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RESUMO

As infec¢des urinarias ocasionadas por Staphylococcus aureus estdo comumente associadas
ao cateterismo urindrio, ¢ frequentemente resultam em complicagdes graves. A ocorréncia de
resisténcia antimicrobiana (RA) nestes isolados torna o manejo clinico das infec¢des ainda
mais desafiador. Nesse contexto, o reposicionamento de farmacos ¢ uma estratégia que
representa uma alternativa vidvel a descoberta de novos antimicrobianos. Por atuar em
diversos receptores, a prometazina, um anti-histaminico de primeira geragao, € alvo constante
de estudos que visam explorar novas propriedades farmacoldgicas. Diante dessa problematica,
o objetivo do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana da prometazina, isoladamente € em
associacdo com oxacilina e vancomicina, frente a células planctonicas e biofilmes de
Staphylococcus aureus, além de investigar sua agao preventiva contra a formagao de biofilme
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina quando impregnada em cateter urinario. Para
isso, utilizou-se a técnica de microdilui¢do em caldo, conforme o protocolo M07-A10 do
CLSI de 2015, para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Em sequéncia,
realizaram-se testes para estabelecer a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e o nivel de
tolerancia da prometazina. Para analisar a interagdo entre os fArmacos, foi aplicada a técnica
de checkerboard. Adicionalmente, conduziu-se um ensaio de citometria de fluxo para
investigar o possivel mecanismo de acdo do farmaco. Observou-se também a eficacia da
prometazina contra biofilmes ja formados e em formagdo através do ensaio de reducao do
brometo de tiazolil azul de tetrazolio (MTT), assim como sua a¢ao preventiva impregnada em
fragmentos de cateteres urinarios por meio de contagem de colonias. Por fim, a Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) foi empregada para analisar as alteragcdes morfoldgicas
induzidas pela prometazina. A prometazina apresentou atividade antimicrobiana bactericida
com valores de CIM variando entre 170,6 a 256 pg/mL, interagdo majoritariamente aditiva
em combinacdo com oxacilina e vancomicina ¢ reducdo da viabilidade celular de biofilmes
formado ¢ em formagdo de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina. Também foram
observadas alteracdes morfologicas, danos a membrana e ao material genético de células
tratadas com prometazina. Os resultados permitiram inferir que a prometazina pode ser
classificada como um agente antimicrobiano promissor para ser utilizado no revestimento

antibacteriano de dispositivos urindrios de uso prolongado.

Palavras-Chave:  Staphylococcus  aureus resistente a  meticilina.  Prometazina.

Reposicionamento de farmacos. Biofilme. Infecgdes urinarias associadas a cateter.



ABSTRACT

Urinary infections caused by Staphylococcus aureus are commonly associated with urinary
catheterization and often result in severe complications. The occurrence of antimicrobial
resistance (AR) in these isolates makes the clinical management of infections even more
challenging. In this context, drug repositioning is a strategy that represents a viable alternative
to the discovery of new antimicrobials. Due to its action on various receptors, promethazine, a
first-generation antihistamine, i1s a constant target of studies aimed at exploring new
pharmacological properties. Given this problem, the objective of the study was to evaluate the
antimicrobial activity of promethazine, alone and in combination with oxacillin and
vancomycin, against planktonic cells and biofilms of Staphylococcus aureus, and to
investigate its preventive action against the formation of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus biofilm when impregnated in urinary catheters. For this purpose, the broth
microdilution technique was used, according to the 2015 CLSI MO07-A10 protocol, to
determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Subsequently, tests were conducted
to establish the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and the tolerance level of
promethazine. The checkerboard technique was applied to analyze the interaction between the
drugs. Additionally, a flow cytometry assay was conducted to investigate the possible
mechanism of action of the drug. The efficacy of promethazine against already formed and
forming biofilms was also observed through the reduction assay of tetrazolium blue thiazolyl
bromide (MTT), as well as its preventive action impregnated in urinary catheter fragments
through colony counting. Finally, Scanning Electron Microscopy (SEM) was used to analyze
the morphological changes induced by promethazine. Promethazine showed bactericidal
antimicrobial activity with MIC values ranging from 170.6 to 256 ug/mL, predominantly
additive interaction in combination with oxacillin and vancomycin, and reduction of cell
viability of forming and formed biofilms of methicillin-sensitive and methicillin-resistant S.
aureus. Morphological changes, membrane damage, and genetic material damage were also
observed in cells treated with promethazine. The results allowed us to infer that promethazine
can be classified as a promising antimicrobial agent for use in the antibacterial coating of

long-term urinary devices.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Promethazine. Drug repositioning.

Biofilm. Catheter-associated urinary tract infection.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes do trato urinario (ITUs) sdo prevalentes em todo mundo, e representam a
causa mais comum de infecgdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS). Destas,
aproximadamente 75% estdo associadas ao uso de cateteres urindrios contaminados
(ASSADI, 2018; CHUANG; TAMBYAH, 2021; DADI et al., 2021). Estima-se que
anualmente, nos Estados Unidos, mais de um milhdo de pacientes em unidades de cuidados
intensivos € em instituicdes de longa permanéncia para idosos adquirem infec¢des do trato
urindrio associadas a cateteres (ITUs-AC) (OZTURK; MURT, 2020), resultando em um
impacto economico de cerca de USS$ 1,7 bilhdes anuais (SHARMA et al., 2023).

ITUs podem ser provocadas por uma variedade de microrganismos. Entre eles,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sdo capazes de infectar independentemente da
utilizagdo de cateteres. Por outro lado, Enterococcus spp., Candida spp., Pseudomonas
aeruginosa, Protheus mirabilis e Staphylococcus aureus estdo comumente associados a essas
infecgdes relacionadas ao uso de cateteres (DADI et al., 2021; FLORES-MIRELES; HREHA;
HUNSTAD, 2019).

Staphylococcus aureus ¢ um patégeno humano frequentemente associado a altos
indices de morbidade e mortalidade em hospitais (IKUTA et al., 2022; MANCUSO et al.,
2021), sendo a segunda causa mais frequente de IRAS nos EUA, responsavel por até 11,8%
dessas infecgoes (O’TOOLE, 2021).

As infecgdes urindrias ocasionadas por esse microrganismo estdo comumente
associadas ao cateterismo urinario (ALSHOMRANI et al., 2023; CALDARA et al., 2022;
KITANO et al., 2021; NYE et al., 2024), e frequentemente resultam em complicagdes graves,
que incluem anomalias do trato urinario e infeccdo ascendentes, contribuindo assim para a
elevacao das taxas de morbidade e mortalidade (FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD,
2019; MEGGED, 2014; VASUDEVAN R, 2015). Além disso, entre 8,3% ¢ 21% dos pacientes
com bacteriiria causada por S. aureus podem apresentar simultaneamente bacteremia pelo
microrganismo, ou vir a desenvolver apds a deteccdo de S. aureus na urina
(KARAKONSTANTIS; KALEMAKI, 2018; KITANO et al., 2021; MEGGED, 2014).

A ocorréncia de resisténcia antimicrobiana (RA) nestes isolados aos principais
tratamentos, com destaque para a meticilina, torna o manejo clinico das infec¢des ainda mais
desafiador. A meticilina atua na inibi¢do da proteina ligadora de penicilina (PBP), enzima
essencial para a constru¢do da parede celular bacteriana. Nesse sentido, a aquisi¢do do gene

mecA por S. aureus, através da transferéncia horizontal de genes, resulta na produgdo de uma
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proteina alternativa de ligacdo a penicilina (PBP2a), que permite a sintese da parede celular
bacteriana mesmo na presenca do antibidtico (ALl ALGHAMDI et al., 2023; RASHEED;
HUSSEIN, 2021).

Pacientes com cateteres de longa permanéncia, em uso recente de antibioticos ou que
apresentam condigdes médicas subjacentes, sdo altamente propensos a infeccdo por
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) (ALSHOMRANI et al, 2023;
KARAKONSTANTIS; KALEMAKI, 2018; VASUDEVAN R, 2015). As ITUs-AC
ocasionadas por cepas resistentes de S. aureus estdo associadas a um risco superior para
doengas sistémicas e um episodio mais febril, devido a maior prevaléncia de genes
codificadores de exotoxinas nestes isolados (KARAKONSTANTIS; KALEMAKI, 2018;
KITANO et al., 2021; PAUDEL et al., 2023). Além disso, a presenca de SARM nessas
infecgdes torna o tratamento dificil, dado o nimero restrito de opcdes terapé€uticas disponiveis
(PAUDEL et al., 2023).

O quadro clinico se agrava ainda mais quando S. aureus passa a viver em estado de
biofilme. Neste estado, as cé€lulas bacterianas sdo recobertas por uma matriz polimérica
extracelular autoproduzida que fornece protecao contra o sistema imune do hospedeiro e uma
resisténcia até mil vezes maior que a da forma planctonica, frente aos antimicrobianos usuais
(CORTESE et al., 2018; PUSPARAJAH et al., 2021). Isso inclui resisténcia a vancomicina,
principal farmaco de escolha para o tratamento de infec¢cdes por SARM (DAVID; DAUM,
2017).

Biofilmes bacterianos desempenham um papel importante nas infec¢des recorrentes do
trato urinario ¢ podem se formar facilmente em cateteres urindrios, auxiliados pelas
caracteristicas da superficie do material e o fornecimento constante de nutrientes da urina que
flui através deles (MORENO et al., 2023; PELLING et al., 2019; YOUSEFI et al., 2016).

Nesse contexto, o reposicionamento de fAirmacos ¢ uma abordagem que busca uma
nova indicacdo terapéutica a foirmacos ja aprovados e inseridos no mercado (JOURDAN et
al., 2020). Essa estratégia representa uma alternativa vidvel a descoberta de novos
antimicrobianos por possuir um processo mais rapido e de menor custo, se comparado ao
desenvolvimento tradicional de medicamentos (HUA et al., 2022a; PEYCLIT et al., 2019;
ZHENG et al., 2018). Além disso, o medicamento reaproveitado pode se tornar um grande
candidato a terapia combinada, onde pode ter sua eficidcia aumentada ao ser associado a um
antibidtico conhecido, podendo até mesmo reverter a resisténcia a este antibiodtico (PEYCLIT;

BARON; ROLAIN, 2019).
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Por atuar em diversos receptores, a prometazina (PMT) ¢ alvo constante de estudos
que visam explorar novas propriedades farmacolégicas (VARGA et al., 2017). A PMT ¢é um
anti-histaminico de primeira geragdo, pertencente a classe das fenotiazinas (DENHOLM;
GALLAGHER, 2018). Devido sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
antagonizando receptores colinérgicos ¢ dopaminérgicos, ¢ um firmaco comumente utilizado
em condigdes alérgicas, no alivio sintomatico de nduseas, vOmitos, enjoos, € para tratamento
de ins6nia em adultos e criangas (INCE; RUETHER, 2021; VARGA et al., 2017).

Pesquisas demonstraram que a PMT possui atividade antimicrobiana in vitro contra
isolados fingicos (AGUIAR et al., 2023; BRILHANTE et al., 2018, 2020; FIALLOS et al.,
2022) e bacterianos diversos (AKINJOGUNLA et al., 2021; FIALLOS et al., 2022; GUEDES
et al., 2023a, 2023b), além de apresentar efeito sobre biofilme de cepas de Staphylococcus
spp. (GUEDES et al., 2023a). Embora seja reconhecido o impacto da PMT em biofilmes, a
literatura carece de estudos que investiguem sua capacidade de protecdo em materiais médico-
hospitalares, o que poderia reduzir a disseminacdo de microrganismos com relevancia clinica.

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo analisar a atividade
antimicrobiana da PMT, bem como os mecanismos de agdo subjacentes, tanto de forma
isolada quanto em combinagdo com oxacilina (OXA) e vancomicina (VAN), frente a células
planctonicas e biofilmes de Staphylococcus aureus. Além disso, buscou-se investigar a
atividade antimicrobiana da PMT impregnada em fragmentos de cateter urinario frente a

biofilmes de Staphylococcus aureus.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Resisténcia antimicrobiana

Nas Ultimas décadas, observou-se globalmente um crescimento alarmante de bactérias
patogénicas humanas resistentes a multiplos antimicrobianos. InfeccGes provocadas por esses
microrganismos estdo cada vez menos suscetiveis aos métodos de tratamento habituais, e
mesmo os antibidticos considerados como Ultima linha de defesa estdo se tornando ineficazes
(CHELLAT; RAGUZ; RIEDL, 2016; FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017; VELAZQUEZ-
MEZA et al., 2022). Atualmente a resisténcia antimicrobiana (RA) é apontada como uma das
principais ameagas globais (WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2019), gerando
impacto na saude humana, animal e no meio ambiente (WHO - WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023).

Estima-se que mais de 2,8 milhdes de infec¢bes associadas a RA ocorram por ano nos
Estados Unidos, resultando em mais de 35.000 6bitos e custos superiores a 4,6 bilhdes de
dolares para o sistema de saude (CDC, 2019; UDDIN et al., 2021). Mundialmente, RA foi
responsavel por 4,95 milhGes de infecgdes fatais, apenas em 2019 (MURRAY et al., 2022;
WHO, 2023). Além disso, acredita-se que, sem medidas efetivas de contencdo, a propagacéo
da RA podera acarretar despesas adicionais aproximadas de 3,4 trilhdes de dolares por ano
para a economia global até 2030 (WHO, 2023; WORLD BANK, 2017).

A RA é um processo inerente aos microrganismos, geralmente impulsionada por
fatores biologicos naturais, incluindo aspectos bioquimicos e genéticos. No entanto, 0 uso
abusivo de antimicrobianos, prescricdo inadequada de antibidticos, ambientes de salde
precarios, higiene pessoal deficiente e utilizagdo excessiva de agentes antimicrobianos na
agricultura e como desinfetantes nas tarefas domeésticas tem exacerbado essa problematica
(PULINGAM et al., 2022; UDDIN et al., 2021).

As formas de obtencdo da RA podem ser amplamente classificadas como intrinsecas e
adquiridas. A resisténcia intrinseca ocorre naturalmente, sem a necessidade de exposi¢do
antimicrobiana e trata-se de caracteristicas fenotipicas que proporcionam resisténcia a certos
antibioticos. A resisténcia adquirida acontece quando microrganismos originalmente sensiveis
desenvolvem resisténcia contra antimicrobianos usados na clinica, através de mutacdes
genéticas ou pela transferéncia horizontal de genes (ABUSHAHEEN et al.,, 2020; C
REYGAERT, 2018; MORRISON; ZEMBOWER, 2020).

Os mecanismos de RA conhecidos podem ser classificados em quatro categorias,

sendo elas: diminuicdo da captacdo de antibioticos, em geral pela diminuicdo da
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permeabilidade da membrana; inativacdo de antibioticos, através da producgdo de enzimas que
inativam ou destroem as moléculas antimicrobianas; alteracdo do alvo da droga por meio de
mutacOes que levam a mudancas conformacionais ou estruturais do alvo, ou producgdo de
proteinas alternativas; e ativacdo das bombas de efluxo (Figura 1) (C REYGAERT, 2018;
DARBY et al., 2023; MORRISON; ZEMBOWER, 2020; PULINGAM et al., 2022; UDDIN
etal., 2021).

Figura 1 — Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.
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Fonte: Elaborada pela autora. Adaptada de C Reygaert (2018).

A RA causa um impacto significativo nas infec¢oes relacionadas ao ambiente de saude
(IRAS), tendo em vista que 0s principais microrganismos associados a essas infeccdes em
todo mundo pertencem ao grupo ESKAPE, acrénimo para as seguintes bactérias:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., reconhecidos por possuirem
resisténcia intrinseca relevante e capacidade expansiva para adquirir resisténcia a mualtiplos
medicamentos (ALOKE; ACHILONU, 2023; AYOBAMI et al., 2022; BOUCHER et al.,
2009).

Ademais, conforme indicado pela OMS, os microrganismos classificados como
ESKAPE continuam a ser alvos prioritarios para a investigacdo e criacdo de novos

antibidticos (Tabela 1), enquanto o avanco global na area de desenvolvimento de
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antimicrobianos permanece limitado, atribuido principalmente a falta de financiamento
adequado. Isso destaca o descompasso entre o ritmo lento do desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas e a rapida evolucdo da resisténcia antimicrobiana (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2024; WORLD HEALTH ORGANIZATION. 2017, 2017).

Tabela 1 - Lista de patdgenos bacterianos prioritarios da OMS, atualizacdo de 2024. Destacando

0s microrganismos do grupo ESKAPE.

