
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGÁ 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE ANÁLISES CLÍNICAS E BIOMEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOCIÊNCIAS E 

FISIOPATOLOGIA 
 

 

 

 

 

 

 

BRUNA RENATA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade da polimixina B associada à tiossemicarbazida derivada do (-)-

canfeno ou ao carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona contra  Enterobacteriaceae 

resistentes aos carbapenêmicos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maringá 

2019 



BRUNA RENATA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade da polimixina B associada à tiossemicarbazida derivada do (-)-

canfeno ou ao carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona contra  Enterobacteriaceae 

resistentes aos carbapenêmicos 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Biociências e Fisiopatologia do Departamento de 

Análises Clínicas e Biomedicina, Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Estadual de Maringá, como 

requisito parcial para obtenção do título de Mestre em 

Biociências e Fisiopatologia 

Área de concentração: Biociências e Fisiopatologia 

Aplicadas à Farmácia 

 

Orientadora: Prof.a Dr.a Vera Lucia Dias Siqueira  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maringá 

2019 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 

(Biblioteca Central - UEM, Maringá, PR, Brasil) 
 

 

S618a  

 
Silva, Bruna Renata 
   Atividade da polimixina B associada à tiossemicarbazida derivada do  
(-)-canfeno ou ao carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona contra 
Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos / Bruna Renata Silva. -- 
Maringá, PR, 2020. 
   52 f.: il. color., figs., tabs., maps. 
 

   Orientadora: Profa. Dra. Vera Lucia Dias Siqueira. 

   Dissertação (Mestrado) - Universidade Estadual de Maringá, Centro de Ciências da 

Saúde, Departamento de Análises Clínicas e Biomedicina, Programa de Pós-

Graduação em Biociências e Fisiopatologia (PBF), 2020. 

 
 1. Enterobacteriaceae. 2. Tiossemicarbazida. 3. Resistência microbiana a 

medicamentos. 4. Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona. 5. Polimixina B. I. 

Siqueira, Vera Lucia Dias , orient. II. Universidade Estadual de Maringá. Centro de 

Ciências da Saúde. Departamento de Análises Clínicas e Biomedicina. Programa de 

Pós-Graduação em Biociências e Fisiopatologia (PBF). III. Título. 

 
 CDD 23.ed. 615 

Rosana de Souza Costa de Oliveira - 9/1366 



 



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a todos que me apoiaram  

ao longo desses anos. 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente à minha orientadora que confiou em mim e teve paciência. 

Agradeço à minha mãe e meu irmão que foram compreensíveis com a minha ausência e que 

não me deixaram de lado nunca. 

Agradeço a todos os professores que tive o prazer de conhecer ao longo da graduação em 

biomedicina e ao longo desses dois anos de mestrado, pois sem eles eu não estaria aqui. 

Agradeço ao meu amigo Marcelo por estar comigo e com o Mork na vida. 

Agradeço à minha namorada que esteve presente nos momentos mais difíceis e que sempre 

me incentivou a continuar. 

Agradeço aos meus amigos Bruno, Pedro, Caroline, Laís e Ana Vitória que fizeram meus 

anos serem incríveis. 

Agradeço aos meus amigos do laboratório de Bacteriologia Médica, em especial a Beatriz, 

Paula e Pedro, que sempre me auxiliaram e estiveram comigo nesses dois anos. 

Agradeço aos meus amigos do dia a dia que estiveram presentes de maneira indireta, mas que 

também são importantes.  

Agradeço a todos envolvidos direta e indiretamente na realização desse trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lembre-se:  

A pressão faz parte do sucesso. 



Atividade da polimixina B associada à tiossemicarbazida derivada do (-)-

canfeno ou ao carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona contra  Enterobacteriaceae 

resistentes aos carbapenêmicos 

 

RESUMO 

A emergência de isolados clínicos de espécies bacterianas pertencentes à família 

Enterobacteriaceae apresentando resistência aos antimicrobianos de última geração, como os 

carbapenêmicos, tem sido cada vez mais frequente. A polimixina B (PB) representa um dos 

poucos recursos disponíveis para o tratamento de infecções por Enterobacteriaceae 

resistentes aos carbapenêmicos (ERC). No entanto, com o aumento do uso de PB na prática 

clínica, a emergência de bactérias Gram-negativas PB-resistentes vem sendo reportada em 

diversas regiões do mundo. A fim de contribuir para a redução da toxicidade da terapia 

antimicrobiana e resistência bacteriana, associações medicamentosas têm sido utilizadas como 

alternativas terapêuticas para pacientes com infecções por ERC PB-resistentes.  

Tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) possui atividade antimicrobiana relatada em 

fungos e micobactérias. Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) é um conhecido 

inibidor de bomba de efluxo, descrito na literatura como um modulador da atividade da 

colistina (polimixina E), diminuindo a concentração inibitória mínima (CIM) deste 

antimicrobiano em diversas bactérias Gram-negativas. Nesse sentido, este estudo teve como 

objetivo avaliar a ação combinada da TSC ou CCCP com PB sobre isolados de ERC PB-

sensíveis e -resistentes. A CIM da PB, TSC e CCCP foram determinadas por microdiluição 

em caldo. O efeito da TSC ou CCCP na atividade de PB em ERC foi determinado pelo fator 

de modulação (FM), curva de tempo de morte e ensaio de acúmulo de brometo de etídio. Os 

resultados desse trabalho foram apresentados em forma de manuscrito no capítulo II. A TSC e 

o CCCP mostraram efeito modulador na atividade da PB em todos os isolados PB-resistentes 

(variação do FM de 4 a > 64). Assim, diferentes concentrações de TSC ou CCCP resgataram a 

atividade da PB em ERCs inicialmente PB-resistentes, com reversão das CIMs para pontos de 

corte de sensibilidade. No entanto, o mesmo padrão de redução na CIM da PB não foi 

observado em ERCs PB-sensíveis. O ensaio de curva de tempo de morte mostrou que uma 

concentração 64 vezes menor que a CIM da PB associada a TSC reduziu em > 2 log10 o 

número de viáveis de um isolado clinico PB-resistente, entretanto essa redução não se 

manteve ao longo de 24 h. Diferente do CCCP, o resgate da atividade da PB pela TSC pode 

não ser em consequência da inibição de bombas de efluxo. Em conclusão, nossos resultados 



destacam que a TSC resgatou a sensibilidade de isolados clínicos de ERC para PB. Embora 

mais estudos devam ser realizados para entender o papel da TSC na modulação da atividade 

da PB, esta combinação pode representar uma opção no tratamento de infecções por ERC PB-

resistentes. 

Palavras-chave: Enterobacteriaceae. Resistência microbiana a medicamentos. Polimixina B. 

ASDASDASDSIITiossemicarbazida. Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Polymyxin B activity in combination with thiosemicarbazide (-)-camphene 

derivative or Carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone against carbapenem-

resistant Enterobacteriaceae 

 

ABSTRACT 

The emergence of clinical isolates of bacterial species belonging to the Enterobacteriaceae 

family showing resistance to the latest generation antimicrobials, such as carbapenems, has 

been increasingly frequent. Polymyxin B (PB) is one of the few resources available for the 

treatment of carbapenem resistant Enterobacteriaceae (CRE) infections. However, with the 

increasing use of PB in clinical practice, the emergence of PB-resistant Gram-negative 

bacteria has been reported in several regions of the world. In order to contribute to the 

reduction of antimicrobial therapy toxicity and bacterial resistance, drug combinations have 

been used as therapeutic alternatives for patients with PB-resistant CRE infections. (-)-

camphene-based thiosemicarbazide (TSC) has reported antimicrobial activity in fungi and 

mycobacteria. Carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) is a known efflux pump 

inhibitor, reported as a modulator of colistin (polymyxin E) activity, decreasing the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of this antimicrobial in several Gram-negative. In this sense, 

this study aimed to evaluate the combined action of TSC or CCCP with PB on PB-sensitive 

and resistant CRE isolates. The MIC of PB, TSC and CCCP were determined by broth 

microdilution. The effect of TSC or CCCP on PB activity in CRE was determined by 

modulation factor (MF), death time curve and ethidium bromide accumulation assay. The 

results of this work were presented in manuscript form in chapter II. TSC and CCCP showed 

