composto que ha uma diminuicao
nos halos de swimming em todas as concentracoes e compostos testados, sendo mais visivel para a
estirpe de A. baumannii LMG 1025.

Tabela 9: Resumo do ensaio de motilidade de A. baumannii.

Halos de swimming

Composto (4 x CMI) Halo (mm) Composto (2 x CMI) Halo (mm)

+ JF20 5,0 +3,3 + JF20 18,0 + 5,4
LMG 1025
(20,0 mm + JF22 8,8+ 6,4 + JF22 12,3 +8,7
t 3,6) + JF24 23,0+9,5 + JF24 13,8 + 4,6
+ JF20 6,2+1,9 + JF20 6,5+2,4
AcB 13/10
+ JF22 6,3+2,5 + JF22 6,2+2,8
(7,3 mm
+1,0) + JF24 6,5+2,3 + JF24 7,8+3,4
+ JF20 5,0 2,4 + JF20 58+1,8
AcB 73/10
+ JF22 6,0+2,6 + JF22 5,3+2,6
(6,8 mm
+1,2) + JF24 6,0+2,3 + JF24 6,0 +1,9

Quanto aos ensaios realizados com compostos derivados do acido barbitirico, White, Nicoletti and
Borland, (2014), verificou que estes compostos, apesar de nao serem estruturalmente semelhantes
aos aqui estudados, possuem a capacidade de inibir a motilidade bacteriana em duas estirpes de
Proteus spp. a semelhanca do que acontece nos ensaios aqui estudados em A. baumannii.
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6.8. Avaliacdo do efeito dos compostos em teste na inibicdo da

formacao de biofilmes

Os biofilmes sao definidos como comunidades de microrganismos que existem envoltas numa matriz
extracelular de biomoléculas. As bactérias possuem a capacidade de aderirem e crescerem em
superficies inanimadas, tais como solos e sistemas aquaticos, mas também em superficies
hospitalares e materiais médicos como cateteres e proteses. A. baumannii é uma bactéria que
consegue produzir biofilmes e estes sao considerados importantes fatores de viruléncia nesta
bactéria (Longo, Vuotto and Donelli, 2014). Segundo Su et al., (2011), os biofilmes permitem o
aumento do tempo de vida da bactéria mesmo em condicdes adversas, e estdo associados a um
aumento de 1000 vezes no desenvolvimento de resisténcias aos antibidticos tradicionais. Estao
frequentemente associados a estirpes provenientes de isolados clinicos e associados ao
desenvolvimento de patologias em hospedeiros humanos uma vez que possuem a capacidade de
formar biofilmes em superficies hospitalares. Desta forma, ao se inibir a formacao de biofilmes por
esta bactéria supde-se que haja uma diminuicao de patologias causadas por esta bactéria, bem
como um aumento do tempo de vida Util de certos instrumentos hospitalares e cirtrgicos. Desta
forma, para comprovar a eficacia dos compostos em estudo na inibicdo do processo de formacéao
de biofilmes pela bactéria A. baumannii, procedeu-se a avaliacao do efeito dos trés compostos em
teste nas trés estirpes selecionadas. Os resultados obtidos encontram-se esquematizados na Figura
10.

De uma forma geral, verificou-se que o composto JF24 possui um efeito evidente na inibicao de
formacao dos biofilmes para as trés estirpes testadas, ou seja, A. baumannii LMG 1025, AcB 13/10
e AcB 73/10 na gama de concentragdes de 4 x a %2 x CMI. No entanto, para a estirpe de referéncia
(Figura 10 (a)) a concentracao que apresentou melhores resultados na inibicao da formacao de
biofilmes foi a 1 x CMI, que provocou uma inibicdo de cerca de 63%. E ainda de salientar que o
composto JF22 para esta estirpe teve um efeito de inducao da formacao de biofilmes, atingindo
esta um valor maximo de 50% para a concentracao mais baixa. Para os isolados clinicos, ha uma
diminuicao da formacao de biofilmes bacterianos em todos os compostos e concentracoes. De uma
forma mais especifica, para a estirpe de A. baumannii AcB 13/10 a inibicao de formacao de
biofilmes foi mais evidente com o composto JF24, a semelhanca da estirpe anterior, na
concentracdo de 2 x CMI, com uma percentagem de inibicio de aproximadamente de 76%. E
importante referir que para este composto as concentracdes de 4 x até %2 x CMI apresentam
percentagens de inibicdo muito semelhantes (na ordem dos 70%) e que a percentagem de inibicao
de formacao de biofilmes mais reduzida foi de 11% para o composto teste JF20, 4 x CMI. Por sua
vez, para a estirpe de A. baumannii AcB 73/10 a inibicao foi de aproximadamente 43% para a
concentracao de 4 x CMI do composto JF20.
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Figura 10: Resultados do ensaio de inibicao de formacao de biofilmes pelos compostos teste paras as estirpes
de A. baumannii LMG 1025 (a), AcB 13/10 (b) e AcB 73/10 (c).