PRIORIDADE CRITICA

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
Enterobacterales resistentes a cefalosporina de terceira geracéo
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos

Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina

PRIORIDADE ALTA

Salmonella Typhi resistente a fluoroquinolonas

Shigella spp. resistente as fluoroquinolonas
Enterococcus faecium resistente a vancomicina
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos
Salmonella n&o tifoide resistente a fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae cefalosporina de terceira geracao e/ ou resistente a
fluoroquinolonas

Staphylococcus aureus resistente a meticilina

PRIORIDADE MEDIA

Estreptococos do Grupo A resistentes a macrolideos
Streptococcus pneumoniae resistente a macrolideos
Haemophilus influenzae resistente a ampicilina

Estreptococos do grupo B resistentes a penicilina

Fonte: Adaptada de World Health Organization (2024).
2.2 Staphylococcus aureus: Classificacio e estrutura

As células estafilocdcicas, embora sejam tdo antigas quanto a Terra (ALEGADO;
KING, 2014), s6 foram identificadas pela primeira vez em 1880, quando o cirurgido escocés
Alexander Ogston isolou a bactéria do pus de abcessos cirtrgicos. A configuracdo das

bactérias, que lembrava cachos de uvas devido a sua forma circular e arranjo em grupos,
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inspirou Ogston a batiza-las como estafilococos, um termo originado do grego “staphyle”, que
significa “cacho de uvas” (KHAN, 2017; OGSTON, 1984; RASHEED; HUSSEIN, 2021).
Em 1884, Friedrich Rosenbach atribuiu a espécic o nome de “aureus”, apds observar a
tonalidade das col6nias isoladas, que podiam ser douradas ou amarelo-claras (KHAN, 2017;
RASHEED; HUSSEIN, 2021).

Staphylococcus aureus, pertencente a familia Staphylococcaceae, é uma bactéria
Gram-positiva, imével, anaerdbia facultativa e ndo formadora de esporos, que cresce em um
padrdo caracteristico semelhante a um cacho de uvas, individualmente possui formato esférico
e mede aproximadamente 1 pm de didmetro. No que diz respeito as propriedades
bioquimicas, S. aureus é catalase-positivo, oxidase-negativo, e produtora das enzimas
coagulase e DNAse, o que permite sua diferenciacdo de outras espécies do género (BHUNIA,
2018; HOU et al., 2023; MURRAY, 2022; RASHEED; HUSSEIN, 2021; RUNGELRATH;
DELEO, 2021).

O crescimento de S. aureus em placas de agar enriquecido com sangue de carneiro ou
cavalo, é caracterizado pela presenca de col6nias grandes, de superficie lisa e elevada, e uma
coloracdo amarelo dourado, além de zonas difusas ou caracteristicas de B-hemdlise ao redor
das colbnias (HOU et al., 2023; RASHEED; HUSSEIN, 2021). Ademais, quando cultivada
em meios de cultura seletivos como agar sal manitol, S. aureus apresenta coldnias
acompanhadas de zonas amareladas, decorrentes da fermentacdo do manitol pelo
microrganismo, que ao acidificar o pH do meio, consequentemente altera sua cor (BHUNIA,
2018; RASHEED; HUSSEIN, 2021).

A constituicdo da estrutura celular ndo é uma particularidade de S. aureus. Assim
como em outras bactérias Gram-positivas, a parede celular que envolve o microrganismo é
composta majoritariamente por uma camada espessa e resistente de peptidoglicano, onde
estdo contidas estruturas poliméricas denominadas de acidos teicoicos. Esses &cidos
desempenham um papel importante no transporte de materiais e na antigenicidade bacteriana.
A membrana citoplasmatica, que serve como barreira osmdtica da célula, e as proteinas
externas, que atuam como fatores de viruléncia, constituem o restante da parede celular. Além
disso, a maioria das cepas de S. aureus desenvolve uma capsula polissacaridica que resguarda
a bactéria das ceélulas fagociticas durante a infeccdo (MURRAY, 2022; RASHEED;
HUSSEIN, 2021).
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2.2.1 Mecanismos de Resisténcia

S. aureus demonstra uma notavel capacidade adaptativa, conseguindo desenvolver
resisténcia contra diversos antibidticos ao longo do tempo (CRAFT et al., 2019). O primeiro
caso de resisténcia antimicrobiana foi observado em S. aureus na década de 1940, quando
cepas da bactéria passaram a resistir a acdo da penicilina, o primeiro antibiético
comercializado. Nesse cendrio, a resisténcia era mediada por uma B-lactamase, codificada por
plasmideo, capaz de hidrolisar o anel B-lactdmico presente no antibidtico, inativando sua acéo
antimicrobiana. Atualmente, mais de 90% das estirpes de S. aureus sdo resistentes a penicilina
(CRAFT et al., 2019; LAKHUNDI; ZHANG, 2018; RASHEED; HUSSEIN, 2021;
RUNGELRATH; DELEO, 2021).

Em 1959, em um esforgo para enfrentar a resisténcia desenvolvida contra a penicilina,
a meticilina, um antibiotico semissintético com afinidade reduzida pelas B-lactamases, foi
introduzido na clinica. No entanto, em 1960, menos de um ano depois, 0s primeiros casos de
resisténcia a meticilina foram observados no Reino Unido (LAKHUNDI; ZHANG, 2018;
RASHEED; HUSSEIN, 2021). As penicilinas resistentes a penicilinases, como meticilina e
oxacilina, sdo um grupo de farmacos que alcancam sua eficacia devido a adicdo de uma
grande cadeia lateral a molécula de penicilina. Essa modificacdo impede que a penicilinase,
produzida por estafilococos, acesse a molécula de penicilina e realize a clivagem do anel beta-
lactdmico (MILLER, 2002; WRIGHT, 1999).

Neste caso, a resisténcia a meticilina se originou de uma transferéncia horizontal de
genes que resultou na obtencdo do gene mecA pelas cepas de S. aureus. O gene mecA possui a
funcéo de codificar uma proteina alternativa de ligacéo a penicilina (PBP2a), que possui baixa
afinidade para a maioria das penicilinas semissintéticas, permitindo a sintese da parede celular
bacteriana mesmo na presenca do antibiotico (Figura 2) (CRAFT et al., 2019; LAKHUNDI;
ZHANG, 2018; RASHEED; HUSSEIN, 2021; RUNGELRATH; DELEO, 2021).

Durante a década seguinte a incidéncia de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) aumentou em todo o mundo e o inicio da década de 80 foi marcada pelo
surgimento de novas linhagens, desencadeando uma crise global que persiste até hoje
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018; RASHEED; HUSSEIN, 2021). Vale ressaltar que, a expressdo
de PBP2a confere um mecanismo de resisténcia de amplo espectro as cepas de S. aureus, 0
que lhe permite inativar a acdo antimicrobiana da maioria dos p-lactdmicos (CRAFT et al.,
2019).
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Figura 2 — Mecanismo de resisténcia a metcilina em S. aureus.
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Fonte: Elaborada pela autora. Adaptada de Craft et al. (2019).

Desse modo, no final da década de 80, a vancomicina tornou-se Ultima linha de defesa
para o tratamento de infec¢bes graves causadas por SARM (CONG; YANG; RAO, 2020;
HOU et al.,, 2023). Em 2002, a primeira cepa de Staphylococcus aureus resistente a
vancomicina (SARV) foi recuperada nos Estados Unidos e até 2020, um total de 52 estirpes
SARYV ja haviam sido relatadas (CONG; YANG; RAO, 2020).

A vancomicina é um glicopeptideo triciclico que possui baixa absorcdo pelo trato
gastrointestinal devido a sua estrutura complexa. Geralmente, é administrada por via
intravenosa, 0 que a classifica como um farmaco hospitalar. Esse antibiotico exerce seu
principal efeito, bactericida, inibindo a sintese do peptidoglicano nas bactérias. O alvo de sua
atividade sdo os monémeros de mureina, precursores do peptidoglicano. Neste caso, a
vancomicina se liga a fracdo D-alanil-D-alanina dos mondémeros, levando a uma mudanca
conformacional que resulta no bloqueio da transpeptidacdo com consequente interrupcao da
sintese da parede celular (DE MATOS et al., 2023; RUBINSTEIN; KEYNAN, 2014;
WILHELM, 1991).

Assim como em SARM, a resisténcia a vancomicina é resultado da alteragéo estrutural
do alvo. A modificacdo da porcdo terminal, D-alanil-D-alanina para D-alanil-D-lactato, das
cadeias de peptidoglicano que compdem parede celular, reduz a afinidade dessa porcao para

vancomicina, neutralizando o seu efeito antimicrobiano (CRAFT et al., 2019).
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De acordo com as diretrizes da Infectious Disease Society of America (IDSA),
vancomicina, gentamicina e rifampicina permanecem como padrdo de tratamento para
infeccOes graves por SARM (KAUSHIK et al., 2024), no entanto, a dificuldade em tratar
infeccbes por SARM tem crescido devido a habilidade dessas cepas de adquirir genes que
conferem resisténcia (RASHEED; HUSSEIN, 2021). Neste cenério, a terapia antimicrobiana
dupla deve ser considerada. Algumas opcdes incluem a combinagdo de ceftarolina com
trimetoprima-sulfametoxazol ou vancomicina, bem como combinagdes de linezolida com um
carbapenémico, telavancina com ceftarolina ou rifampicina, e quinupristina-dalfopristina
(ELNOUR; RAMADAN, 2021; KAUSHIK et al., 2024).

Embora SARV seja uma ameaca potencial para a salde publica, atualmente, ndo
existem diretrizes de tratamento especificos para infecgdes por essas cepas, devido a escassez
de casos relatados (CONG; YANG; RAO, 2020). No entanto, considerando a incidéncia de
infeccdes relacionadas a SARV, antimicrobianos de amplo espectro como a gentamicina e a
rifampicina emergiram como opcdes terapéuticas. Apesar disso, mesmo sob uso regulado, ja
se reportaram casos em que o0 S. aureus desenvolveu resisténcia a esses antibioticos, através
da aquisicdo de enzimas especificas ou alteracdo do alvo da droga (RASHEED; HUSSEIN,
2021).

2.2.2 Epidemiologia

Staphylococcus aureus € um microrganismo comensal presente em varias regifes do
organismo humano, sendo a pele, as narinas, a garganta e o trato gastrointestinal os habitats
mais comuns. Aproximadamente 25% dos individuos saudaveis sdo colonizados por S.
aureus, enquanto 15% sdo portadores persistentes da bactéria e outros 60% podem ser listados
como hospedeiros transitérios. No entanto, S. aureus também pode atuar como uma bactéria
patogénica e oportunista causando uma variedade de doencas infecciosas humanas (HOU et
al., 2023; NIKOLIC; MUDGIL, 2023; RASHEED; HUSSEIN, 2021; RUNGELRATH;
DELEO, 2021).

Agravante a este cenario, um grande problema associado ao S. aureus é sua notavel
capacidade de desenvolver resisténcia (LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Por esse motivo, hoje,
as infeccBes por SARM sdo consideradas uma das principais doengas infecciosas do mundo,
com elevadas taxas de morbidade e mortalidade (GUO et al., 2020). Apenas em 2019, as
infeccdes por SARM contribuiram com 100.000 6bitos do total de 1,27 milhdes de mortes
causados por RA bacteriana globalmente (MURRAY et al., 2022).
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Embora as infec¢cbes nosocomiais por SARM seja uma condi¢cdo endémica global, a sua
prevaléncia em ambientes hospitalares difere conforme a regido geografica (CRAFT et al.,
2019; SHOAIB et al., 2023). Uma pesquisa conduzida pelo Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY durante o periodo de 1997 a 2016, em 45 paises, observou uma
prevaléncia de 40,3% de cepas SARM em 191.460 isolados de S. aureus. O estudo também
apontou que as maiores taxas de infeccdo por SARM foram registradas nas Américas, com
47% na América do Norte e 38,7% na América do Sul, enquanto Europa e Asia apresentaram
prevaléncias menores, sendo 26,8% e 39,6%, respectivamente (Figura 3) (DIEKEMA et al.,
2019).

Figura 3 — Prevaléncia de S.aureus resistente a meticilina por regiao.
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Fonte: Adaptada de Diekeman et al. (2019).

As instituicdes de cuidado para idosos também podem ser consideradas reservatorios
de SARM e fontes de disseminacdo dessas cepas para hospitais de cuidados intensivos (DA
SILVEIRA et al., 2018). Nesse sentido, Hasanpour et al. (2023) fizeram um levantamento
bibliografico para verificar a prevaléncia global da colonizacdo por SARM em residentes de
centros de atendimento a idosos de 29 paises. A analise dos dados indicou que, dos 164.717
participantes dos estudos, 14,69% apresentavam colonizacdo por SARM. O estudo também
mapeou a prevaléncia geogréafica dessa colonizacdo, revelando que 22,27% ocorreram nas
Américas, 16,57% no Pacifico Ocidental, 10,93% na Europa, 8,55% no Mediterraneo Oriental
e 9,04% na Africa (HASANPOUR et al., 2023).

A globalizagdo teve um impacto significativo na propagagdo da resisténcia

antimicrobiana. O intenso fluxo de comércio e o aumento das viagens internacionais
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facilitaram a disseminacdo de organismos resistentes em uma escala sem precedentes
(MACPHERSON, 2009; RASHEED; HUSSEIN, 2021). Diante desse cenério, Nurjadi et al.,
(2019) investigaram a prevaléncia de SARM adquirido na comunidade (SARM-AC) entre
viajantes que retornaram a Europa com infecgdes de pele e tecidos moles (IPTM) entre 2011 e
2016. Os resultados obtidos revelaram que dos 564 individuos com IPTM, 67% apresentaram
lesBes positivas para S. aureus, das quais 14% eram SARM. Além disso, o estudo destacou a
distribuicdo de SARM-AC conforme a regido geografica de origem dos viajantes, indicando
que 28% eram da América Latina, 15% do Sul e Sudeste Asiatico, e 3% da Africa
Subsaariana. (NURJADI et al., 2019).

A bacteremia causada por S. aureus é um tipo sério de infeccdo na corrente sanguinea
que esta ligada a altos indices de morbidade e mortalidade. Estima-se que a incidéncia anual
seja superior a 50 casos por 100.000 habitantes, com uma taxa de mortalidade estimada entre
20% e 30% em paises desenvolvidos. De acordo com um relatério do Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC), em 2017, ocorreram cerca de 119.247 infecgdes da corrente
sanguinea por S. aureus, com 19.832 mortes associadas (KOURTIS et al., 2019).

Nesse contexto, um estudo realizado em 2019 por Di Gregorio e colaboradores (2023)
avaliou a ocorréncia de S. aureus na corrente sanguinea de pacientes atendidos em 58
hospitais de cinco paises sul-americanos: Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai.
Foram identificados 443 isolados de S. aureus, dos quais 41,1% eram SARM e 58,9%
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (SASM). O estudo também apurou as principais
fontes da bacteremia, sendo as IPTMs as mais frequentes, com 23,7% de prevaléncia,
seguidas por infeccGes respiratorias (19,4%), e infeccdes relacionadas a cateteres (16,9%) (DI
GREGORIO et al., 2023).

Em um estudo prospectivo de coorte realizado entre 2011 e 2014, por Seas et al. (2018) foi
analisada a mortalidade atribuivel em 30 dias entre pacientes com infeccdes da corrente
sanguinea (ICS) causadas por SARM e SASM, em hospitais de nove paises da América
Latina. A pesquisa, que incluiu 915 pacientes, indicou uma maior prevaléncia de SASM
(55,6%) nas infeccbes de corrente sanguinea em comparacdo com SARM (44,7%), no
entanto, os pacientes com SARM-ICS (25%) tiveram maior mortalidade atribuivel em 30 dias
em comparacdo com pacientes com SASM-ICS (13,2%). Além disso, 0 estudo mapeou a
presenca de S. aureus resistente e sensivel aos antibi6ticos por pais, constatando uma
predominancia de SARM no Brasil e Peru e de SASM na Colémbia, Argentina e Chile
(Figura 4). A pesquisa também apontou que a maioria das aquisi¢cfes de S. aureus, tanto

resistente quanto sensivel, ocorreram em ambiente hospitalar (SEAS et al., 2018).
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Figura 4 — Distribuicdo de infeccdes da corrente sanguinea por S. aureus em paises da América Latina.
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Fonte: Adaptada de Seas et al. (2018).

No periodo de 2010 a 2017, um estudo retrospectivo foi realizado no Hospital
Universitario de Hiroshima com o intuito de identificar os fatores de risco clinicos para
infeccdes do trato urinario (ITU) sintomaticas associadas ao S. aureus. Das 286 culturas que
testaram positivo para o patdgeno, mais da metade eram SARM, enquanto 96 (33,5%) desses
pertenciam a pacientes que faziam uso de cateter urinario de longa permanéncia (KITANO et
al., 2021). J& em um coorte multicéntrico conduzido em trés hospitais universitarios da
Espanha no periodo de 1996 a 2018, foram registrados 4.181 episodios de ICS por S. aureus,
sendo a ITU um fator preditor da infeccdo em 132 desses pacientes, dos quais 94 (71,2%)
estavam em uso de cateteres urinarios (GRILLO et al., 2020).

Os primeiros casos de SARM no Brasil foram relatados em 1987, no Rio de Janeiro, e
atualmente SARM esta presente nas cinco regides do Brasil, com uma maior prevaléncia nas
regides Sul e Sudeste do Pais (ANDRADE et al., 2020). Corroborando com esses dados, um
estudo de coorte retrospectivo realizado em um centro médico localizado no Sul do Brasil
entre 2014 a 2019 registrou 928 casos de pacientes com bacteremia por S. aureus, dos guais
22% foram identificados como SARM (RICHE et al., 2023). Outro estudo realizado entre
2016 e 2018 em um hospital tercidrio do Rio de Janeiro verificou que 113 pacientes
desenvolveram ICS por S. aureus, sendo 30,1% desses atribuidos a SARM (AUGUSTO et al.,
2022).