modulating effect on PB activity in all PB-resistant isolates (FM range 4 to > 64). Thus, 

different concentrations of TSC or CCCP rescued PB activity in initially PB-resistant CREs, 

with reversal of MICs to sensitivity cutoffs. However, the same reduction pattern in PB MIC 

was not observed in PB-susceptible CREs. The time-kill curve assay showed that a 

concentration 64 times lower than the TSC-associated PB MIC reduced by > 2 log10 the 

number of viable PB-resistant clinical isolates, however this reduction was not maintained 

over 24 h. Unlike CCCP, TSC rescue of PB activity may not be due to inhibition of efflux 

pumps. In conclusion, our results highlight that TSC rescued the sensitivity of clinical isolates 

from CRE to PB. Although further studies should be conducted to understand the role of TSC 

in modulating PB activity, this combination may represent an option in the treatment of PB-

resistant CRE infections. 



 

Keywords: Enterobacteriaceae. Drug resistance. Polymyxin B. Thiosemicarbazide. Carbonyl 

ASDASDAcyanide-m-chlorophenylhydrazone. 
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CAPÍTULO I 

 

1.1 INTRODUÇÃO  

A resistência aos antimicrobianos é uma crescente ameaça à saúde humana, de 

tal forma que, segundo estimativa, em 2050 a resistência antimicrobiana poderá ser 

responsável por dez milhões de mortes se medidas urgentes não forem tomadas (1). 

Diversos estudos têm reportado que a resistência bacteriana é uma realidade não apenas 

no ambiente hospitalar, mas também influencia o resultado do tratamento de pacientes 

da comunidade com infecções por bactérias multirresistentes (2–4). Para amenizar este 

problema estratégias consideradas cruciais, como a diminuição do uso inadequado de 

antimicrobianos e o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas, capazes de 

contornar o fenômeno da resistência, necessitam ser urgentemente tomadas (5).  

 

1.1.2 Enterobacteriaceae 

Em 2016, a Organização Mundial da Saúde definiu uma lista de bactérias 

resistentes que deveriam ter prioridade na pesquisa e desenvolvimento de fármacos, na 

qual Enterobacteriaceae resistentes às cefalosporinas de terceira geração e 

carbapenêmicos figuram como prioridade crítica (5).  

Bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae, também conhecidas como 

enterobactérias, são bacilos Gram-negativos comumente envolvidos em infecções. 

Embora pertençam a microbiota intestinal de humanos e animais, espécies pertencentes 

a esta família são capazes de causar desde infecções simples, como uma cistite não 

complicada, até graves infecções de corrente sanguínea que podem levar o indivíduo à 

morte em poucas horas  (6).  Enterobacteriaceae, especialmente Escherichia coli e 

Klebsiella pneumoniae, representam a principal causa de infecções adquiridas tanto na 

comunidade como em hospitais (7). 

A facilidade de disseminação entre os seres humanos, especialmente pelo 

contato com as mãos, além da grande capacidade de adquirir diversos mecanismos de 

resistência, fazem das Enterobacteriaceae uma das mais importantes fontes de 

preocupação para a terapia clínica (8).  
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1.1.3 Enterobactérias Resistentes aos Carbapenêmicos 

Os carbapenêmicos representam a última geração de antimicrobianos β-

lactâmicos, e apresentam o melhor espectro de ação da classe, atuando em bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas. De modo geral, a atividade bactericida dos β-

lactâmicos é atribuída à presença do anel β-lactâmico em seu núcleo estrutural, sendo a 

cadeia lateral responsável pelo seu espectro de ação. Devido a estrutura diferenciada da 

cadeia lateral do anel β-lactâmico, os carbapenêmicos são menos suscetíveis a hidrólise 

pelas enzimas β- lactamases (9).  

Os β-lactâmicos, inclusive os carbapenêmicos atuam se ligando às proteínas 

ligadoras de penicilina (PLP), levando a interrupção do crescimento e estruturação das 

paredes celulares bacterianas (9). Imipenem, meropenem e ertapenem são os principais 

carbapenêmicos utilizados na clínica médica para o tratamento de infecções graves (10). 