Foi ainda possivel observar que a estirpe de referéncia A. baumannii LMG 1025 (DOs7g nm = 0,275 +
0,049) é a estirpe que mais produz biofilmes quando comparado com as duas estirpes de isolados
clinicos, e que a estirpe clinica AcB 73/10 (DOs7o nm = 0,197 + 0,038) era menor formadora de
biofilmes apesar de ser a estirpe mais resistente aos antibioticos, quando comparando com as duas

outras estirpes.

Apesar de nao haverem estudos de inibicao de formacao de biofilmes com compostos de sintese
derivados do acido barbitirico em A. baumannii, a patente WO 2014042647 A1 - “Medicinal drug
with activity against gram positive bacteria, mycobacteria and fungi” indica que estes compostos
inibem a formacao de biofilmes em estirpes de S. aureus suscetiveis e resistentes a Meticilina
(estirpes ATCC 29213, MRSA 24/31 e MRSA 201/010), bem como de alguns fungos.

6.9. Avaliacao da atividade hemolitica dos compostos

Um agente antimicrobiano ideal é capaz de inibir em doses reduzidas vias metabolicas essenciais
bacterianas, reduzindo assim o seu crescimento. Estes compostos nao devem apresentar
citotoxicidade para outras células que ndo as bacterianas, isto é, a sua acdo deve ser Unica e
exclusivamente na célula bacteriana e nao atuar nas células do organismo hospedeiro (Azevedo,
2014). Desta forma é importante a realizacdo de testes de citotoxicidade, tais como ensaios de
atividade hemolitica dos compostos. Para comprovar a auséncia de atividade hemolitica e, desta

forma, comprovar a auséncia de citotoxicidade para as células do organismo humano por parte dos
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compostos sintéticos em estudo derivados do acido barbitirico, procedeu-se a um ensaio de

hemolise de eritrocitos humanos em placas de 96 pocos.

Foi realizado um ensaio de atividade hemolitica dos compostos através da incubacdo dos compostos
com hemacias humanas, de forma a verificar se estes promoviam a hemolise, o que seria indicativo
de que os compostos apresentavam atividade hemolitica. A concentracdo maxima de 32 pg/mL no
ensaio de atividade hemolitica foi assim selecionada, uma vez que foi a concentracdo maxima
utilizada no ensaio de determinacao de CMI dos compostos. Deste modo pode-se considerar que os
compostos na gama de concentracoes aplicadas nao apresentam toxicidade. Foi realizado um
branco de DMSO de forma a comprovar que a presenca ou auséncia de toxicidade se devia

exclusivamente aos compostos e nao a este solvente.

Verificou-se que, para concentracdes iguais ou inferiores a 32 pg/mL os compostos nao lisavam as
hemacias humanas, uma vez que se verificou que a percentagem de hemoélise mais elevada foi de

9% para o composto JF22 na concentracao de 16 pyg/mL.

Tabela 10: Resultados do ensaio de atividade hemolitica dos compostos em teste.

% Hemolise

Concentracgao (pg/mL)
Composto
32 16 8 4 2 1 0,5
JF20 =0+ 0,09 =0+0,04 | 5+£0,02 | 5+0,01 8+0,03 20 3 +£0,01
JF22 8+0,02 910,02 4+0,02 | 3+£0,02 20 =0+ 0 =00
JF24 5+0,02 =0+0 =00 =0+0 =0+0 =00 =00
JF26 1+0,02 =00 =00 =00 =0+ 0 =0+0 =00

Nos ensaios realizados por The, 1942, verificou-se aquando da realizacdo de ensaios de hemdlise
em sangue de ovelha que, quanto maior o nimero de atomos de carbono presentes na molécula,
menos tempo € necessario para que ocorra hemolise. Esta justificacdo nao aparenta explicar as
percentagens de hemolise apresentadas pelo composto uma vez que o composto JF26 é o que
apresenta maior nimero de atomos de carbono, uma vez que possui trés grupos fenil como
substituintes, dois na parte superior da molécula (Figura 11) e um na parte inferior e uma
percentagem de hemolise de 1% na concentracao de 32 pg/mL. Por sua vez, o mesmo nao se verifica
com os compostos JF20 e JF22, que mesmo tendo percentagens de hemolise baixas, sdo as mais
altas dos ensaios. Estes compostos derivados do acido barbitirico ndo possui os dois substituintes

fenil na parte superior da molécula, possuem em vez disso um grupo nitrilo ligado ao fenil.
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Capitulo 7 - Conclusdes e Perspetivas

Futuras

Os ensaios realizados ao longo deste trabalho levaram a um melhor entendimento das propriedades

antibacterianas dos seis compostos de sintese derivados do acido barbiturico que foram utilizados

nos diferentes ensaios, tanto em estirpes de referéncia de Acinetobacter baumannii como em

isolados clinicos deste microrganismo com multiplas resisténcias aos antimicrobianos. Para além

da propriedade antibacteriana dos compostos, foi ainda avaliada a sua capacidade de se ligar ao