Por ser uma bactéria comensal e um patdgeno, a colonizacdo por S. aureus pode
funcionar como reservatério para a disseminacdo da bactéria ou para o desenvolvimento de

futuras infeccBes no individuo colonizado (TURNER et al., 2019). Nessa perspectiva, da
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Silva et al., (2020) conduziram uma pesquisa com 80 profissionais de saude de um hospital
publico na Bahia, com o objetivo de analisar a prevaléncia de colonizagdo por SARM nesses
profissionais. Das 240 amostras coletadas de méos, cavidade nasal e jalecos, 178 foram
identificadas como S. aureus, com a maioria proveniente da cavidade nasal. Entre esses, 30
isolados (16,8%) foram classificados como SARM (DA SILVA et al., 2020). Em outro estudo
com a mesma proposta, 0s pesquisadores coletaram esfregacos das narinas e médos de 140
manipuladores de alimentos em 10 hospitais publicos da Bahia. Os resultados revelaram que
50% dos profissionais analisados apresentavam S. aureus nas maos, enquanto 29,3% tinham a
bactéria nas narinas. Adicionalmente, foi identificado que 28,6% dos isolados eram SARM e
72,9% eram resistentes a vancomicina (FERREIRA et al., 2014).

2.2.3 Patogénese

As infeccOes ocasionadas por S. aureus tem como alvo individuos imunossuprimidos e
por isso, € motivo de grande preocupacdo nos ambientes hospitalares, especialmente nas
unidades de terapia intensiva, onde o risco de infeccdo aumenta com a duracdo da
permanéncia do paciente nesses ambientes. Dentre as diversas manifestacdes clinicas
ocasionadas por esse patdgeno, o furinculo é apontado como a doengca mais comum em
adultos, enquanto o impetigo é mais frequente em criancas (Craft et al., 2019; Rasheed &
Hussein, 2021).

A colonizacdo assintomatica por S. aureus em diferentes sitios anatbmicos humanos
aumenta o risco de infeccdo bacteriana, principalmente em casos onde a barreira imunologica
do hospedeiro esta comprometida (SHOAIB et al., 2023; TURNER et al., 2019). Nesse
sentido, os individuos colonizados também podem funcionar como vetores para a
disseminacdo de infeccdes. Outras formas de transmissdo incluem compartilhamento de itens
pessoais, alimentos e fomites contaminados. Ademais, a ocorréncia de RA nestes isolados
torna 0 manejo clinico das infeccBes por S. aureus ainda mais desafiador (RASHEED;
HUSSEIN, 2021).

Superficies epiteliais integras atuam como barreiras fisicas que separam 0s
microrganismos presentes no ambiente externo do tecido interno do hospedeiro. Para que
ocorra uma infeccdo sistémica por S. aureus, é necessario que haja uma lesdo na barreira
epitelial que normalmente protege contra bactérias. Contudo, S. aureus pode também
desencadear uma ruptura ativa na barreira epitelial, através de um processo mediado por
toxinas. Além disso, 0s epitélios também produzem peptideos que matam ou inibem o

crescimento de patégenos. Por outro lado, o S. aureus dispGe de uma variedade de
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mecanismos que lhe permitem neutralizar essas defesas epiteliais (CHEUNG; BAE; OTTO,
2021; PIETROCOLA et al., 2017).

Um fator chave para a patogénese é a adesdo do microrganismo ao tecido do
hospedeiro (BERRY et al., 2022; LEONARD; PETRIE; COX, 2019). A fixagdo no tecido
epitelial € iniciada pela agregacdo de proteinas de superficie da célula de SARM ao
fibrinogénio, fibronectina e fibras de coladgeno das células hospedeiras (SHOAIB et al., 2023).
A proximidade alcancada por meio da adesdo permite a entrega de toxinas, acesso a
nutrientes, colonizacdo e formacéo de biofilme, processos que podem resultar em infecgdes
por dispositivos médicos, de o0ssos, articulacdes e no sistema endovascular (BERRY et al.,
2022; CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; SHOAIB et al., 2023).

O sucesso de uma infecgdo por S. aureus também esta associado a sua habilidade de
escapar das barreiras imunoldgicas do hospedeiro. Durante a colonizacdo e na fase de
infeccdo, S. aureus secreta diversos peptideos que interferem na deposicdo do sistema
complemento na superficie bacteriana. A partir dai, S. aureus adota uma série de estratégias
para se esquivar da destruicdo. Essas incluem bloqueio da adesdo de neutréfilos ao endotélio
vascular, producdo de toxinas letais para fagocitos (como as leucocidinas), a ativacdo de
processos que levam a apoptose dos fagdcitos, producdo de substancias extracelulares, como a
capsula que inibe a fagocitose, aglutinacdo, e formacdo de biofilmes, que oferecem uma
barreira de protecdo contra o sistema imunologico (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021;
PIETROCOLA et al., 2017).

Os eventos pés-invasdo por S. aureus sdo influenciados pela natureza da célula
hospedeira e pela cepa de S. aureus infectante (STROBEL et al., 2016). Em um estudo que
avaliou as infeccOes sistémicas em modelos murinos, foi observado que células do S. aureus
sdo rapidamente transportadas (em 1 a 3 horas) para os 6rgédos, e lesbes detectadas por
microscopia se tornaram aparentes ap0s de 48 horas de infeccdo (CHENG et al., 2009;
CHEUNG; BAE; OTTO, 2021). Além disso, através da troca de fenotipo que reduz a
expressao de fatores de viruléncia, as bactérias conseguem permanecer dentro das células por
longos periodos de tempo, podendo servir como reservatério para infeccBes persistentes
(TUCHSCHERR et al., 2011, 2015).

2.2.4 TFatores de viruléncia

Para sobreviver as condi¢cdes adversas encontradas no hospedeiro e invadir os tecidos,
S. aureus conta com um conjunto diversificado de fatores de viruléncia (Figura 5). Com o

objetivo de estabelecer uma infeccdo eficaz, a bactéria desenvolveu um sistema que lhe
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permite regular a expressdo dos genes precursores a esses elementos (BIEN; SOKOLOVA,;
BOZKO, 2011; JENUL; HORSWILL, 2019). Durante o curso da doenga, essas moléculas
podem atuar na adesdo as células hospedeiras, evasdo das defesas do hospedeiro, degradacdo
e aquisigéo de nutrientes (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; PIETROCOLA et al., 2017).

Figura 5 — Fatores de viruléncia do S. aureus.
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Fonte: Elaborada pela autora. Adaptada de Shettigar & Murali (2020).
2.2.4.1 Proteinas associadas ao processo de adesao

A adesdo em superficies bidticas e abidticas é o primeiro passo no processo da
infeccdo. Embora diversas proteinas atuem na fixacdo do microrganismo a célula hospedeira,
0os membros da familia de componentes da superficie microbiana que reconhecem as
moléculas de adesdo da matriz (MSCRAMM), podem ser citadas como as mais prevalentes.
Essas proteinas, ancoradas a parede celular, medeiam a adesdo de S. aureus a macromoléculas
da matriz hospedeira (colageno, elastina, fibronectina, fibrinogénio e outros lipidios celulares)
e ao material de dispositivos implantados. O fator de agregacdo A e B (CIfA e CIfB), as
proteinas A e B de ligacdo a fibronectina e a adesina de colageno (Cna) estdo entre o0s
MSCRAMM mais conhecidos (BECKER, 2018; BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011;
PROCOP, 2018).
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2.2.4.2 Proteinas associadas ao processo de evasao imunologica

A proteina A, pertencente a familia MSCRAMM, também desempenha um papel na
evasdo das respostas imunes. Ela afeta a opsonizagdo e a subsequente fagocitose do
microrganismo ao interagir com o fragmento Fc das imunoglobulinas G (1gG) alterando a sua
conformacdo, o que faz com que as bactérias revestidas ndo sejam reconhecidas pelos
receptores Fc dos polimorfonucleares (ALGAMMAL et al., 2020; BIEN; SOKOLOVA,;
BOZKO, 2011; PROCOP, 2018). Os polissacarideos capsulares produzidos pela maioria das
cepas de S. aureus também possuem um papel na inibicdo da fagocitose, eles impedem a
opsonizacdo mediada por complemento (C3b) e anticorpos ao bloquearem a interagdo entre
C3b ou imunoglobulina ligada a parede celular da bactéria, e 0s receptores para essas
moléculas na célula fagocitica (ALGAMMAL et al., 2020; CHEUNG; BAE; OTTO, 2021,
O’RIORDAN; LEE, 2004).

2.2.4.3 Enzimas Extracelulares

A maior parte das cepas de S. aureus secretam um grupo de proteinas extracelulares
(Exoproteinas) que possuem como funcBGes principais, a aquisicdo de nutrientes,
sobrevivéncia bacteriana e disseminacdo da infeccdo (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011;
TAM; TORRES, 2019).

As enzimas coagulase e estafiloquinase, presentes em S. aureus, atuam na evasdo do
sistema imunoldgico e a propagacao da infeccéo, respectivamente. A coagulase interage com
a protrombina presente no plasma para formar um complexo que tem a funcdo de converter o
fibrinogénio em fibrina, assim as coagulases geram um escudo de fibrina que protege a
bactéria da infiltracdo de células imunitarias. Enquanto isso, a estafiloquinase sequestra a
plasmina do hospedeiro para ativar o plasminogénio e causar a quebra de coagulos de fibrina,
promovendo a disseminacdo bacteriana. Outro grupo de enzimas secretadas por S. aureus,
incluem as nucleases (DNAses), proteases, lipases e hialuronidases, que possuem como
principal funcdo a decomposicdo de componentes do tecido hospedeiro para ser usado como
nutriente pela célula bacteriana (ALGAMMAL et al., 2020; TAM; TORRES, 2019).

2.2.4.4 Exotoxinas

As exotoxinas estafilococicas modulam o sistema imunolégico do hospedeiro e sdo

criticas para infec¢bes por S. aureus. Embora se conhegca uma variedade de mais de 40
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exotoxinas produzidas por essas bactérias, muitas apresentam funges semelhantes e exibem
uma alta similaridade em suas estruturas (TAM; TORRES, 2019).

S. aureus produz exotoxinas que formam poros na membrana plasmatica e causam
vazamento do conteddo da célula e consequente lise da célula alvo. Dentre as varias toxinas
citoliticas secretadas por S. aureus, estdo a o-hemolisina, B-hemolisina, y-hemolisina,
leucocidina e a leucocidina Panton-Valentine (PVL). A a-hemolisina é o principal elemento
citotoxico produzido por S. aureus, ela atua formando poros que levam a cit6lise osmotica,
afetando principalmente plaquetas e mondécitos humanos. A PVL, uma citolisina composta
por duas proteinas (LukF-PV e LukS-PV), provoca a lise de neutrofilos e esta ligado a
condigdes como dermonecrose, IPTM cronica, infecgdes mucocutineas recorrentes e
pneumonia necrosante. O PVL tem uma grande afinidade por leucdécitos, enquanto outras
toxinas bicomponentes como a y-hemolisina e leucocidina sdo citotoxicas para eritrocitos e
leucocitos, respectivamente (ALGAMMAL et al., 2020; BIEN; SOKOLOVA; BOZKO,
2011; TAM; TORRES, 2019).

Também conhecidas como superantigenos, as toxina-1 da sindrome do choque toxico
(TSST-1), enterotoxinas estafilocdcicas (SEA, SEB, SECn, SED, SEE, SEG, SEH e SEI) e as
toxinas esfoliativas (ETA e ETB) possuem a capacidade de estimular a proliferacdo de
linfocitos T, com consequente producdo massiva de citocinas e uma resposta inflamatoria
exarcerbada. A toxina TSST-1 € reconhecida como um dos superantigenos mais potentes
produzidos por S. aureus, sendo responsavel por desencadear a sindrome do choque toxico em
seres humanos. Esta condicdo é marcada por uma serie de distarbios sistémicos e
gastrointestinais. As enterotoxinas estafilocdcicas sdo os principais fatores de viruléncia
envolvendo intoxicacfes alimentares em humanos. Enquanto as toxinas esfoliativas atuam
promovendo a sindrome da pele escaldada, que afeta principalmente lactentes e recém-
nascidos (ALGAMMAL et al., 2020; BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011; SHETTIGAR;
MURALLI, 2020; TAM; TORRES, 2019).

2.2.45 Biofilme

Outra forma notavel pela qual o S. aureus mantém uma infeccdo € pela formacdo de
biofilmes. Biofilmes sdo comunidades complexas de microrganismos, onde aglomerados
celulares sdo encapsulados por uma matriz extracelular autoproduzida composta
principalmente por polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos (CHEUNG; BAE; OTTO,
2021; GUO et al., 2020; PUSPARAJAH et al., 2021; TRAN et al., 2023). Essas estruturas

fornecem protecdo significativa contra o sistema imune do hospedeiro e uma resisténcia até
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mil vezes maior do que a forma planctbnica, frente aos antimicrobianos usuais (GUO et al.,
2020; PUSPARAJAH et al., 2021).

Os estafilococos sé&o conhecidos como bons formadores de biofilme, uma
caracteristica que é atribuida a producdo de diversas moléculas de superficie que facilitam o
desenvolvimento da matriz extracelular (OTTO, 2012). Esses microrganismos possuem a
capacidade de se aderirem a uma variedade de superficies, tais como cateteres, lentes de
contato, valvulas cardiacas artificiais e proteses, o que resulta em infeccdes prolongadas e
recorrentes associadas a dispositivos médicos, e por isso, sdo motivo de grande preocupacdo
nas unidades de terapia intensiva (CRAFT et al., 2019; PUSPARAJAH et al., 2021; TRAN et
al., 2023). O processo de formagédo de biofilme ocorre em trés fases fundamentais: a adeséo
inicial, a maturacao e proliferacdo da col6nia e, por fim, o desprendimento das células (Figura
6) (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

Figura 6 — Fases da formagao do biofilme.
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Fonte: Elaborada pela autora. Adaptada de Craft et al. (2019).

A formacédo do biofilme se inicia com a adesdo das células planct6nicas flutuantes a
superficies bidticas ou abidticas (IDREES et al., 2021). Nessa fase, a ligacdo a superficie
bidtica depende de uma série de fatores que permitem a S. aureus aderir ao tecido hospedeiro.
Dentre os diversos elementos presentes nesta etapa, a familia de proteinas MSCRAMM,
ancoradas na parede celular da bactéria, se destaca ao estabelecer ligacdo com as proteinas da
matriz hospedeira (JAMAL et al., 2018; PUSPARAJAH et al., 2021; TRAN et al., 2023). A
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fixacdo a uma superficie abidtica geralmente depende das caracteristicas fisico-quimicas do
dispositivo e das superficies bacterianas, portanto, esse tipo de conexdo é geralmente
promovido por meio de interacdes hidrofobicas e eletrostaticas (IDREES et al., 2021;
JAMAL et al., 2018; PUSPARAJAH et al., 2021).

Uma vez que as bactérias se fixam no tecido do hospedeiro, elas progridem para a fase
de crescimento e maturacdo. Nesta etapa, as células estafilocdcicas sintetizam uma matriz
extracelular polimérica (EPS), composta essencialmente por polissacarideos, proteinas, acidos
teicoicos, DNA extracelular e canais de agua, que fornecem acesso a nutrientes e oxigénio ao
longo da estrutura (CRAFT et al., 2019; PUSPARAJAH et al., 2021; TRAN et al., 2023). No
biofilme produzido pelo S. aureus, o polissacarideo adesina intercelular (PIA) é o componente
principal do EPS, e elemento crucial para a formacdo do biofilme, pois oferece superficies
carregadas positivamente que facilitam a aderéncia das células bacterianas a matriz
polimérica, além de conferir protecdo contra a fagocitose. Enquanto isso, outras proteinas
especificas, como Aap e SasG, demonstram ser importantes para a adesdo as células
hospedeiras e agregacdes interbacterianas (CRAFT et al., 2019; KAUSHIK et al., 2024;
PUSPARAJAH et al., 2021).

Dentro da matriz do biofilme, inicia-se um processo de multiplicacdo e divisdo de
células microbianas, um processo desencadeado por sinalizacdo quimica especifica dentro do
EPS (JAMAL et al., 2018; PUSPARAJAH et al., 2021). Nesse momento, as células de S.
aureus estabelecem comunicacgao e coordenam o seu comportamento umas com as outras para
construir microcoldnias, atraves de um fendémeno denominado “detec¢do de quorum”.
Quorum sensing, ou deteccdo de quérum, é um sistema de sinalizacdo intercelular que regula
a densidade populacional das células e adapta-se as variagbes ambientais. Estas
microcomunidades coordenam-se entre si em multiplos aspectos, o que é essencial para a
troca de nutrientes, distribuicdo de metabolitos significativos e eliminacdo de residuos
metabolicos (JAMAL et al., 2018; TRAN et al., 2023).

Na fase de desprendimento das células os aglomerados se separam da estrutura do
biofilme, um fenbmeno que pode ocorrer de duas formas: dispersdo ativa ou passiva. Durante
a dispersdo ativa, as bactérias dentro do biofilme liberam enzimas que quebram a matriz
extracelular e permitem que as microcolbnias se dispersem. Ja a dispersao passiva ocorre por
forcas mecanicas ou pela quebra enzimatica externa das estruturas do biofilme (CRAFT et al.,
2019; JAMAL et al., 2018; KAUSHIK et al., 2024). O processo de dispersao bacteriana pode
resultar de uma série de influéncias que incluem, a escassez de nutrientes e oxigénio e a

existéncia de toxinas e estressores adicionais, e é controlado pelo sistema regulador de genes
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acessorios (agr), que influencia diretamente o0 quorum sensing e consequentemente na
coordenagdo bacteriana (KAUSHIK et al., 2024; PUSPARAJAH et al., 2021; TRAN et al.,
2023).