Enterobacteriaceae podem ser resistentes aos carbapenêmicos por dois mecanismos 

principais: i- aquisição de genes que codificam carbapenemases, enzimas capazes de 

degradar praticamente todos os β-lactâmicos; ii- diminuição na permeabilidade da 

membrana externa ao antimicrobiano associada a superexpressão de enzimas β-

lactamases com baixa afinidade aos carbapenêmicos, como AmpC e ESBL (extended-

spectrum β-lactamases) (8). 

Enterobacteriaceae, especialmente K. pneumoniae e E. coli, são frequentemente 

relatadas como portadoras de genes que codificam duas das principais subclasses de 

carbapenemases, a K. pneumoniae carbapenemase (KPC) e a New Delhi metalo-β-

lactamase (NDM) (7). Oxacilinase-48 (OXA-48), uma outra carbapenemase já relatada 

nestas espécies, é a terceira mais detectada no mundo (7).  

A prevalência de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos (ERC) são 

geralmente dependentes da localização geográfica, porém K. pneumoniae tem sido a 

espécie de ERC mais isolada no mundo (11). Os países com as taxas mais elevadas de 

ERC são principalmente Grécia, Itália, Brasil e China, e também outros países como 

EUA e Colômbia. As taxas de K. pneumoniae resistente aos carbapenêmicos na Grécia 

chegaram a 64 % e na Itália a 29 %  no ano de 2017 (12). No Brasil, um estudo 

conduzido em São Paulo no período de 2011 a 2015 observou um aumento de 6,8 % em 

2011 para 35,5 % em 2015 na taxa de K. pneumoniae resistentes aos carbapenêmicos 

(13).  
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A taxa de mortalidade por infecções causadas por ERC é de 50 % (14) e o 

tratamento de infecções graves por estes multirresistentes geralmente estão baseados em 

esquemas terapêuticos caracterizados por toxicidade aumentada ou farmacocinética de 

baixo desempenho (15).  

O aumento da resistência em diversos microrganismos tem gerado programas 

governamentais de incentivos econômicos para o desenvolvimento de novos 

antimicrobianos e para acelerar os processos de avaliação e liberação de novas 

moléculas para o uso clínico. Desses incentivos surgiram diversas novas combinações 

de β-lactâmicos e inibidores de β-lactamases, bem como novas moléculas, muitas delas 

em fase de avaliação clínica (16). 

Ceftazidima-avibactam, imipenem-relebactam e meropenem-vaborbactam são 

alguns exemplos de novas combinações de β-lactâmicos com inibidores de β-lactamases 

capazes de inibir diversos tipos de enzimas, inclusive carbapenemases. Porém nenhuma 

destas combinações tem efetividade contra bactérias produtoras de carbapenemases do 

tipo metalo-β-lactamase, como a NDM produzida por algumas ERCs. O aztreonam, um 

β-lactâmico não hidrolisado pelas metalo-β-lactamases, têm sido testado associado ao 

avibactam para aumentar o espectro de ação contra ERCs (17,18). O cefiderocol é uma 

nova cefalosporina com potente ação contra microrganismos patogênicos Gram-

negativos como Enterobacteriaceae e não fermentadores, incluindo produtores de 

carbapenemases do tipo KPC e NDM (19). Esta nova cefalosporina foi recentemente 

aprovada pelo comitê americano Food and Drug Administration (FDA) para tratamento 

de pacientes maiores de 18 anos com infecção urinária complicada causada por BGN 

não sensíveis à outras opções terapêuticas. A eficácia e segurança terapêutica do 

cefiderocol ainda não foram estabelecidas para o tratamento de infecções em outros 

sítios anatômicos (20). 

Outros agentes antimicrobianos não β-lactâmicos estão sendo estudados para o 

tratamento de ERC. Um agente promissor é a Eravaciclina, um derivado sintético da 

tetraciclina. Este antimicrobiano mostrou ser 2 a 4 vezes mais potente que a tigeciclina 

contra ERCs, entretanto também não demonstrou boa atividade contra BGN produtores 

de metalo-β-lactamases (21). Essas novas opções terapêuticas, embora com efeito 

promissor contra ERCs apresentam como principal fator limitante para sua aplicação 

clínica o alto custo de produção. 
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1.1.4   Polimixinas   

As polimixinas foram descobertas em 1947, representadas por um grupo de 

cinco antibióticos polipeptídicos (polimixina A-E). A colistina (polimixina E) e a PB 

são as únicas utilizadas na prática clínica e são ativas contra a maior parte das bactérias 

Gram-negativas, como as Enterobacteriaceae, incluindo E. coli, Klebsiella spp., 

Enterobacter spp., Citrobacter spp., Salmonella spp. e Shigella spp (22).  