ADN bacteriano, atividade na inibicao das bombas de efluxo, inibicao de formacao de biofilmes,

capacidade de reduzir a CMI dos antibioticos, inibicdo de quorum-sensing, inibicdo de motilidade

bacteriana e determinacao da atividade hemolitica. As principais conclusdes do trabalho realizado

foram as seguintes:
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Foi avaliada a suscetibilidade de duas estirpes de referéncia de A. baumannii (LMG 1025 e
LMG 1041) e de cinco isolados clinicos (AcB 13/10, AcB 36/10, AcB 43/10, AcB 44/10 e AcB
73/10) aos antibioticos tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
gentamicina e polimixina B. Observou-se que todas as estirpes apresentavam resisténcias
a pelo menos dois dos antibidticos estudados, sendo que as estirpes clinicas apresentaram
resisténcias a quase todos os antibioticos. Quanto aos compostos, obteve-se um intervalo
de Concentracao Minima Inibitdria entre 2 ug/mL e > 32 pg/mL.

A analise do efeito dos compostos sintéticos derivados do acido barbitirico no crescimento
de A. baumannii, através do tracado da curva de crescimento na presenca e auséncia de
diferentes concentracdes de composto ao longo do tempo, permitiu verificar que havia um
efeito bacteriostatico dos compostos de sintese sobre as células e que as estirpes de
isolados clinicos aparentavam ser mais suscetiveis aos compostos do que a estirpe de
referéncia de A. baumannii LMG 1025.

Verificou-se que os compostos de sintese derivados do acido barbitlrico estudados neste
trabalho nao se ligaram ou degradaram o ADN bacteriano, sugerindo que nao seja o ADN o
alvo destes compostos.

Verificou-se ainda que os compostos em estudo nao inibiram o sistema de bombas de efluxo
da estirpe de referéncia de A. baumannii LMG 1025, uma vez que se observou que a
fluorescéncia das células com compostos era inferior a observada nas nao células tratadas.
Foi estudado o efeito dos compostos sintéticos derivados do acido barbitirico na formacao
de biofilmes por A. baumannii, tendo-se verificado que as diferentes estirpes possuem a

capacidade de formacdo de biofilmes, sendo a estirpe de referéncia a que apresenta



capacidade mais elevada. Verificou-se que os compostos inibem o processo de formacao
de biofilmes, mesmo quando aplicados em concentracdes subinibitérias. Foi avaliado o
efeito dos compostos sintéticos derivados do acido barbitirico na inibicao do quorum-
sensing em Chromobacterium violaceum, tendo-se verificado que nenhum dos seis
compostos utilizados inibe a producdo do pigmento violaceina e, consequentemente, nao
inibem o processo de QS.

e No estudo do efeito de concentracoes subinibitorias dos compostos de sintese derivados do
acido barbitirico na motilidade bacteriana, verificou-se que a estirpe de referéncia de A.
baumannii LMG 1025 é a que apresenta maior motilidade. Para além disso, observou-se
uma reducdo acentuada de motilidade em culturas de A. baumannii da estirpe LMG 1025
quando incubadas em placas contendo os compostos.

e 0O uso da combinacao dos compostos em concentracdes subinibitorias e antibioticos contra
estirpes de A. baumannii, mostrou um efeito na modulacao da resisténcia aos antibidticos
em duas estirpes. Na estirpe LMG 1025 o composto JF20 foi capaz de reduzir os valores de
CMI para os antibidticos tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina e
gentamicina, o composto JF22 para tetraciclina e ciprofloxacina e o composto JF24
tetraciclina, ciprofloxacina e gentamicina. Para a estirpe AcB 13/10 o composto JF20
reduziu as resisténcias de ciprofloxacina e gentamicia, enquanto o composto JF24 reduziu
os valores de Concentracdo Minima Inibitoria de todos os antibioticos. Nao houve
modulacao da resisténcia da estirpe AcB 73/10 em nenhum dos antibi6ticos estudados neste
ensaio.

e Foi feita a analise da atividade hemolitica dos seis compostos sintéticos derivados do acido
barbiturico em estudo em eritrocitos humanos, verificando-se que até 32 pg/mL nao havia

lise dos eritrocitos humanos.

Desta forma, evidenciou-se o efeito antibacteriano de diversos compostos de sintese derivados do
acido barbitlrico contra A. baumannii, o que podera possibilitar o desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos com base nestes compostos.

Contudo sera importante em estudos futuros o procurar entender o mecanismo de acao dos
compostos derivados de acido barbiturico, assim como a avaliacao in vivo da eficacia dos compostos
no combate a infecdes causadas por este microrganismo. Para além disso, podera ainda comprovar-
se que os compostos aqui em estudo nao se ligam ao ADN bacteriano através de outras
metodologias, determinar a frequéncia de mutacdo de resisténcias e estudar mecanismos para

retardar o desenvolvimento de resisténcias aos compostos por parte de A. baumannii.
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