Uma vez dispersas, as bactérias plancténicas ficam livres para recolonizar e reiniciar o
um novo ciclo, o que pode impulsionar infeccBes associadas a dispositivos médicos. Isso se
deve ao fato de que as células bacterianas que se desprendem de um dispositivo médico
podem provocar uma reinfeccdo no local original ou se deslocar para outras regides do
organismo e iniciar infeccdes no sistema circulatorio (IDREES et al., 2021; KAUSHIK et al.,
2024; PUSPARAJAH et al., 2021)

A propagagdao de biofilmes em dispositivos médicos implantados representa
aproximadamente 65% de todas as infecgdes bacterianas no setor da satide e ¢ apontada como
uma das principais causas de infecgdes prolongadas e persistentes, além de causar falha do
dispositivo e altas taxas de mortalidade e morbidade (JAMAL et al., 2018; KHATOON et al.,
2018; LI et al., 2021; SHARMA et al., 2023). Cerca de dois ter¢os das infecgdes relacionadas
a dispositivos implantaveis sdo provocadas por bactérias estafilocdcicas, com
aproximadamente 70% destes associados a cateteres (CALDARA et al., 2022; KHATOON et
al., 2018).

Além da estrutura robusta e a composi¢ao polimérica que permitem que as bactérias
evitem a penetracao de antibidticos, o crescimento assincrono das células imersas na matriz
também pode representar um mecanismo de resisténcia. Situadas na parte mais interna da
matriz, as células de crescimento lento, chamadas de dormentes ou persistentes, sao uma
pequena fracdo dos microrganismos presentes no biofilme que, diferente das células das
camadas superiores, sdo extremamente tolerantes aos antibioticos (Figura 7) (KAUSHIK et
al., 2024; SAXENA et al., 2019). Devido a taxa reduzida de crescimento desses
microrganismos, a eficicia dos antibidticos, especialmente aqueles que tém como alvo
processos celulares ativos, pode ser limitada. Com isso, essas células possuem a capacidade
de sobreviver a inimeros ciclos de tratamento, o que as torna contribuintes essenciais para a
restauracdo das comunidades de biofilme e o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana

(CRAFT et al., 2019; GUO et al., 2020; TRAN et al., 2023).
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Figura 7 — Efeito do antibidtico nas diferentes camadas do biofilme.
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Fonte: Elaborada pela autora. Adaptada de Saxena ef al. (2019).
2.2.5 Infec¢Oes associadas

Dentre as mais de 80 espécies e subespécies de estafilococos, S. aureus é a mais
importante no contexto clinico, sendo a espécie mais associada a doencas humanas
(MURRAY, 2022). As infeccbes por S. aureus podem ser leves a potencialmente fatais,
localizadas ou sistémicas e sdo capazes de comprometer qualquer parte do organismo. As
manifestacdes mais comuns da infeccdo por S. aureus incluem as causadas por toxinas,
IPTMs, bacteremia, endocardite, pneumonia, infeccdes osteoarticulares, e infeccdes
associadas a equipamentos medicos (MURRAY, 2022; RUNGELRATH; DELEO, 2021).

As infeccdes ocasionadas pelos chamados superantigenos incluem a sindrome da pele
escaldada, intoxicacdo alimentar e a sindrome do choque toxico. Os superantigenos,
produzidos por algumas cepas de S. aureus, sdo toxinas que podem desencadear uma resposta
imune intensa a partir da ativacdo de um grande niumero de células T, levando a uma liberacéo
massiva de citocinas, o que pode causar danos graves aos tecidos e 6rgdos (KRAKAUER,;
PRADHAN; STILES, 2016; PROCOP, 2018).

A intoxicacdo alimentar estafilococica é uma das doencas de origem alimentar mais
comuns, que resulta da presenca de enterotoxinas nos alimentos, ocasionando sintomas como

vomitos graves, diarreia, dor abdominal ou nauseas, que geralmente apresentam duragdo
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inferior a 24 horas. A sindrome da pele escaldada, causada por toxinas esfoliativas, comum
em recém-nascidos e criangas pequenas, apresenta eritema disseminado seguido de lesbes
bolhosas, e subsequente descamacédo do epitélio. A sindrome do choque téxico é produzida
por espécies de S. aureus que produzem TSST-1, e acomete principalmente mulheres em uso
de absorventes intimos internos, embora também possa ser visto como uma complicacdo de
outras infeccbes por S. aureus. A doenca pode atingir maltiplos 6rgaos e sistemas, causando
uma infeccdo generalizada (MURRAY, 2022; PROCOP, 2018).

As IPTMs causadas por S. aureus, em sua maioria piogénicas, podem variar de
condicdes superficiais e relativamente benignas a infec¢bes graves e potencialmente fatais. As
infeccdes superficiais da pele incluem condi¢bes como impetigo, uma infec¢do ocasionada
por toxinas esfoliativas, porém de forma localizada, que € altamente contagiosa e manifesta
como bolhas cheias de pus na pele. Outras infec¢des superficiais podem incluir foliculites e
furdnculos. Em alguns casos, S. aureus pode penetrar mais profundamente nos tecidos,
causando infeccbes mais graves como o0 carbunculo que representa uma extensdo dos
furdnculos para os tecidos subcutaneos mais profundos, podendo causar uma disseminacéo
sistémica (MURRAY, 2022; TONG et al., 2015).

S. aureus € responsavel por mais de 25% dos episodios de endocardite infecciosa
registrados, com uma taxa de mortalidade proxima de 50% (MURRAY, 2022;
RUNGELRATH; DELEO, 2021). A doenca tem inicio com sintomas inespecificos
semelhantes a gripe, no entanto, a condicdo pode se agravar rapidamente, incluindo
interrupcao do debito cardiaco e embolia séptica. A endocardite por SARM do lado direito
estd comumente associada ao uso de drogas e cateteres intravenosos. Enquanto, pacientes com
envolvimento das valvulas mitral e adrtica podem desenvolver infeccdes secundarias em
focos distantes (MURRAY, 2022; SIDDIQUI; KOIRALA, 2024; TONG et al., 2015).

As infeccdes pulmonares causadas por S. aureus podem surgir em consequéncia de
aspiracdo ou de disseminacdo hematogénica originada de um foco infeccioso diferente. A
pneumonia por aspiracdo esta geralmente associada a condicGes respiratdrias preexistentes e
imunossupressdo do paciente. Enguanto pneumonias nosocomiais por S. aureus estdo
atreladas ao uso de ventilacdo mecanica. Ja a de pneumonia necrosante ocasionada por SARM
adquirido na comunidade é a forma grave da doenca, caracterizada por intensa expectoracdo
de sangue, choque séptico e alta taxa de mortalidade (MURRAY, 2022; PROCOP, 2018;
SIDDIQUI; KOIRALA, 2024; TONG et al., 2015).

A osteomielite, ocasionada por S. aureus, geralmente se manifesta como uma

complicacéo local, resultante da propagacao direta ou da disseminagao pelo sangue. Em geral,
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a osteomielite hematogénica observada em criangas € caracterizada pelo acometimento dos
0ssos longos e pelo inicio repentino de dor localizada no osso envolvido e febre alta. Nos
adultos, a osteomielite se apresenta principalmente como uma inflamacdo das vértebras e,
menos frequentemente, como uma infeccdo dos o0ssos longos. Os sintomas incluem febre e
dores lombares agudas. S. aureus também pode ser listado como a principal causa de artrite
séptica que ocorre principalmente em criancas no periodo pré-pubere e resulta de
complicacbes da bacteremia tanto em criangas quanto em adultos (MURRAY, 2022;
PROCOP, 2018).

S. aureus é um agente comum em infec¢Bes do sistema circulatorio e esta associado a
uma taxa de mortalidade que oscila entre 15% e 60%. A bacteremia causada por este
microrganismo muitas vezes é secundéria a outras infeccGes de origem incerta, mas também
pode ser contraida diretamente ap0Os intervengdes cirargicas ou pelo uso de cateteres
intravasculares contaminados. Os sintomas tipicos em pacientes com bacteremia
estafilocdcica incluem febre, calafrios e tremores. E possivel notar também pequenas manchas
hemorrégicas na pele, que podem progredir para Ulceras necréticas de maior tamanho
(MURRAY, 2022; PROCOP, 2018; SIDDIQUI; KOIRALA, 2024).

Embora a presenca de S. aureus na urina possa indicar uma doenca invasiva originada
da disseminacdo hematogénica do microrganismo de um local diferente para os rins, também
é possivel que o trato urinario seja a fonte primaria da bacteremia por S. aureus. As ITUs que
apresentam S. aureus como um dos agentes isolados mais recorrentes estdo frequentemente
associadas a fatores de risco. Estes incluem idade avancada, utilizacdo de cateter ou
intervencdes instrumentais no trato urinario, residéncia em instituicdes de cuidado de longo
prazo e histérico de procedimentos cirdrgicos, obstrucdo ou neoplasias malignas no trato
urinario (PROCOP, 2018; SCHULER et al., 2021).

2.2.5.1 InfeccBes relacionadas a dispositivos médicos

As infec¢bes em dispositivos médicos implantados sdo comumente provocadas por
estafilococos. Entre 0s dispositivos mais suscetiveis a essas condicdes clinicas, estdo 0s
implantes cardiacos, cateteres venosos centrais (CVC), cateteres urinarios, tubos
endotraqueais e proteses articulares (Figura 8). Essas infec¢bes representam uma grande
preocupacdo, especialmente pela sua associacdo a ambientes hospitalares e contribuicéo
significativa para a morbidade e mortalidade (KAUSHIK et al., 2024; ZHENG et al., 2018a).

SARM ¢ reconhecido globalmente como um dos principais patdgenos hospitalares,

destacando-se pela sua capacidade de resistir a antibioticos e pela sua eficiéncia em criar
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biofilmes. Mais da metade das cepas de SARM sé&o identificados como fortes produtores de
biofilme em infecgdes relacionadas a cateteres, o que torna as infecgdes por S. aureus mais
graves e agressivas do que aquelas causadas por outros estafilococos (CANGUI-PANCHI et
al., 2022; ZHENG et al., 2018a).

Figura 8 - Diagrama esquematico das localizagdes mais comuns de dispositivos médicos.

Fonte: Dadi et al. (2021).

As valvulas cardiacas mecanicas sdo comumente implantadas em substituicdo as
valvulas adrticas e mitrais que foram prejudicadas pelo envelhecimento, doencas especificas
ou anomalias congénitas. Tanto S. epidermidis quanto S. aureus formam biofilmes nesses
dispositivos e nos tecidos cardiovasculares circundantes, o que pode levar a condicGes
médicas criticas, como a endocardite (PIETROCOLA et al., 2022; ZHENG et al., 2018a).

CVCs sdo utilizados para consignar hemoderivados, nutrientes e medicamentos, além

de facilitar o tratamento dialitico. Devido ao seu método invasivo de inser¢do, esses
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dispositivos sdo considerados uma importante fonte de infeccGes da corrente sanguinea. Os
estafilococos sdo os principais agentes causadores de infeccbes por CVCs. No caso de
infecgBes por S. aureus, 0s sinais clinicos tipicos incluem puruléncia, eritema e sensibilidade
(DADI et al., 2021; PIETROCOLA et al., 2022; ZHENG et al., 2018a).

A pneumonia associada a ventilagdo mecénica é a segunda infeccéo relacionada aos
cuidados de saude mais comum em unidades de cuidados intensivos pediatricos. Os tubos
endotraqueais acoplados a esses ventiladores ligam diretamente o ambiente externo e 0s
pulmdes, tornando-os vulneraveis a infeccdes bacterianas exdgenas. Por esta razdo, 0s
biofilmes podem se desenvolver rapidamente nos tubos endotraqueais. S. aureus é o patbgeno
mais frequente que infecta pneumonia associada a ventilagdo mecénica, ao lado de
Pseudomonas aeruginosa (PIETROCOLA et al., 2022; ZHENG et al., 2018a).

A infeccdo protética articular pode resultar de complicagdes da artroplastia total da
articulacdo, disseminacdo hematogénica ou, mais frequentemente, de contaminacao durante a
cirurgia. S. aureus e os estafilococos coagulase-negativos sdo a principal causa de infeccéo
protetica articular (DI DOMENICO; OLIVA; GUEMBE, 2022; PIETROCOLA et al., 2017;
ZHENG et al., 2018a).

As principais bactérias isoladas de cateteres urinarios incluem S. epidermidis, S.
aureus, Enterococcus faecalis e Escherichia coli. O risco de infec¢do urinaria relacionada ao
cateter aumenta com a duracao do seu uso, chegando a aumentar cerca de 10% por dia de uso.
Apos a insercdo do cateter, os biofilmes podem formar-se tanto na parte interna quanto
externa, 0 que torna a prevencdo de infeccBes bacterianas um desafio, mesmo com
procedimentos higiénicos adequados. O uso de cateteres urindrios desencadeia uma reacdo
inflamatdria que resulta na liberacdo e deposicdo de fibrinogénio nesses dispositivos, e a
interacdo desse composto com o S. aureus pode contribuir significativamente para a
colonizacdo do cateter, facilitando a colonizacdo do urotélio e subsequente infeccdo (GRILLO
et al., 2020; PIETROCOLA et al., 2022; ZHENG et al., 2018a).

2.2.6 Tratamentos disponiveis

S. aureus destaca-se como um patdgeno bem-sucedido, demonstrando uma capacidade
notavel de evoluir e se ajustar com persisténcia as constantes mudangas nas praticas médicas e
a variedade de agentes antimicrobianos existentes (GAJDACS, 2019). A maioria dos
antibioticos disponiveis no mercado tornam-se menos ativos contra bactérias resistentes,

particularmente contra SARM (NANDHINI et al., 2022).
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Ha uma série de diretrizes publicadas por organizacdes profissionais e instituicdes
governamentais em todo o mundo que se referem a terapia das infec¢des por S. aureus.
Embora existam diferencas nestas diretrizes, elas compartilham fundamentos comuns ¢ muitas
das recomendagdes diferentes refletem variacdes nos padrdoes locais de sensibilidade
antimicrobiana em diferentes paises. Além disso, as divergéncias nas recomendacdes podem
ser atribuidas as diferencas nos antimicrobianos aprovados pelas agéncias nacionais, bem
como pelas indicagdes aprovadas para a sua utilizagao (DAVID; DAUM, 2017).

O tratamento primario das [PTMs superficiais por S. aureus ¢ a incisdo e drenagem e,
quando indicado, seguida do uso de terapia oral com cefalosporinas de primeira geragao,
como cefalexina, e penicilinas resistentes a penicilinase, como cloxacilina. Em relacdo as
IPTMs superficiais ocasionadas por SARM, ¢ recomendada a terapia com clindamicina,
sulfametoxazol/trimetoprima, doxiciclina ou, menos frequentemente, linezolida (DAVID;
DAUM, 2017b; LINZ et al., 2023).

Na ocorréncia de IPTMs profundas, também chamadas de abcessos, a terapia
intravenosa ¢ a mais recomendada. Nessas condi¢des clinicas, o tratamento primario pode
incluir drenagem de focos relevantes associado a terapia intravenosa, com f-lactamicos para
casos de infecgdes por SASM e com vancomicina em casos de infecgdes profundas por
SARM (DAVID; DAUM, 2017b; LEE et al., 2018).

Para endocardite, recomenda-se que a antibioticoterapia seja iniciada o mais rapido
possivel e que o controle da fonte seja obtido se houver um foco de infec¢ao identificado para
drenar ou remover fora do local infectado no coragdo. A endocardite do lado direito, associada
ao uso de drogas e cateteres intravenosos, geralmente responde mais prontamente ao
tratamento antimicrobiano e esta associada a menos complicacdes do que a endocardite do
lado esquerdo (ASGEIRSSON; THALME; WEILAND, 2018; DAVID; DAUM, 2017).

Em casos de endocardite em valvulas nativas ocasionada por SASM ¢ realizada a
terapia antimicrobiana isolada com oxacilina, nafcilina ou outra penicilina especifica para
estafilococos. Ja para a endocardite valvar nativa por SARM, a vancomicina € o tratamento de
eleicdo, sendo a daptomicina uma alternativa viavel (ASGEIRSSON; THALME; WEILAND,
2018; DAVID; DAUM, 2017).

No cenario das infecgdes de proteses valvares por SASM a indicagdo ¢ a terapia
combinada, onde os antibioticos nafcilina ou oxacilina sdo associados a rifampicina,
antibidtico eficaz no tratamento de infecgdes relacionadas a biofilme, em que nesse caso, a
inclusdo de um aminoglicosideo no inicio do tratamento ¢ recomendada. Para a endocardite

protética por SARM, a combinacdo de vancomicina e rifampicina ¢ sugerida. Além disso, a
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cirurgia para substituir a protese valvar deve ser fortemente considerada em todos os pacientes
(ASGEIRSSON; THALME; WEILAND, 2018; DAVID; DAUM, 2017).