Polimixinas são polipeptídios catiônicos, constituídos por um heptapeptídeo 

cíclico que possui uma cadeia lateral de tripeptídeo acilada na porção N-terminal por 

uma cauda de ácido graxo (Figura 1), sendo sua toxicidade explicada em partes devido a 

suas propriedades hidrofóbicas fornecidas pelo ácido graxo N-terminal (23).  

Diversos mecanismos de ação das polimixinas têm sido descritos, mas o exato 

mecanismo pelo qual esses antimicrobianos atuam como bactericidas ainda não está 

totalmente esclarecido (24). A ação mais conhecida está relacionada a sua interação 

com o lipídio A do lipopolissacarídeo (LPS) da membrana das bactérias Gram-

negativas, tal interação ocorre entre o ácido α,γ-diaminobutírico (Dab) da polimixina, 

carregado positivamente, com os grupos fosfatos do lipídio A carregados 

negativamente, há também o deslocamento de cátions divalentes, como o Mg ²+ e Ca²+ 

do fosfolipídio da membrana (25). Com isso há o vazamento do conteúdo 

citoplasmático, pois a desestabilização do fosfolipídio leva ao aumento da 

permeabilidade da membrana. Ou seja, por ser um agente catiônico, possui afinidade 

pela membrana externa, em especial pelo LPS de bactérias Gram-negativas. Essa 

atração pelo LPS facilita a passagem da molécula pela parede bacteriana e sua ação 

contra a bicamada fosfolipídica da membrana interna, levando à lise celular (26).  

Embora haja grandes evidências da membrana como o único alvo das 

polimixinas, existem relatos de mecanismos alternativos de ação como a ligação com 

ribossomos, interferência na respiração celular por inibição das enzimas NADH oxidase 

e citocromo redutase e inibição da divisão celular (24).  

A PB foi usada durante décadas para o tratamento de infecções por bactérias 

Gram-negativas, porém, na década de 1980 seu uso foi reconsiderado devido a sua alta 

toxicidade e ao desenvolvimento de novos antimicrobianos menos tóxicos e efetivos. 

Contudo, com o surgimento de bactérias Gram-negativas multirresistentes, inclusive 

ERCs, as polimixinas voltaram como uma opção terapêutica (23,27). Entretanto, ERCs 

resistentes às polimixinas têm sido frequentemente relatadas como agentes de infecções 
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em diversos hospitais do mundo (28). Em 2006, foi publicado o primeiro relatório sobre 

a resistência a polimixina em Enterobacteriaceae e após esse primeiro relatório, as 

taxas de resistência foram aumentando ao longo dos anos seguintes (28). 

. 

 

Figura 1. Molécula de Polimixina B (29). 

 

1.1.5 Mecanismos de Resistência às Polimixinas  

Com algumas diferenças entre as espécies de bactérias, a maioria dos 

mecanismos de resistência às polimixinas, descritos na literatura, envolve a alteração do 

lipídio A do LPS da membrana externa (30). Essa modificação do LPS é principalmente 

mediada pelos sistemas reguladores de dois componentes PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB 

(23).  

Um grande número de genes e operons tem sido descrito como responsáveis 

pelas modificações no LPS (síntese e/ou adição dos grupos catiônicos). O operon 

pmrCAB codifica a PmrC, uma fosfoetanolamina (pEtN) fosfotransferase (responsável 

pela adição de pEtN no LPS), o regulador de resposta PmrA (também conhecido como 

BasR) e o PmrB (também conhecido como BasS). O gene pmrE e o operon 

pmrHFIJKLM (também conhecido como arnBCADTEF ou operon pbgP) são 

responsáveis pela  síntese e adição do grupo L-aminoarabinose (L-Ara4N) no lipídeo A 

(31). Os genes PmrA/PmrB codificam o sistema de dois componentes PmrAB. Quando 

a bactéria é fagocitada esse sistema é ativado para a sobrevivência da bactéria, 

inicialmente a proteína PmrB com função de tirosina quinase ativa a PmrA que leva a 

transcrição dos operons pmrCAB, pmrHFIJKLM e o gene pmrE. Ainda mutações nos 

genes PmrA/PmrB ativam o sistema de dois componentes PmrA/PmrB (32) levando a 
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uma regulação positiva de genes e operons responsáveis pela síntese e adição de grupos 

catiônicos no lipídeo A (23).  