O manejo da pneumonia causada por S. aureus geralmente envolve o uso de um
antibiotico apropriado por um periodo de sete dias, no entanto em casos de infec¢des severas,
periodos de tratamento mais extensos podem ser necessarios. No tratamento de SASM, as
penicilinas especificas para estafilococos, como oxacilina ou nafcilina, sdo as opgdes
preferenciais, e, se a cepa for sensivel, pode-se optar por clindamicina ou linezolida (DAVID;
DAUM, 2017b). Em relagdo ao SARM, a vancomicina ¢ o medicamento mais indicado
inicialmente. Se houver contraindicagdes ao uso de vancomicina, alternativas como linezolida
e telavancina podem ser utilizadas. Vale ressaltar que a daptomicina nao ¢ aconselhada para
esses casos, pois € neutralizada pelo surfactante dos pulmdes (DAVID; DAUM, 2017; LEE et
al.,2018; WELTE; PLETZ, 2010).

S. aureus ¢ a causa mais comum de osteomielite bacteriana. Na selecdo de um
antimicrobiano para o tratamento desta condicdo, deve-se considerar a habilidade do farmaco
em penetrar no tecido 6sseo e alcancar niveis terapéuticos adequados. Para SASM, um agente
B-lactamico ¢ a terapia de escolha. Para osteomielite por SARM ou SASM em pacientes com
alergia a [-lactamicos, recomenda-se vancomicina ou daptomicina. Como alternativas,
considera-se o uso de sulfametoxazol/trimetoprim em combina¢do com rifampicina oral,
linezolida ou clindamicina (DAVID; DAUM, 2017; URISH; CASSAT, 2020).

As diretrizes essenciais para o tratamento de bacteremia abrangem a localizagdo e
identificagdo da origem primaria da infeccdo, a extracdo de qualquer material estranho
infectado, se existente, a drenagem ou remogao cirurgica de qualquer foco infeccioso que nao
possa ser eliminado somente com o uso de antimicrobianos, a confirmagdo laboratorial da
esterilizacdo do sangue, e a administragdo de um agente antibacteriano eficaz especifico para
a bacteremia (DAVID; DAUM, 2017; PARSONS et al., 2023).

Para bacteremia por SASM, o agente primario tem sido tradicionalmente a oxacilina, a
nafcilina ou outra penicilina antiestafilococica semissintética. As alternativas incluem
cefalosporinas. Em casos de bacteremia provocada por SARM ou em pacientes que
apresentam alergia a penicilina, a vancomicina ¢ geralmente o tratamento de preferéncia.
Agentes alternativos podem ser empregados de forma empirica se o paciente demonstrar
intolerancia a vancomicina (DAVID; DAUM, 2017; LEE et al., 2018).

Em relacdo as doengas ocasionadas por superantigenos, o tratamento padrdo para a
sindrome do choque téxico (SCT) normalmente envolve a remocdao ou desbridamento da

fonte da infeccdo, acompanhado pelo uso de um antibidtico eficiente e a aplicagdo de
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imunoglobulina intravenosa (IVIG). Embora os antibidticos ndo sejam o principal foco no
tratamento da SCT, farmacos que atuam contra os ribossomos, como a clindamicina e a
linezolida, s3o comumente prescritos para reduzir a producdo de toxinas. O tratamento da
sindrome da pele escaldada geralmente ¢ feito em uma unidade de queimados, utilizando-se
de antibioticoterapia com os mesmos farmacos sugeridos para infec¢des invasivas causadas
por S. aureus (DAVID; DAUM, 2017).

As infecgdes causadas por biofilmes de S. aureus sdo dificeis de erradicar devido a alta
tolerancia desta bactéria a agentes antibacterianos e as defesas imunologicas do hospedeiro. A
utilizagdo da terapia antibidtica tradicional para tratar essas infeccdes € um desafio, pois
apenas doses subletais ao biofilme podem ser administradas com seguranca aos pacientes,
enquanto as células bacterianas em biofilmes podem tolerar concentracdes até 1000 vezes
maiores de antibioticos do que células planctonicas. Assim, os antibidticos ndo podem ser
dosados numa concentragdo suficiente para erradicar o biofilme sem também trazer efeitos
colaterais nocivos ao paciente (TUON et al., 2023).

O tratamento da infeccdo por biofilme requer antibidticos capazes de penetrar
efetivamente, assegurando assim que concentragdes adequadas do medicamento atinjam o
local infectado pelo biofilme. Por essa razdo, prefere-se o uso de tetraciclinas, macrolidos,
rifamicinas, lincosamidas, quinolonas, acido fusidico, oxazolidinonas, sulfonamidas e
nitroimidazol em detrimento de glicopeptideos, aminoglicosideos, polimixinas e -lactamases
(TUON et al., 2023).

A combinagao de vancomicina e rifampicina tem sido objeto de estudo, especialmente
em casos de infecgdes por biofilme, devido ao seu potencial de reduzir a aderéncia das
bactérias. Contudo, embora essa combinacao possa ser efetiva contra infecgdes por SASM,
ela pode ndo ser tdo eficaz contra infec¢des por biofilme SARM. A combinagdo de
rifampicina com outros antibioticos ¢ considerada o melhor tratamento disponivel atualmente
para infecgdes em proteses articulares. No entanto, o uso isolado de rifampicina ¢ geralmente
evitado na pratica clinica devido a rapida resisténcia que o S. aureus pode desenvolver contra
este farmaco (IDREES et al., 2021; LEE et al., 2018; TUON et al., 2023).

Os processos exatos através dos quais os antibidticos afetam ou interrompem o
biofilme de S. aureus ainda ndo sdo completamente entendidos. Assim, entender os
mecanismos de acgdo antibiofilme dos antibidticos representa um campo de pesquisa
importante para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais efetivas contra infecgdes

por biofilme de S. aureus (IDREES et al., 2021; TUON et al., 2023).
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Uma abordagem promissora na prevencao de infec¢des € a alteracao das superficies
dos biomateriais, tais como cateteres e implantes, com o objetivo de impedir a aderéncia de
estafilococos ¢ a formagdo subsequente de biofilmes. A este respeito, tem-se observado
resultados encorajadores com implantes que foram revestidos com surfactantes, antibioticos
ou peptideos antimicrobianos, isoladamente ou em combinagdo mostrando efeitos
promissores. No entanto, ¢ importante ressaltar que ainda s3o necessarios estudos clinicos
mais aprofundados para comprovar a efetividade dessas inovagdes no combate aos biofilmes

(SURESH; BISWAS; BISWAS, 2019; TUON et al., 2023).
2.3  Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento de fArmacos ¢ uma estratégia de pesquisa que busca fazer uso de
uma nova indicagdo das propriedades biologicas para medicamentos ja aprovados. Neste
sentido, o reposicionamento de fidrmacos ¢ fundamentado em dois pilares cientificos
essenciais: (1) a descoberta, através da elucidacdo do genoma humano que algumas doengas
partilham, por vezes, alvos biologicos comuns e (2) o conceito de medicamentos pleiotrdpicos
(JOURDAN et al., 2020).

O processo de reaproveitamento de medicamentos oferece diversas vantagens em
comparacao com o desenvolvimento de novos fadrmacos. A principal vantagem desse processo
¢ a reducao no tempo de desenvolvimento de medicamentos, em comparagdo com 0 processo
convencional de criagdo de novos farmacos. Isso ocorre porque o reaproveitamento elimina a
necessidade de passar por muitas das etapas iniciais de descoberta e testes pré-clinicos, ja que
informagdes sobre a farmacocinética, farmacodindmica e toxicidade dos medicamentos
geralmente ja estdo bem estabelecidas, fatores que também minimizam os riscos de falha
(FARHA; BROWN, 2019; JOURDAN et al., 2020; XUE et al., 2018).

Além disso, sob o ponto de vista econdmico, as etapas de desenvolvimento que sao
dispensadas no processo de reaproveitamento de medicamentos podem resultar em uma
economia de cerca de 15% do custo total para desenvolver um novo firmaco. Desse modo, o
reposicionamento de medicamentos oferece uma oportunidade para muitos paises com um
investimento reduzido avangarem no desenvolvimento de medicamentos (FARHA; BROWN,
2019; XUE et al., 2018).

O desafio central do reposicionamento de firmacos reside em identificar novas
conexdes entre medicamentos existentes e diferentes patologias. Para superar esse desafio,
foram criadas diversas metodologias, que incluem técnicas computacionais, abordagens

experimentais bioldgicas, e estratégias que combinam ambos os enfoques (XUE et al., 2018).
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Nesse contexto, a area de reutilizagdo de medicamentos pode tirar proveito de métodos
computacionais avangados para descobrir novas associacdes entre varias entidades bioldgicas,
incluindo genes, proteinas, doencas e fArmacos, assim como para encontrar possiveis usos
terapéuticos e novas aplicagcdes para medicamentos ja existentes (JARADA; ROKNE;
ALHAIJ, 2020).

A medida que o conceito de reposicionamento de medicamentos ganhou destaque no
meio cientifico, uma série de pesquisas foi conduzida para desvendar os mecanismos de acao
de farmacos antidepressivos, neuroldgicos, dentre outros. Essas investigacdes conseguiram
identificar com éxito novos usos para medicamentos que ja tinham aprovacdo, assim como
para aqueles que ainda estavam em fase de desenvolvimento (JARADA; ROKNE; ALHAJJ,
2020). A literatura cientifica esta repleta de estudos focados em evidenciar a utilidade de
medicamentos ja existentes para novas aplicagdes terapéuticas (JOURDAN et al., 2020).

O 4cido acetilsalicilico representa o caso mais antigo de reutilizacdo farmacéutica.
Comercializado como analgésico pela Bayer em 1899, a aspirina experimentou seu primeiro
reposicionamento terapéutico em 1980, quando foi adotada para funcionar como um agente
antiplaquetdrio. Conhecida por seus efeitos teratogénicos, a talidomida foi banida pela
Organizacdo Mundial da Saude em 1962 apds causar inimeros casos de malformagdes
congénitas pelo seu uso indevido como antiemético em gestantes. Contudo, em 1964, se
descobriu o surpreendente efeito da talidomida no tratamento de complicacdes da hanseniase
(JARADA; ROKNE; ALHAIJJ, 2020; JOURDAN et al., 2020; KULKARNI et al., 2023).

O sildenafil ¢ um exemplo de substancia farmacéutica que foi reaproveitada antes de
chegar ao mercado. Enquanto era alvo de pesquisas da Pfizer em 1985 como possivel remédio
para hipertensao, o medicamento mostrou potencial no tratamento de angina. No entanto, um
efeito colateral inesperado de eregdes penianas foi notado em ensaios clinicos no Reino
Unido. Esse fendmeno levou a Pfizer a introduzir o sildenafil no mercado em 1998 como uma
solucdo para disfuncdo erétil, com o nome comercial Viagra (JARADA; ROKNE; ALHAJJ,
2020; JOURDAN et al., 2020; KULKARNI et al., 2023).

A amantadina, inicialmente desenvolvida como um antiviral na década de 1950 e
utilizada para combater a influenza, ¢ um exemplo notavel de reorientacdo farmacologica em
neurologia. Descobriu-se mais tarde que ela atua como um antagonista ndo competitivo dos
receptores NMDA, promovendo a liberagdo de dopamina e inibindo sua recaptacdo, processo
benéfico no tratamento da doenga de Parkinson, caracterizada pela degeneracdo de neuronios
dopaminérgicos. Além disso, a amantadina foi reconhecida por regular a atividade

glutamatérgica e influenciar as vias subtaldmico-palidais, mecanismos essenciais no
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surgimento da discinesia parkinsoniana. Em 1973, tornou-se o primeiro farmaco a receber
aprovacdo da FDA para tratar a discinesia associada a doenga de Parkinson (HUA et al.,
2022).

A problematica da resisténcia antimicrobiana representa um desafio de escala mundial,
exigindo com urgéncia a descoberta de novos farmacos e abordagens terapéuticas. O processo
de reutilizagdo de medicamentos tem demonstrado avangos significativos, contribuindo para a
criacao de alternativas eficazes no combate a infec¢des microbianas na ultima década (HUA
et al, 2022). Embora tenham sido feitos esfor¢cos para reutilizar novos agentes
antimicrobianos, até o presente, apenas alguns foram aprovados com sucesso para novas
indicagdes, focados principalmente para doengas parasitarias e protozoarias. Ainda ndo se viu
a reutilizacao de farmacos para fins antibacterianos. Contudo, o interesse na reorientagcdo de
medicamentos para este fim permanece elevado, impulsionado pela necessidade urgente de

enfrentar o crescimento preocupante da resisténcia antimicrobiana (FARHA; BROWN, 2019).
2.4  Fenotiazinas

As fenotiazinas constituem uma classe de medicamentos antipsicoticos utilizados no
tratamento de varias condi¢cdes psiquiatricas, como esquizofrenia, transtorno bipolar controle
de nauseas e vOmitos e outros transtornos psicéticos. Esses compostos atuam no sistema
nervoso central, principalmente através da inibicdo do receptor de dopamina, o que resulta na
reducdo dos sintomas, como delirios e alucinacdes. No entanto, as fenotiazinas também
influenciam receptores como serotonina, histamina, muscarinicos e GABAérgicos 0 que
resulta em efeitos sedativos e antieméticos, permitindo seu uso no controle de nauseas e
vOmitos, bem como em situacGes de ansiedade e agitacdo (GRIMSEY; PIDDOCK, 2019;
JASZCZYSZYN et al., 2012; KATZUNG; TODD W. VANDERAH, 2023).

Devido sua atuacdo em diversos receptores, 0s derivados fenotiazinicos séao
frequentemente investigados em estudos que buscam novas aplicacGes farmacoldgicas para
essas substancias (VARGA et al., 2017). Pesquisas clinicas apontaram que as fenotiazinas
desempenham um papel importante na pesquisa contra o0 cancer, atuando como agentes
antitumorais. Diversos farmacos da classe demonstraram exercer atividade antitumoral
através de varios mecanismos, mas principalmente por meio de processos que induzem a
apoptose, como a inibicdo de mecanismos de reparo de DNA e vias de transducdo de sinal
(MEHRABI; ELMI; NYLANDSTED, 2023; RACZ; SPENGLER, 2023; VARGA et al.,
2017).
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Outro importante uso da ampla atividade biolégica das fenotiazinas que vem sendo
alvo de estudos é a atividade antimicrobiana. Derivados fenotiazinicos como tioridazina e a
clorpromazina demonstraram possuir atividade antibacteriana atuando na inibi¢cdo de bombas
de efluxo. Além de apresentar atividade antibiofilme, principalmente através do mecanismo
de inibicdo de quorum sensing, processo de comunicacdo célula a célula dependente de
moléculas de sinalizacdo extracelular, atribuido ao farmaco (DENG et al., 2020; GAIDACS;
SPENGLER, 2019a; GRIMSEY; PIDDOCK, 2019; RACZ; SPENGLER, 2023).

25 Prometazina

O Cloridrato de prometazina, nomenclatura (RS)-N,N-dimethyl-1-(10H-phenothiazin-
10-yl) propan-2-amine (Figura 9) ¢ um anti-histaminico de primeira geracdo, pertencente a
classe das fenotiazinas, que possui efeitos sedativos (DENHOLM; GALLAGHER, 2018).
Devido sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefdlica antagonizando receptores
colinérgicos e dopaminérgicos, ¢ um farmaco comumente utilizado em condigdes alérgicas,
no alivio sintomatico de nduseas, vomitos, enjoos, € para tratamento de insonia em adultos e

criangas (INCE; RUETHER, 2021; VARGA et al., 2017).

Figura 9 — Representagdo estrutural da prometazina.
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Fonte: PubChem
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A absor¢ao da prometazina pelo sistema digestivo € eficiente, alcangando o pico de
concentragdo no plasma entre 2 a 3 horas ap6s administragdo oral (dosagens de 25 a 50 mg)
ou intramuscular (25 mg). Quando administrada via retal com supositdrios, a concentragao
plasmatica maxima ¢ atingida aproximadamente apds 8 horas. A taxa de biodisponibilidade
quando ingerida oralmente ¢ de cerca de 25%, enquanto que para a administragdo retal, ¢ de
23%. A prometazina se distribui extensivamente pelos tecidos do corpo e apresenta um
volume de distribuicdo consideravel apos administracdao oral e intramuscular. Em pacientes
pediatricos, a administragdo de prometazina segue a metodologia utilizada em adultos.
Contudo, ¢ essencial realizar ajustes na dosagem conforme o peso corporal e a condicao
clinica da crianca (CANTISANI et al., 2013; SOUTHARD; AL KHALILI, 2024).

Além disso, a prometazina atravessa rapidamente a placenta, sendo detectada no
sangue do corddao umbilical em apenas 1,5 minutos ap6s a administragdao intravenosa. Ela
também ¢ capaz de penetrar a barreira hematoencefalica. Estima-se que a prometazina tenha
uma meia-vida de eliminagdo oral entre 12 e 15 horas. Com uma dose intravenosa de 12,5 mg,
as concentragdes de prometazina no sangue diminuem de forma bioexponencial, apresentando
uma meia-vida terminal de eliminagdo de aproximadamente 12 horas (CANTISANI et al.,
2013).

A principal fun¢do da prometazina ¢ antagonizar os efeitos centrais e periféricos da
histamina mediados pelos receptores H1 do trato gastrointestinal, utero, grandes vasos
sanguineos e musculos bronquicos. Seu efeito contra nduseas e vOmitos pode estar
relacionado ao bloqueio de receptores dopaminérgicos na zona gatilho quimiorreceptora
(ZGQ) da medula. Além disso, o fArmaco possui acentuadas propriedades anticolinérgicas,
bloqueando as respostas a acetilcolina que sao mediadas pelos receptores muscarinicos. Estas
acoes conjuntas sdo a causa de muitos dos efeitos colaterais que sdo observados durante seu
uso em tratamentos clinicos (CANTISANI et al., 2013; SOUTHARD; AL KHALILI, 2024).

Por atuar em diversos receptores, a prometazina ¢ alvo constante de estudos que visam
explorar novas propriedades farmacologicas (VARGA et al., 2017). Pesquisas demonstraram
que a prometazina possui atividade antimicrobiana in vitro contra isolados de Candida spp.,
Cryptococcus spp., Trichosporon spp. (AGUIAR et al., 2023; BRILHANTE et al., 2018,
2020; FIALLOS et al., 2022), Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterecoccus spp.,
Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
(AKINJOGUNLA et al., 2021; FIALLOS et al., 2022; GUEDES et al., 2023a, 2023b). Além

de apresentar atividade antibiofilme em cepas de Staphylococcus spp. e atividade inibidora de
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bomba de efluxo em isolados de Trichosporon asahii e Trichosporon inkin (AGUIAR et al.,
2023; GUEDES et al., 2023a).

Diante desse cendrio, o presente estudo teve como objetivo analisar a atividade
antimicrobiana da prometazina, bem como os mecanismos de acdo subjacentes, tanto de
forma isolada quanto em combinagdo com oxacilina e vancomicina, frente a células
planctonicas e biofilmes de Staphylococcus aureus. Além disso, buscou-se investigar a
atividade antimicrobiana da prometazina impregnada em fragmentos de cateter urinario frente

a biofilmes de Staphylococcus aureus.
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3. HIPOTESES

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

A prometazina apresenta atividade antimicrobiana in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

A prometazina apresenta atividade bactericida frente a cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina

A prometazina apresenta atividade antimicrobiana in vitro frente biofilme formado e
em formagdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

A prometazina associada a oxacilina e a vancomicina promove redugdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente a cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina.

A prometazina apresenta mecanismo de a¢do antimicrobiano frente Staphylococcus
aureus resistente a meticilina através de alteragdes na permeabilidade da membrana
celular e danos ao material genético bacteriano.

A Prometazina atua na preven¢ao da formagao de biofilme em cateter urinario.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da prometazina isoladamente e em
associacdo com oxacilina e vancomicina frente a cepas de Staphylococcus aureus sensiveis e

resistentes a meticilina, na sua forma planctonica e sobre biofilmes formado e em formagao.
4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao Bactericida
Minima (CBM) da prometazina frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4.2.2 Determinar a Concentragao Inibitoria Minima (CIM) da oxacilina e vancomicina
isoladas frente a cepas de Staphylococcus aureus

4.2.3 Determinar a Concentragio Inibitoria Minima (CIM) e o Indice da Concentragdo
Inibitéria Fracionada (FICI) da prometazina em associag¢do a antibacterianos frente
a cepas de Staphylococcus aureus, e analisar a interagdo farmacoldgica.

424 Avaliar a agcdo da prometazina isolada e associada a oxacilina e vancomicina frente
a biofilme formado e em formagao de Staphylococcus aureus.

4.2.5 Investigar o possivel mecanismo de acdo antibacteriano da prometazina frente
Staphylococcus aureus resistente a meticilina por meio da utilizagdo de citometria
de fluxo.

4.2.6 Avaliar o potencial da prometazina na prevencao da formacgdo de biofilme de
Staphylococcus aureus em cateter urinario.

4.2.7 Analisar possiveis alteracoes morfologicas causadas pela prometazina isolada e
associada a oxacilina e vancomicina em cepa de Staphylococcus aureus na forma

planctonica e de biofilme através de microscopia eletronica de varredura.
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5. MATERIAIS E METODOS

As abordagens metodologicas deste estudo foram conduzidas de acordo com o que estd
representado na figura 10. Trés pilares fundamentais foram adotados no processo: Ensaios
para avalia¢do da atividade antimicrobiana, ensaios de investigacao do possivel mecanismo de

acdo e ensaios para avaliagdo do efeito da droga sobre os biofilmes de S. aureus.

Figura 10 — Fluxograma das metodologias empregadas no estudo.

PROMETAZINA

——> | TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

———— | CONCENTRAGAO BACTERICIDA MiNIMA
ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA

—_—eeet- | TESTE checkerboard

~—————| MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

MECANI§M0 ———————> | CITOMETRIA DE FLUXO
DE ACAO

ATIVIDADE ~———————| BIOFILME EM FORMACAO
ANTIBIOFILME

-———| BIOFILME FORMADO

————| BIOFILME EM CATETER URINARIO

~——————| MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Fonte: Elaborada pela autora.
5.1  Microrganismos

Foram utilizadas 14 cepas clinicas de S. aureus, sendo 8 resistentes a meticilina
(SARM), 6 sensiveis a meticilina (SASM) e 1 cepa S. aureus ATCC 6538P de colegdo
(SisGen: AF317AF). Os isolados pertencem a bacterioteca do Laboratorio de Bioprospecgao

de Moléculas Antimicrobianas da Universidade Federal do Ceara (LABIMAN/UFC).
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5.2 Farmacos

Foram utilizadas a oxacilina s6dica monohidratada e cloridrato de vancomicina,
obtidas comercialmente da Sigma Aldrich (EUA) e cloridrato de prometazina, obtido
comercialmente da Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos (Brasil). Os compostos foram

diluidos em agua destilada estéril e armazenados a — 20 °C para posterior uso.
5.3 Testes de sensibilidade antimicrobiana
5.3.1 Determinac¢ao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada através da técnica de microdilui¢do em meio caldo Mueller
Hinton (Cétions ajustados), utilizando placas de 96 pocos, seguindo o protocolo M07-A10 do
CLSI (2015) (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2015) para bactérias aerdbicas, em
que a CIM foi definida como a menor concentragdo que, apds o periodo de incubagdo,
visivelmente inibiu de forma completa o crescimento bacteriano. A OXA foi testada na faixa
de concentracao variando entre 0,0156-8 pg/mL para as cepas SASM e de 2-1024 pg/mL para
as cepas SARM. A VAN foi testada na faixa de 0,0625-32 pg/mL. A PMT foi testada na faixa
de 2-1024 pg/mL. Os isolados foram classificados como sensiveis (S) ou resistentes (R) aos
antibioticos de acordo com os pontos de corte descritos no documento M100-S31 (CLSI,
2021) (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2021), sendo < 2
pug/ml (S) e >4 pg/ml (R) para OXA e <2 pg/ml (S) para a VAN.

5.3.2 Determinaciao da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada de acordo com Andrade Neto et al. (2019) (BATISTA DE
ANDRADE NETO et al., 2019) e Sa et al. (2020) (AV SA et al., 2020), em que aliquotas das
suspensdes dos pocos sem crescimento bacteriano visivel foram inoculadas em agar BHI, e
incubadas a 37 °C por 24 h. A menor concentracdo da PMT em que ndo foi observado

crescimento foi considerada a CBM.
5.3.3 Analise do nivel de toleriancia

O nivel de tolerancia da PMT foi determinado pela formula: CBM/CIM. O agente foi
classificado como bactericida quando a razdo < 4, e bacteriostatico quando > 4 (PIASECKI et

al., 2021).
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5.3.4 Determinacgao da interacdo farmacologica

Apds a determinagdo das CIMs de PMT, OXA e VAN isoladamente, o efeito da
combinacdo dessas drogas foi avaliado pela técnica do checkerboard (ODDS, 2003), a qual de
acordo com a CIM obtida para cada isolado, foi realizada uma combinagdo tUnica dos
farmacos em associa¢do. O Indice da Concentragio Inibitoria Fracionada (ICIF) foi calculado
a partir equagdo: CIM, associada/CIM, isolada + CIMp associada/CIMg isolada, sendo o
resultado interpretado de acordo com os seguintes parametros: sinérgico (ICIF < 0,5), aditivo

(0,5 <ICIF < 1), indiferente (1 <ICIF < 4) e antagonico (ICIF >4) (JORGE et al., 2017).
5.3.5 Analise dos dados

Os testes foram realizados em triplicata e as médias aritméticas foram utilizadas para

determinar os valores de CIM, CBM e ICIF.
5.4  Ensaios de analise por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia
5.4.1 Preparo das células

Para o ensaio por citometria de fluxo, foi selecionada uma cepa representativa (SARM
2). As suspensoes das células de SARM foram incubadas em caldo BHI (Himedia, Mumbai,
fndia) a 35 °C por 20 h, e coletadas em crescimento exponencial, posteriormente
centrifugadas a 2500 r.p.m. por 5 min, lavadas trés vezes com solucdo salina 0,85%,
centrifugadas novamente (2500 r.p.m. por 5 min), e ressuspensas em caldo BHI (1,5 x 10°

UFC/mL) (CABRAL et al., 2023).
5.4.2 Tratamento das células

Para analise da integridade da membrana e fragmentacdo do DNA, as células de
SARM foram expostas a PMT, OXA e VAN isoladamente nas concentragdes de CIM, PMT +
OXA (CIM associada) e incubadas a 35 °C por 20 h (CABRAL et al., 2023).

5.4.3 Determinacio da integridade de membrana

Foi avaliada pelo método de exclusdo com iodeto de propidio (IP) na concentracdo de
2 mg/L. A fluorescéncia das células foi determinada pelo citdometro de fluxo FACSCalibur™

(Becton Dickinson, CA, EUA) e o software CytoSoft 4.1 (42,43,49).
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5.4.4 Analise de fragmentacio do DNA

Foi realizado o ensaio de marcagdo da extremidade de corte dUTP mediado pela
desoxinucleotidil-transferase (TUNEL) de acordo com o protocolo do fabricante do kit
(Roche, Rotkreuz, Suiga). As células tratadas foram fixadas em paraformaldeido a 7% e
lavadas com Triton X-100 a 1% por 10 minutos, em gelo, sendo incubadas com a mistura da
reacdo de TUNEL por 1 h a 37 °C, e observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus,
Toéquio, Japdao) (BATISTA DE ANDRADE NETO et al, 2019; CABRAL et al., 2023;
DWYER et al., 2012).

5.4.5 Analise dos dados

Os dados foram comparados através da analise de varidncia (ANOVA), seguido pelo
teste de Tukey (p < 0.05), utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

55 Analise da atividade antibiofilme
5.5.1 Formacao do biofilme

A andlise foi realizada segundo Sa et al. (2020) e Brambilla et al. (2017) , com
algumas modificagdes. Foram selecionadas duas cepas representativas de S. aureus, sendo 1
SASM e 1 SARM. As estirpes foram previamente inoculadas em caldo triptico de soja (TSB)
(Kasvi, Parand, Brasil) suplementado com 2% de glicose (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil) e
incubadas por 24 h a 35 °C. As células foram centrifugadas a 2500 r.p.m. por 5 min e lavadas
trés vezes com solugdo salina. Uma suspensdo de indculo preparada de acordo com a escala 1
de McFarland (3x10° UFC/mL) foi adicionada em placa de poliestireno de 96 pogos que
foram incubadas por 48 h a 37 °C. Pocos foram destinados ao controle de esterilidade do

meio.
5.5.2 Sensibilidade do biofilme

Para avaliar o efeito dos compostos frente aos biofilmes formado e em formacao, a
PMT foi testada nas concentragcdes CIM/2, CIM e 2x CIM. OXA e VAN foram testadas
isoladamente nas concentragdes de CIM isoladas e CIM quando associadas a prometazina. A
atividade metabdlica foi analisada através do ensaio utilizando brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) para investigacdo da viabilidade celular, com as
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leituras em densidade 6ptica (DO) de 490 nm (AV SA et al., 2020; BRAMBILLA e al.,
2017). Pogos foram dedicados ao controle do biofilme (meio de cultura + microrganismo),

para comparagao das absorbancias dos biofilmes tratados com as drogas.

5.5.3 Impregnacio de fragmentos de cateter

A impregnagdo foi realizada segundo Fisher et al. (2015) e Nair et al. (2016) com
algumas modificacdes. Fragmentos de sonda Foley (Latex siliconizado, nimero 12,
SOLIDOR™) de aproximadamente 0,5 cm foram submersos em cloroférmio por 1 h em
agitacdo (25 r.p.m.), para dilatacdo do material e melhor penetragdao do farmaco. Em seguida,
os fragmentos foram tratados com PMT, diluida em agua, nas concentracdes de 4x CIM, 8x
CIM, 16x CIM e 32x CIM, e incubados a 35 °C por 1 h em agitacdo. Posteriormente os
fragmentos foram colocados em placas de Petri estéreis e deixados para secar a 35 °C por 24
h. Fragmentos de cateter foram submersos em cloroformio e, posteriormente, agua, nao
submetidos ao tratamento com PMT, de forma a serem utilizados posteriormente como

controle de crescimento do biofilme.
5.5.4 Avaliacio da atividade antibiofilme de cateteres impregnados

Para a realizacdo do ensaio com cateter impregnado foi selecionada uma cepa
representativa (SARM 8). Apos o processo de impregnacao, fragmentos de cateter foram
colocados em placa de 24 pocos de poliestireno, e submersos em indculo preparado em TSB
suplementado com 2% de glicose, de acordo com a escala 1 de McFarland (3 x 10® UFC/mL),
e incubados por 48 h a 35 °C. Em seguida, os materiais foram lavados com solugdo salina
0,85%, colocados em 1 mL desta solucdo, e agitados em voértex por 1,5 minuto para
desprendimento das células do biofilme. Posteriormente, uma aliquota da solugdo foi semeada
em placas de Petri contendo dgar Sal Manitol (Kasvi, Parand, Brasil). Feito isso, as placas
foram incubadas por 48 h a 35 °C, sendo realizada a contagem de colonias e conversdo para

UFC/mL (IWATA et al., 2021).
5.5.5 Analise estatistica

Os dados foram comparados através da analise de varidncia (ANOVA), seguido pelo
teste de Tukey (p < 0.05) utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).
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5.6  Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Células de S. aureus na forma planctonica e em biofilme foram analisadas por MEV
de acordo com Sa et al. 2020 e Cabral et al. 2023. Para isso foi selecionada uma cepa
representativa (SARM 8).

As células em sua forma planctonica foram aderidas em laminulas de vidro com silano
a 2,5% e em seguida foram expostas a PMT e OXA isoladas nas concentragdes de CIM, em
concentragdes subinibitorias (SUB) (CIM/2) e em associagdo (CIM associada PMT + OXA).

Para o ensaio com os biofilmes formado ¢ em formagao, o tratamento foi realizado
com a PMT na concentragdo de 2x CIM, com VAN na concentracao de CIM isoladamente, e
PMT + VAN (CIM associada). No ensaio com biofilme em cateter, as células foram tratadas
com PMT nas concentragdes de 8x CIM, 16x CIM e 32x CIM.

As células (planctonicas e biofilmes) foram fixadas com glutaraldeido a 2,5%, e
submetidas a incubagdo noturna a 4 °C. Em seguida, as laminulas e cateteres foram lavados
duas vezes com solucao tampao cacodilato 0,1 M e desidratadas com etanol em concentragdes
crescentes para, posteriormente, serem cobertos com hexametildisilazano (HMDS) até que o
reagente estivesse completamente seco. Para visualizagdo, as laminulas e cateteres foram
revestidos com uma camada de ouro (Emitech, Uckfield, Reino Unido; Q150T) (10 nm) e
examinados em microscopio FEI Quanta 450 FEG (FEI CompanyR, MA, USA) (AV SA et
al.,2020; CABRAL et al., 2023).



60

6. RESULTADOS
6.1  Atividade antibacteriana da PMT frente a células planctonicas de S. aureus
6.1.1 Determinacio da CIM e CBM

A PMT demonstrou atividade antimicrobiana contra as cepas de S. aureus testadas,
com a CIM variando entre 171 a 256 pg/mL. A CIM da OXA variou de 0,25 a 1 pg/mL para
as cepas SASM, e entre 64 e 683 pg/mL para SARM. Todos os isolados foram sensiveis a
VAN, com CIMs variando entre 0,67 e 2,67 ug/mL (Tabela 2). Ja os valores de CBM da PMT
variaram de 128 a 384 pg/mL (Tabela 2).

6.1.2 Nivel de tolerancia

A PMT exerceu efeito bactericida contra todas as cepas de S. aureus testadas,
considerando que a relagdo CBM/CIM apresentou niveis de tolerancia inferiores a 4 (Tabela

2).
6.1.3 Determinacido da CIM da PMT associada aos antimicrobianos

Na associacdo de PMT e OXA, as CIMs variaram de 27 a 171 pug/mL para a PMT e
entre 0,16 ¢ 0,67 pg/mL para a OXA frente a cepas SASM e entre 10,66 ¢ 455,13 pg/mL
frente a cepas SARM. A interacdo farmacologica foi sinérgica em 20% dos isolados testados,
aditivo em 53%, e em 27% dos isolados a interacdo foi indiferente. Nao houve interacao
antagonica (Tabela 3). J& na associagao de PMT e VAN, as CIMs variaram de 85 a 142 pg/mL
para a PMT e entre 0,41 e 1,33 pg/mL para a VAN frente cepas SASM e SARM. A interagao
farmacologica foi aditiva em 80% dos isolados e indiferente em 20%. Nao houveram

interacdes sinérgicas nem antagdnicas frente aos isolados testados (Tabela 3).