O sistema de dois componentes PhoPQ é um regulador bem conhecido de 

remodelamento de envelopes, principalmente para o lipídio A no LPS, e contribui para a 

resistência bacteriana à resposta imune inata (33). Sendo que alterações nesse sistema 

também levam a adição de grupos catiônicos no LPS como a pEtN e/ou grupo L-Ara4N. 

A adição desses grupos catiônicos diminui a negatividade do LPS, diminuindo a 

afinidade da molécula polimixina pela membrana externa da bactéria (23,34).  

Um outro mecanismo de resistência às polimixinas comumente observado em K. 

pneumoniae é a inativação, por mutação, do gene mgrB  relacionado com a codificação 

de uma proteína que regula negativamente o sistema de dois componentes phoP/phoQ, 

tal mutação também pode levar a uma regulação positiva do operon responsável pela 

adição de L-Ara4N (32).  

 

 

Figura 2. Vias de regulação de modificações do LPS em K. pneumoniae (23). 

 

Em 2015, Liu et. al. relataram a identificação de um novo mecanismo de 

resistência às polimixinas mediado por um gene plasmidial, mcr-1 (35). Este gene 

codifica uma família de enzimas fosfoetanolamina transferases que expressas resultam 

na adição de fosfoetanolamina ao lipídeo A (36). Até 2016, o gene mcr-1 já havia sido 

detectado em 16 países (Figura 3) (37) e diversos outros genes homólogos mcr (mcr-2-

8) já foram identificados (38).  
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Figura 3. Distribuição global do gene mcr-1 até 2016 (37).  

 

Além da alteração do LPS, diferentes bombas de efluxo (BE) têm sido 

relacionadas à resistência às polimixinas.  Bombas de efluxo são proteínas de transporte 

localizadas na parede celular bacteriana, responsáveis pela extrusão de diferentes 

substratos, inclusive antimicrobianos, do interior da célula e assim, podem contribuir 

para a resistência bacteriana (39).  

Bombas de efluxo em bactérias Gram-negativas são complexas devido a 

estrutura em bicamada da parede celular que gera a necessidade de BE do tipo 

tripartidas, como da superfamília RND (resistance-nodulation-division). BEs do tipo 

RND, especialmente AcrAB têm sido amplamente reportadas como responsável por 

multirresistência em isolados da família Enterobacteriaceae (40). 

Proteínas transportadoras Sap (sensitivity to antimicrobial peptides), relatadas 

em Salmonella Typhimurium, E. coli e K. pneumoniae, é uma BE composta por 5 

proteínas codificadas pelo operon sapABCDF. Este operon parece estar relacionado à 

resistência intrinseca à PB em Proteus mirabilis (30).   Em K. pneumoniae, a KpnEF, 

uma BE da família SMR (small multidrug resistance), medeia a resistência a diversos 

antimicrobianos, inclusive colistina (41).  As BEs AcrAB–TolC foram relacionadas ao 

aumento da resistência à polimixina em isolados de E. coli e a expressão dessas BE é 

dependente do sistema phoP/phoQ (42).  

A formação de cápsula também é relatada como um mecanismo de resistência a 

polimixina, demonstrando que cepas resistentes podem apresentar cápsulas com muitas 

camadas organizadas, podendo ainda essa organização ser devida a inativação do gene 

mgrB (43). 
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1.1.6 Inibidores de Bombas de Efluxo  

Considerando a importância das BE na mediação da resistência bacteriana, inibir 

esses sistemas de transporte pode potencializar a atividade dos antimicrobianos (44).  