Tabela 2 - Determinagdo da CIM da das drogas isoladas, CBM e nivel de tolerancia da PMT frente a cepas de S. aureus.

Cepas’ CIM" isolada (pg/mL) CBM® (ug/mL) CBM/CIM* EFEITO®

PMT OXA VAN 341 1,33 Bactericida
S. aureus ATCC 6538P 256 0,25 1,33 256 1 Bactericida
S. aureus 1 256 1 1 341 1,6 Bactericida
S. aureus 2 213 0,42 1 341 2 Bactericida
S. aureus 3 171 1 1 256 1 Bactericida
S. aureus 4 256 0,67 0,83 256 1 Bactericida
S. aureus 5 256 0,67 1,33 384 2,25 Bactericida
S. aureus 6 171 0,67 0,67 128 1 Bactericida
SARM 1 128 85 1,33 256 1 Bactericida
SARM 2 256 256 1,67 256 1 Bactericida
SARM 3 256 64 1 256 1 Bactericida
SARM 4 256 64 1,67 341 1,33 Bactericida
SARM 5 256 85 1,17 256 1 Bactericida
SARM 6 256 512 2,67 256 1 Bactericida
SARM 7 256 683 1,67 256 1,33 Bactericida
SARM 8 213 85 1 341 1,33 Bactericida

“Isolados de S. aureus. "CIM necessaria para inibigo visual completa do crescimento bacteriano. “Concentragio bactericida
minima. *Razio entre a concentragdo bactericida minima e concentragdo inibitéria minima. °O efeito ¢ classificado como
bacteriostatico quando CBM/CIM > 4 e bactericida quando CBM/CIM < 4. PMT: prometazina; OXA: Oxacilina; VAN:

Vancomicina.
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Tabela 3 - Determinagdo da CIM associada e interagdo farmacologica frente a cepas de S. aureus.

CIM" associada (pug/mL)
Cepas” — —
PMT OXA ICIF INTERACAO PMT VAN ICIF  INTERACAO

S, aureus ATCC 6538P 128 0,125 1 Aditivo 128 0,66 1 Aditivo
S aureus 1 171 0,67 1,3 Indiferente 128 0,50 1 Aditivo
S aureus 2 142 0,28 1,3 Indiferente 107 0,50 1 Aditivo
S qureus 3 85 0,5 1,0 Aditivo 114 0,67 1,3 Indiferente
S qureus 4 64 0,16 0,5 Sinérgico 128 0,66 1 Aditivo
S aureus 5> 128 0,33 1,0 Aditivo 128 0,41 0,99 Aditivo
S aureus 6 114 0,45 1,3 Indiferente 142 0,56 1,7 Indiferente
SARM 1 37 24,89 0,6 Aditivo 85 0,88 1,3 Indiferente
SARM 2° 64 64 0,5 Sinérgico 128 0,83 1 Aditivo
SARM 3 85 21,33 0,7 Aditivo 128 0,50 1 Aditivo
SARM 4 85 21,33 0,7 Aditivo 128 0,83 1 Aditivo
SARM 5 69 24,89 0,6 Aditivo 128 0,58 1 Aditivo
SARM 6 128 256 1 Aditivo 128 1,33 1 Aditivo
SARM 7 171 455,13 1,3 Indiferente 128 0,83 1 Aditivo
SARM 8 & 27 10,66 0,2 Sinérgico 107 0,50 1 Aditivo

“Isolados de S. aureus. "CIM necessaria para inibigdo visual completa do crescimento bacteriano em placa de 96 pogos. (°)
Isolado selecionado para os experimentos usando citometria de fluxo. (*) Isolado selecionado para os experimentos usando cateter
impregnado e MEV. (A) Isolados selecionados para os experimentos de biofilme formado e em formagdo. PMT: prometazina;

OXA: Oxacilina; VAN: Vancomicina; ICIF: indice de concentragéo inibitéria fracionada.
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6.1.4 Alteracdes morfologicas observadas por MEV

A Figura 11 contém imagens obtidas por MEV que mostram células planctonicas de
SARM integras ¢ com alteragdes morfologicas ocasionadas pelos tratamentos realizados. Os
controles (A e B) mostram cocos agrupados em cachos, caracteristicos do género
Staphylococcus, com estruturas celulares externas integras. No tratamento realizado com
CIM/2 (26,66 png/ml) de PMT (C e D), € possivel visualizar células integras e restos celulares
que evidenciam danos na morfologia. No tratamento com a CIM (213,33 pg/mL) de PMT
isolada, observa-se uma maior quantidade de danos celulares, enquanto no tratamento
realizado com OXA isolada (85,3 pg/mL) (G e H) ainda ¢ possivel a visualizagdao de células
integras em meio aos restos celulares. Na CIM associada de PMT (26,66 ng/mL) e OXA
(10,66 ng/mL) representada pelas imagens I e J observa-se uma quantidade ainda maior de

restos celulares.
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Figura 11 - MEV de células planctonicas de SARM.

(A e B): Controle; (C e D): PMT em concentragdo subinibitoria (26,66 pug/mL); (E e F): CIM PMT isolada
(213,33 pg/mL); (G e H): CIM OXA isolada (85,3 pg/mL); (I e J): CIM combinado de PMT (26,66 pg/mL) e
OXA (10,66 ng/mL). As imagens A, C, E e I foram obtidas com amplia¢do de 20.000x (Barra: 5pm), as imagens
B, D, F, G e J foram obtidas com ampliagdo de 40.000x (Barra: 3 um) e a imagem H foi obtida com ampliagdo

de 60.000% (Barra: 2 um).
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6.2  Analise do possivel mecanismo de acio
6.2.1 Reducio da viabilidade de células SARM

O grafico 1 ilustra a reducao nas células viaveis, detectadas através da absorcao do IP,
em decorréncia dos tratamentos utilizados. Foram observados aumentos de células ndo viaveis
em todas as concentragdes utilizadas no tratamento das células de SARM em comparacao ao
controle. No tratamento com a CIM de PMT (256 pg/mL) foi observado uma diferenca de
33,98% de células nao vidveis em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). Na associacao de
PMT (64 pg/mL) e OXA (64 ng/mL) (PMT + OXA) observou-se um acréscimo de 11,26% de
células ndo viaveis quando comparado a CIM de OXA isolada, e de aproximadamente 31%,
quando comparada a CIM de PMT isolada, enquanto no tratamento com a VAN (4 pg/mL), o
namero de células ndo vidveis observadas correspondeu a 66,9%, sendo significativo (p <

0,05) em comparacao ao controle.

Grafico 1 - Atividade dos farmacos testados frente a uma cepa representativa de SARM evidenciando células em

morte celular.
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OXA: CIM OXA (256 ng/mL); VAN: CIM VAN (4 pg/mL); PMT: CIM PMT (256 pg/mL); PMT + OXA: CIM
da associagdo entre PMT (64 pg/mL) e OXA (64 pg/mL). ¥*P<0,05: Comparados com o controle de crescimento

e determinados por ANOVA seguida de teste de Tukey. °P<0,05: Comparados com PMT e determinados por
ANOVA, seguida de teste de Tukey. #P<0,05: Comparados com OXA e determinados por ANOVA, seguida de
teste de Tukey
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6.2.2 Fragmentacido do DNA de células SARM

O grafico 2 ilustra os danos ao material genético bacteriano, detectados pelo ensaio
TUNEL, em decorréncia dos tratamentos utilizados. Foram observados danos ao DNA em
todas as concentragdes utilizadas no tratamento das células de SARM. No tratamento com a
CIM de PMT (256 ug/mL) foi observado uma diferenga de 41,16% de fragmentacdo do DNA
em relagdo ao controle (p < 0,05). Além disso, na associagdo de PMT (64 pg/mL) e OXA (64
pg/mL) pode ser observado um acréscimo de 8,34% de células apresentando danos ao
material genético em comparacdo a CIM de OXA isolada (256 pg/mL) e um acréscimo de
21,27% em comparagao com PMT isolada (256 pg/mL), enquanto no tratamento com VAN (4
pg/mL) o nimero de células com DNA fragmentado correspondeu a 71,5% sendo

significativo (p <0,05) em relacdo ao controle.

Grafico 2 - Atividade dos farmacos testados frente a uma cepa representativa de SARM evidenciando danos ao

DNA.
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OXA: CIM OXA (256 pg/mL); VAN: CIM VAN (4 pg/mL); PMT: CIM PMT (256 pg/mL); PMT + OXA: CIM
da associagdo entre PMT (64 pg/mL) e OXA (64 ng/mL). *P<0,05: Comparados com o controle de crescimento
e determinados por ANOVA seguida de teste de Tukey. °P<0,05: Comparados com PMT e determinados por
ANOVA, seguida de teste de Tukey. #P<0,05: Comparados com OXA e determinados por ANOVA, seguida de
teste de Tukey.
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6.3 Atividade antibacteriana da PMT frente a biofilme
6.3.1 Atividade da PMT frente a biofilme formado

Foram observadas reducdes na viabilidade celular em todas as concentragdes
utilizadas no tratamento dos biofilmes maduros de SASM e SARM (Grafico 3). A
concentragdo SUB de PMT (CIM/2: 128 ug/mL) reduziu 34% da viabilidade celular de
SASM em comparacao ao controle, enquanto a maior concentra¢do utilizada de PMT (2x
CIM: 512 pg/mL) reduziu 92% (p < 0,05) (Grafico 3). No biofilme maduro da estirpe
resistente foi observada redugdo de 29% na viabilidade pela concentragdo SUB de PMT
(CIM/2: 106,66 pg/mL), enquanto a maior concentracao (2x CIM: 426,66 pg/mL) reduziu
cerca de 91%. Em SARM também foi observada redu¢do na viabilidade celular em 44% pela
associacdo de PMT (106,66 pg/mL) e VAN (0,5 pg/mL) (PMT + VAN) em comparagdo com a
VAN isolada (1 pg/mL), e de 16% em comparacao a concentragdo SUB de PMT (CIM/2:
106,66 ug/Ml) (p < 0,05) (Grafico 4).

Gréfico 3 - Atividade dos farmacos testados sobre a viabilidade celular de biofilmes maduros de SASM avaliada

pelo ensaio de redugdo do MTT.
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SASM - PMT CIM/2: 128 pg/mL; PMT CIM: 256 pg/mL; PMT 2xCIM: 512 pg/mL; PMT + OXA: 128 pg/mL
+ 0,33 pg/mL, respectivamente; PMT + VAN: 128 pg/mL + 0,41 pg/mL, respectivamente; OXA 0,67 pg/mL;
VAN 0,83 pg/mL. *P<0,05: Comparados com o controle de crescimento. AP<0,05: Resultados comparados com
VAN. #P<0,05: Resultados comparados com PMT CIM/2. As significancias estatisticas foram determinadas a
partir da utilizagdo de ANOVA, seguida de teste de Tukey.
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Grafico 4 - Atividade dos farmacos testados sobre a viabilidade celular de biofilmes maduros de SARM avaliada

pelo ensaio de redugdo do MTT.
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SARM - PMT CIM/2: 106,66 ug/mL; PMT CIM: 213,33 pg/mL; PMT 2x CIM: 426,66 pg/mL; PMT + OXA:
26,66 pg/mL + 10,66 ng/mL, respectivamente; PMT + VAN: 106,66 pg/mL + 0,5 pg/mL, respectivamente; OXA
85,3 pg/mL; VAN: 1 pg/mL. *P<0,05: Comparados com o controle de crescimento. AP<0,05: Resultados
comparados VAN. #P<0,05: Resultados comparados com PMT CIM/2. As significancias estatisticas foram
determinadas a partir da utilizacdo de ANOVA, seguida de teste de Tukey.

6.3.2 Atividade da PMT frente biofilme em formacao

Foram observadas redugdes na viabilidade celular em todas as concentragdes
utilizadas no tratamento dos biofilmes em formacao de SASM, exceto em VAN. Em SARM,
apenas o tratamento com a concentracdo SUB de PMT (CIM/2: 106,66 ug/mL) nao
apresentou reducdo significativa (Grafico 5). A concentragio SUB de PMT (CIM/2: 128
pg/mL) reduziu 66% da viabilidade celular de SASM, enquanto a maior concentra¢do de
PMT (2x CIM: 512 pg/mL) utilizada chegou a reduzir 98%, todas em comparagdo ao
controle. A associagdo de PMT (128 pg/mL) e OXA (0,33 pg/mL) (PMT + OXA) reduziu
99% da viabilidade do biofilme, quando comparado ao controle, j4 em compara¢do aos
farmacos isolados a reducdo foi de 59% em relacdo a OXA (0,67 pg/mL) e 33% em relacdo a
PMT SUB (CIM/2: 128 pg/mL). A associagdo de PMT (128 pg/mL) e VAN (0,83 ng/mL)
(PMT + VAN), chegou a reduzir aproximadamente 70% do biofilme de SASM em
comparacdo aos farmacos isolados (VAN: 0,83 ug/mL e PMT CIM/2: 128 pg/mL) (Grafico
6). No biofilme em formag¢ao da estirpe resistente, a concentragdo de 2x CIM de PMT (426,66
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pg/mL) reduziu cerca de 98% da viabilidade em comparagdo ao controle. Em SARM a
associacdo de PMT (106,66 pg/mL) e VAN (0,5 pg/mL) (PMT + VAN) reduziu a viabilidade
celular em 45% em comparacdo com a VAN isolada (1 pg/mL) e em 58% em comparagdo

com a concentracdo SUB de PMT (CIM/2: 106,66 pg/mL) (Grafico 6).

Grafico 5 - Atividade dos farmacos testados sobre a viabilidade celular de biofilmes em formagdo de SASM

avaliada pelo ensaio de redugdo do MTT.
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SASM - PMT CIM/2: 128 pg/mL; PMT CIM: 256 pg/mL; PMT 2x CIM: 512 pg/mL; PMT + OXA: 128 pg/mL
+ 0,33 pg/mL; PMT + VAN: 128 pg/mL + 0,41 pg/mL; OXA: 0,67 pg/mL; VAN: 0,83 pg/mL. *P<0,05:

Comparados com o controle de crescimento. °P<0,05: Resultados comparados com OXA. AP<0,05: Resultados

comparados com VAN. #P<0,05: Resultados comparados com PMT CIM/2. As significancias estatisticas foram
determinadas a partir da utilizacdo de ANOVA, seguida de teste de Tukey.



70

Grafico 6 - Atividade dos farmacos testados sobre a viabilidade celular de biofilmes em formag¢do de SARM

avaliada pelo ensaio de redugdo do MTT.
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SARM - PMT CIM/2: 106,66 pg/mL; PMT CIM: 213,33 pg/mL; PMT 2x CIM: 426,66 pg/mL; PMT + OXA:
26,66 pg/mL + 10,66 pg/mL; PMT + VAN: 106,66 pg/mL + 0,5 ng/mL; OXA: 85,3 ug/mL; VAN: 1 pg/mL.
*P<0,05: Comparados com o controle de crescimento. AP<0,05: Resultados comparados com VAN. #P<0,05:
Resultados comparados com PMT CIM/2. As significancias estatisticas foram determinadas a partir da utilizagdo

de ANOVA, seguida de teste de Tukey.

6.3.3 Alteragoes morfolégicas observadas por MEV

A Figura 12 contém imagens obtidas por MEV que mostram biofilmes formados e em
formacao de SARM integros e com alteragdes morfoldgicas ocasionadas pelos tratamentos
realizados. Os controles dos biofilmes formado (A) e em formacdao (B) mostram cocos
agrupados em cachos, caracteristicos do género Staphylococcus. Tanto no biofilme formado
(C) quanto no em formagdo (D) ¢ possivel observar inibicdo celular e restos celulares que
indicam danos a estrutura de SARM, ocasionados pelo tratamento com a PMT na
concentragdo de 2x CIM (426,66 ng/mL). As imagens E e F demonstram que o tratamento
com VAN isolada (I pg/mL em ambos) na concentracdo de CIM teve pouco efeito danoso
(indicado pelas setas) as estruturas celulares dos biofilmes formado (E) e em formacao (F) de
SARM. J4 o tratamento com a CIM combinada de PMT (106,66 ng/mL) e VAN (0,5 pg/mL)
inibiu grande parte das células de ambos biofilmes, além de causar severos danos celulares,

assim como evidenciado nas imagens G (biofilme formado) e H (biofilme em formagao).
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Figura 12 - MEV dos biofilmes formado e em formagdo de SARM.

(A e B): Controle dos biofilmes formado e em formacao, respectivamente; (C e D): PMT na concentragdo 2x
CIM (426,66 ng/mL) para biofilmes formado e em formacao, respectivamente; (E e F): CIM da VAN isolada
para biofilmes formado e em formagao, respectivamente (1 pg/mL em ambos); (G e H): CIM combinado de
PMT (106,66 pg/mL) e VAN (0,5 pg/mL) para biofilmes formado e em formacdo, respectivamente. Setas:
Restos celulares indicando danos as células de SARM. A imagem H foi obtida com ampliagdo de 20.000x
(Barra: 5um), as imagens B, E, F e G forma obtidas com a ampliagdo de 40.000x (Barra: 3 um) e as imagens A,

C e D foram obtidas na ampliagdo de 60.000% (Barra: 2 pm).



72

6.3.4 Aciao preventiva da PMT frente a formacao de biofilme em cateter de silicone

Foram observadas redugdes significativas de UFC/mL em todas as concentracdes de
PMT utilizadas no tratamento do biofilme de SARM em cateter de silicone quando
comparado ao controle. A menor concentragao de PMT (4x CIM) reduziu 65% de UFC/mL de
SARM em comparacdo ao controle (P<0,05). A PMT nas concentra¢des de 16x CIM e 32x
CIM chegaram a reduzir 100% de UFC/mL em comparagdo ao controle (Grafico 7).

Grafico 7 - Contagem de colonias (% UFC/ml) de cateteres impregnados com PMT em diferentes concentragoes.
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4x CIM: 853,32 pg/mL); 8x CIM: 1.706,64 pg/mL; 16x CIM: 3.413,28 pg/mL; 32x CIM: 6.826,56 pg/mL.

*P<0,05: Comparados com o controle de crescimento e determinados por ANOVA seguida de teste de Tukey.
6.3.5 Alteracdes morfologicas observadas por MEV

A figura 13 contém imagens obtidas por MEV que mostram fragmentos de cateter de
silicone impregnados com PMT submetidos a formagao de biofilme de SARM. A imagem A
(Controle positivo) mostra cocos agrupados em cachos, caracteristicos do género
Staphylococcus. (B) evidencia a superficie do cateter dilatado, porém ndo submetido a
impregnacdo nem a formagdo de biofilme (controle negativo). Nas imagens C e D, que dizem
respeito ao fragmento tratado com a concentragdo de 8x CIM de PMT, ¢ possivel observar a
reducdo celular em comparac¢do ao controle, além de células com superficie lesionadas. Nas

imagens E e F, correspondentes ao tratamento com 16x CIM de PMT, foi observado uma
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reducdo no nmimero de células em relacdo ao controle e uma maior quantidade de restos

celulares em comparagdo ao tratamento com 8x CIM de PMT.

Figura 13 - MEV de cateter de silicone impregnado com PMT submetido a formagao de biofilme de SARM.

(A): Controle positivo; (B): Controle negativo; (C e E): PMT na concentragdo 8x CIM (1.706,64 pg/mL); (E e
F): PMT na concentracdo 16x CIM (3.413,28 pg/m); Setas: Indicam a presenga de células de SARM. As
imagens B e F foram obtidas com amplia¢@o de 20.000x (Barra: Sum), as imagens A e D foram obtidas com a

ampliagdo de 40.000x (Barra: 3 um) e as imagens C e E foram obtidas na ampliacao de 80.000x (Barra: 1 pum).
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7. DISCUSSAO

As ITU-AC representam o tipo mais comum de infec¢do relacionada a dispositivos
médicos em hospitais, especialmente nas unidades de terapia intensiva (ASSADI, 2018;
OZTURK; MURT, 2020). Stickler et al. apontaram que de 10% a 50% dos pacientes
submetidos a cateterismo de curto prazo (< 7 dias) desenvolvem ITU-AC, enquanto todos os
individuos submetidos a cateterismo de longo prazo (>28 dias) sdo afetados por essas
infecgdes (SHARMA et al., 2023; STICKLER et al., 1993).

SARM ¢ uma causa emergente de ITUs complicadas (WALKER et al., 2017), com
destaque para as ITU-ACs, que sdo frequentemente associadas a sequelas graves (FLORES-
MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; YAMAMOTO, 2016). A elevada resisténcia aos
antibioticos encontrada nas cepas de S. aureus, responsaveis por infecgdes do trato urinario
(ITU), restringe as opcdes de tratamento com antimicrobianos. Além disso, a propagacdo de
cepas multirresistentes representa um risco significativo para os pacientes em ambiente
hospitalar (YOUSEFI et al., 2016).

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que a PMT isolada possui atividade
antimicrobiana contra cepas planctonicas de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina, com
CIMs variando de 128 ug/ml a 256 pg/ml. Esses achados corroboram os resultados exibidos
por Guedes et al. (2023) , onde a PMT apresentou atividade inibitéria com CIMs variando
entre 97,66 ¢ 195,31 pg/mL para isolados de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina.
Hadji-nejad et al. (2010) obteve resultados semelhantes, com CIMs de 128 pg/mL para todos
os isolados, sensiveis e resistentes a meticilina, testados. Em nosso estudo, a PMT exerceu
efeito bactericida frente as cepas estudadas, assim como apontado por Akinjogunla et al.
(2021) em uma cepa sensivel de S. aureus.

Na associacdo de PMT e OXA, a interacdo foi sinérgica em 20% dos isolados,
enquanto 53% mostraram efeito aditivo nas cepas de S. aureus analisadas. Tais resultados sdo
consistentes com os encontrados por Hadji-nejad et al. (2010), que relataram interagdes
aditivas em todos os isolados estudados. Vale ressaltar que o efeito aditivo pode ser atribuido
ao fato de os compostos atingirem diferentes alvos durantes a agdo antimicrobiana. Autores
descrevem a atuagdo da prometazina nos sistemas enzimaticos dependentes de Ca®" como
uma possivel explicagdo para a reducao do efluxo de agentes antimicrobianos (GRIMSEY;
PIDDOCK, 2019; KAATZ et al., 2003; VARGA et al., 2017), o que pode justificar a interacao
benéfica vista entre a PMT e a OXA. Esse efeito pode ser observado por MEV, onde as
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imagens que correspondem a combinagdo PMT + OXA evidenciaram danos celulares mais
acentuados.

Poucos estudos descrevem a associagdo entre PMT e VAN, embora o antibiotico
isolado seja um importante padrao de tratamento para infec¢des por SARM, no entanto, seu
efeito nefrotdxico, dependente de concentragao, se torna um fator limitante na necessidade de
tratamento prolongado. No presente estudo, a combinagdo de PMT e VAN apresentou
interagdo farmacologica aditiva em 80% das estirpes. Resultados semelhantes foram obtidos
por Rahbar et al. (2010), onde a associagdo entre os farmacos frente a cepas de Enterococcus
faecium exibiu efeito aditivo. Nesse sentido, a terapia combinada se destaca por permitir
ajustes posologicos, mitigando potenciais efeitos adversos (CHANG et al., 2023; DE MATOS
et al., 2023).

Os experimentos conduzidos com citometria de fluxo demonstraram um aumento na
absorcao de IP por células bacterianas apos o tratamento com PMT, e quando comparado ao
controle, a associagdo de PMT + OXA também apresentou uma maior captacao de IP em
relacdo aos tratamentos isolados. Tendo em vista que IP € um corante vital impermeavel na
membrana plasmatica integra (MCGAHON et al., 1995), esses resultados revelam uma
diminuicdo da viabilidade dessas células, o que sugere alteragdes na permeabilidade da
membrana celular bacteriana, observadas no processo de morte celular. Tal consequéncia ¢
apontada em estudos anteriores como um dos mecanismos subjacentes de farmacos
fenotiazinicos (EL-NAKEEB et al., 2011; GRIMSEY; PIDDOCK, 2019; LAGADINOU et
al., 2020; MOHIUDDIN; NGUYEN; ORMAN, 2022).

Outro efeito da PMT contra S. aureus, observado através de analises de citometria de
fluxo, € a ocorréncia de danos ao DNA. A partir do ensaio TUNEL, que consiste na adi¢ao de
nucleotideos marcados (dUTP-FITC) a extremidade 3’ exposta em cada fragmento de DNA
durante o processo apoptotico (MAJTNEROVA; ROUSAR, 2018), foi possivel observar
danos intensos ao material genético das células de SARM tratadas com PMT, em comparagao
ao controle. Além disso, a CIM combinada de PMT e OXA ocasionou maior fragmentagado ao
DNA em comparacdo a OXA e PMT isoladas.

No que diz respeito aos mecanismos de a¢do antimicrobiana mencionados na literatura,
Akinjogunla ef al. (2021) e Brilhante et al. (2018) indicam que, assim como proposto no
presente estudo, um dos efeitos da PMT no tratamento antimicrobiano ¢ elevar a
permeabilidade da membrana, além de interagir com o material genético das células, inibindo
a replicacdo do DNA dos isolados sob andlise (LEHTINEN; LILIUS, 2007; MARTINS et al.,
2008; VARGA et al., 2017).
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A capacidade de formagdo de biofilme do S. aureus é crucial para seu destaque como
um dos agentes infecciosos mais importantes no contexto hospitalar (KAUSHIK et al., 2024).
Células de S. aureus, quando imersas na matriz do biofilme, manifestam propriedades
fenotipicas tunicas que lhes conferem alta resisténcia frente ao sistema imune do hospedeiro e
aos antimicrobianos comuns. Por esse motivo, as infec¢des associadas a biofilmes sdo
prolongadas, recorrentes e de dificil tratamento (FIGUEIREDO et al., 2017; IDREES et al.,
2021; KAUSHIK et al., 2024; SCHILCHER; HORSWILL, 2020; SILVA et al., 2021).

O biofilme bacteriano ¢ uma estrutura complexa coordenada por um conjunto de
mecanismos regulatorios que habilitam as bactérias a identificar e reagir a uma diversidade de
fatores bioticos e abioticos (GUO et al., 2020; SCHILCHER; HORSWILL, 2020). A maior
parte dos antibidticos usados clinicamente sdo formulados com o foco em células
planctonicas; consequentemente, o tratamento antibiotico direcionado a biofilmes requer uma
terapia prolongada e em doses elevadas. Contudo, o tratamento cronico pode aumentar o risco
de resisténcia antimicrobiana e toxicidade medicamentosa, em razdo da capacidade de
adaptacao complexa e rapida da populagao de biofilme (PENG et al., 2022), o que torna
urgente a identificacdo de atividade anti-biofilme em medicamentos clinicamente aprovados
(RIBEIRO et al., 2016; RICHTER; VAN DEN DRIESSCHE; COENYE, 2017).

Nesse sentido, a investigacdo do presente estudo sobre a atividade da PMT frente a
biofilme formado demonstrou que o farmaco reduziu mais de 90% da viabilidade celular dos
biofilmes maduros de SASM e SARM. Resultado notavel, considerando que a penetragao do
medicamento ¢ dificil devido a densa camada polimérica que se forma; além da baixa
disponibilidade de oxigé€nio e nutrientes, que afetam o metabolismo das bactérias, tornando a
acao de medicamentos desafiadora (PARASTAN et al., 2020; SHARMA et al., 2023). Assim,
esses achados destacam o potencial da PMT no combate a biofilmes robustos.

Frente ao biofilme em desenvolvimento, a redugdo ocasionada pelo tratamento com
PMT chegou a 98% tanto para cepas sensiveis quanto resistentes de S. aureus. O que
classifica o anti-histaminico como uma possivel alternativa eficaz na prevengao de biofilmes
em tecidos bioldgicos e materiais hospitalares. Resultados similares foram encontrados por
Guedes ef al. (2023) onde a PMT na concentragao de 390,62 pg/mL reduziu 80,71% do
biofilme de S. aureus, enquanto em outro estudo, realizado pelo mesmo grupo, a inibi¢cao do
biofilme em crescimento tratado com PMT na concentragao de CIM foi de 41,1% (GUEDES
et al., 2023a).

No que diz respeito aos tratamentos realizados em combinagdo com os antibidticos, os

resultados obtidos indicam que a PMT tem o potencial de alterar a estrutura do biofilme dos
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isolados testados (GRELA; KOZLOWSKA; GRABOWIECKA, 2018), atuando como
adjuvante de OXA e VAN, visto que a associacdo dos farmacos demonstrou ser tdo eficaz ou
até superior na prevengao ¢ combate aos biofilmes de SASM e SARM, em comparagdo com o
uso individual de cada farmaco. Além disso, todas as CIMs associadas apresentaram uma
eficacia superior a da VAN, que é o medicamento de primeira linha para tratar infecgdes por
cepas resistentes de S. aureus (DAVID; DAUM, 2017).

Acredita-se que a atividade antimicrobiana da prometazina seja consequéncia de uma
variedade de mecanismos pelas quais a droga interage com esses microrganismos (Figura 14)
(GUEDES et al., 2023a). Dawan e Ahn (2022) relataram que a prometazina como inibidora
de bomba de efluxo atua ndo apenas interrompendo a exportagdo de moléculas nocivas, como
antimicrobianos, mas também inibindo o efluxo de moléculas sensiveis ao quérum, essenciais
para a formacao e manutencdo de biofilmes. Também se propde que a prometazina tenha a
capacidade de influenciar a expressao génica dependente de quorum, podendo modificar a
patogenicidade, viruléncia e resisténcia a antibidticos (GABOR VARGA et al., 2011,
GAJDACS; SPENGLER, 2019b; GRIMSEY; PIDDOCK, 2019; OBAID et al., 2024;
VARGA et al., 2017).

Figura 14 — Possiveis mecanismos de agdo da prometazina frente biofilme de S. aureus.
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Ademais, pesquisas sugerem que os medicamentos fenotiazinicos possuem a
capacidade de reduzir aderéncia de patdgenos nas células endoteliais (LAGADINOU et al.,
2020; VARGA et al., 2017), um processo chave para a formac¢do e fixacdo do biofilme
(SELVARAJ; PRIYA; SINGH, 2019). Isso ocorre devido a habilidade desses farmacos de
inibir a Sortase A (SrtA), enzima responsavel por ancorar proteinas de superficie a parede
celular bacteriana e que desempenha um papel vital na viruléncia de bactérias Gram-positivas,
incluindo S. aureus. Em virtude disso, a SrtA se torna um alvo promissor para potencializar
tratamentos farmacologicos (ALHARTHI et al., 2021; ESCAICH, 2010; OBAID et al., 2024;
SELVARALJ; PRIYA; SINGH, 2019; VERMOTE; VAN CALENBERGH, 2017).

Cepas de SARM estdo entre os principais patogenos isolados de implantes urinarios e
representam uma causa significativa de infec¢des persistentes com complicagdes severas
(CALDARA et al., 2022; KARAKONSTANTIS; KALEMAKI, 2018; YOUSEFI et al.,
2016). Walker e colaboradores (2017) demostraram que patogénese de ITU-CA por S. aureus
resistente a meticilina se assemelha a patogénese observada nas infec¢des de cateter venoso e
doenga sistémica. Neste processo, 0 SARM se beneficia da presenca do fibrinogénio (Fg), que
¢ secretado como parte da reacdo inflamatdria desencadeada pela presenca de um objeto
estranho, para mediar a colonizagdo da bexiga e do cateter. Além disso, o microrganismo
intensifica a inflamagdo causada pelo implante ao produzir citocinas pro-inflamatorias, que
estimulam a liberagdo e acumulo de Fg no ambiente. Isso contribui para a criagdo de um
biofilme robusto ligado a fibrina, que permite a replicagdo bacteriana enquanto protege a
estrutura do ataque de células imunoldgicas que chegam em resposta a infeccao (FLORES-
MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; ZHENG et al., 2018b).

No contexto de ITU-AC ocasionadas ao cateterismo de longo prazo, o tratamento
profilatico com antibioticos nao ¢ recomendado pelo risco de resisténcia antimicrobiana
(CORTESE et al., 2018; FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019). Atualmente a
terapia se concentra em prevenir a formacdo de biofilmes nesses implantes, utilizando a
estratégia de impregnagdo de antimicrobianos e antissépticos nesses materiais. (CORTESE et
al., 2018; FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; PARIDA; MISHRA, 2013).
Diante desse cendrio, a identificacdo de uma abordagem que evite a adesdo do biofilme ao
urotélio e ao material implantado pode se tornar uma estratégia eficaz no combate a essas
infecgdes. No presente estudo a PMT demonstrou atividade preventiva contra biofilme de
SARM nos fragmentos de cateter tratados com o fArmaco. Observou-se ainda uma relagdo
concentracdo dependente, em que para as maiores concentragdes PMT chegou a inibir

totalmente a formagao de biofilmes.
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Embora haja evidéncias da eficacia da PMT contra biofilmes, existe uma lacuna nos
estudos publicados sobre sua capacidade de proteger equipamentos médico-hospitalares, o
que ressalta a relevancia de tal abordagem. Considerando os mecanismos de agdo contra
biofilmes da PMT mencionados em estudos anteriores (GRIMSEY; PIDDOCK, 2019; LI et
al., 2021; VARGA et al., 2017), e os resultados obtidos nesta pesquisa, concluimos que a
PMT pode ser classificada como um agente antimicrobiano promissor para ser utilizado no

revestimento antibacteriano de dispositivos urinarios de uso prolongado.
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8. CONCLUSAO

Os achados da pesquisa indicam que a PMT representa uma opgao eficaz no combate a
células planctdnicas e biofilmes compostos por cepas de S. aureus, sensiveis e resistentes a
meticilina, além da capacidade de perturbar a integridade da membrana plasmatica celular,
podendo também provocar fragmentacdo no DNA das células afetadas. Os resultados também
revelaram que a PMT tem potencial para ser aplicado na clinica como protetor em cateteres
urinarios revestidos de silicone, com o intuito de diminuir o risco de infec¢des associadas a
esses dispositivos. Porém, futuros estudos in vivo devem ser conduzidos a fim de avaliar a

eficacia dessa substancia e referenda-la em preparagdes destinadas ao uso antibacteriano.
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