Inúmeros inibidores de bombas de efluxo (IBE) tem sido testados em bactérias 

Gram-negativas, como o carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP), 2,4-

dinitrofenol (DNP), fenilalanil-arginil-β-naftilamida (PABN), reserpina, omeprazol e 

verapamil (39).  

O CCCP é um importante IBE em bactérias e em alguns estudos já foi 

demonstrado sua capacidade em reduzir a concentração inibitória mínima (CIM) da 

colistina (39,45,46). Wentão et al. (2016) observaram reduções significativas nas 

concentrações inibitórias mínimas (CIMs) da colistina quando associada ao inibidor de 

BE CCCP em bacilos Gram-negativos (46). Embora os mecanismos envolvidos nessa 

diminuição da CIM não sejam totalmente conhecidos, esses autores sugerem que o 

CCCP, neste caso, não atue como IBE, mas sim restaurando a carga negativa das 

bactérias pelo rompimento da força motriz do próton (46).  

 

1.1.7 Busca por Novos Agentes Antibacterianos 

Embora as estratégias terapêuticas busquem por alternativas e melhorias, o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos menos tóxicos não acompanha o ritmo 

acelerado do avanço da resistência bacteriana, o que contribui para altas taxas de 

morbidade e mortalidade. Moléculas com propriedades farmacológicas satisfatórias são 

utilizados frequentemente como produtos de partida para síntese de derivados ativos 

biologicamente (47). O desenvolvimento de fármacos com atividade contra bactérias 

resistentes, com estruturas e mecanismos de ação diferentes não são vistos há muito 

tempo, o que dificulta o tratamento e intensifica a necessidade da busca por novas 

opções de antibacterianos (48). 

 

1.1.8 Tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno 

Tiossemicarbazidas representam uma classe de compostos importantes, devido a 

sua capacidade de sofrer várias modificações estruturais possibilitando a síntese de 

compostos com propriedades diversas. Tiossemicarbazidas são compostas basicamente 
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por carbono, nitrogênio e enxofre e a sua obtenção ocorre principalmente através de 

reações entre isotiocianatos e hidrazinas (49). Devido as características já descritas e a 

necessidade do desenvolvimento de antimicrobianos, as tiossemicarbazidas têm sido 

alvo de diferentes estudos e já demonstraram atividade contra algumas espécies de 

bactérias, fungos e protozoários. Além disso, derivados de tiossemicarbazidas têm 

demonstrado baixa citotoxicidade para células de mamíferos (47,50,51). 

O (-)-canfeno, um monoterpeno bicíclico (Figura 4), encontrado em altas 

concentrações, principalmente no óleo essencial das folhas e flores de Thymus vulgaris, 

possui propriedades expectorantes, espasmolíticas e antimicrobianas o que estimula sua 

utilização como fármaco e como protótipo para a obtenção de novas moléculas bioativas 

(52). 

Tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) foi sintetizada (Figura 5) e  

caracterizada previamente (47), apresentando comprovada atividade antifúngica 

(47,53,54). Yamaguchi et al. observaram que a incorporação do (-)-canfeno à 

tiossemicarbazida melhorou o efeito antifúngico da molécula em Trichophyton 

mentagrophytes. Esses autores acreditam que a TSC atue na parede celular do fungo 

(47).  

Recentemente, esta molécula também foi testada por colaboradores do nosso 

grupo de pesquisa e mostrou importante ação inibitória sobre Staphylococcus aureus e 

Enterococcus spp., inclusive em isolados multirresistentes (dados não publicados) e em 

Mycobacterium tuberculosis, além de apresentar baixa toxicidade em células epiteliais 

da linhagem VERO (55). 

 

 

Figura 4. Rota sintética para obtenção da tiossemicarbazida derivada do (-)-

canfeno (3) (55). 
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1.1.9   Combinações antimicrobianas 

Na prática clínica, associações de medicamentos têm sido empregadas como 

alternativas de tratamento em pacientes com infecções por ERC. Neste sentido, 

interações sinergísticas entre antimicrobianos têm sido investigadas para a melhoria dos 

resultados terapêuticos e diminuição do potencial tóxico dos antimicrobianos 

empregados (27,56).  

Novas substâncias químicas também estão sendo testadas em combinação com 

fármacos já conhecidos na tentativa de resgatar a atividade antibacteriana prejudicada 

pela resistência (46,57).  

Uma variedade de metodologias com diferentes princípios tem sido empregada 

para avaliação in vitro de combinações antimicrobianas. A microdiluição em caldo é 

uma metodologia amplamente utilizada para avaliação CIM, que determina a menor 

concentração da nova substância, associada ou não a um antimicrobiano já conhecido, 

que é capaz de inibir o crescimento bacteriano (58). O chequerboard representa o ensaio 

clássico de avaliação de combinações de duas ou mais substâncias com efeito 

antimicrobiano. Esta técnica permite avaliar se a combinação será sinérgica, antagônica 

ou aditiva/indiferente, usando para interpretação o índice de concentração inibitória 

fracionada (46).  

A metodologia conhecida como curva de tempo de morte também pode ser 

utilizada para avaliar a atividade bactericida da combinação de antimicrobianos sobre 

um determinado período de tempo. Por esta metodologia a interpretação é feita 

comparando os resultados obtidos entre a combinação e o antimicrobiano mais ativo. 

Neste caso, sinergismo é definido como uma diminuição ≥ 2-log10 no número de 

UFC/mL (unidades formadoras de colônias por mililitro) após 24 h de exposição à 

combinação antimicrobiana, comparada com o antimicrobiano mais ativo usado sozinho 

e com o inóculo inicial (59,60). 

Um outro método para avaliação de combinações antimicrobianas é o fator de 

modulação, o qual possibilita avaliar a capacidade de uma substância em modular a 

atividade de outro. Para esse método utilizamos o valor encontrado na CIM de uma 

substância sozinha e o valor da CIM encontrado quando associada a outra substância.  

Uma redução de 4 vezes ou mais da CIM da combinação em relação a substância 

sozinha define o efeito modulador de uma sobre a outra (61).  
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1. 2 JUSTIFICATIVA  

Com o desenvolvimento da resistência bacteriana e consequentemente a 

diminuição das opções de tratamento, torna-se necessário a busca por novas substâncias 

que possam atuar sinergicamente com os antimicrobianos já conhecidos. TSC tem 

atividade comprovada contra importantes agentes de micose superficial e profunda, bem 

como atividade antituberculosa. Além disso, estudos preliminares demonstraram que a 

TSC tem ação contra os principais cocos Gram positivos causadores de infecção em 

humanos.  

O CCCP já foi reportado como capaz de diminuir a CIM da colistina. Até o 

nosso conhecimento, este é o primeiro estudo com PB em associação a TSC e CCCP em 

bactérias Gram-negativas, especialmente em ERC.   

 

1. 3 OBJETIVOS 

  

1.3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a ação combinada da PB com TSC ou CCCP sobre isolados de ERC 

sensíveis e resistentes a PB.  

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) da PB para as ERC 

selecionadas;  

 Determinar o fator de modulação (FM) da associação de PB com TSC para as 

ERCs selecionadas;  

 Determinar o fator de modulação (FM) da associação de PB com o CCCP para 

as ERCs selecionadas;  

 Avaliar a ação combinada de PB com TSC ou CCCP sobre a cinética de morte 

bacteriana; 

 Avaliar In silico a absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME); 



26 

 

 Avaliar a ação da TSC como inibidor de bomba de efluxo pelo ensaio de 

acúmulo de brometo de etídio.  
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2.1 Manuscrito: Resgate da atividade da polimixina B pela 

tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno e CCCP contra 

Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos 
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RESUMO 

 

Objetivo: Avaliar a atividade da tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) ou 

do inibidor de bomba de efluxo carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) em 

associação com polimixina B (PB) em Enterobacteriaceae resistentes aos 

carbapenêmicos (ERC). 

Material e Métodos: Foram utilizados isolados clínicos de ERCs sensíveis e resistentes 

à PB. Concentração inibitória mínima (CIM) de PB associada ou não à TSC ou CCCP 

foram determinadas por microdiluição em caldo. O efeito da associação do CCCP ou de 

TSC na atividade inibitória da PB foi avaliado pelo fator de modulação (FM), curva de 

tempo de morte e ensaio de acúmulo de brometo de etídio.  

Resultados: As CIMs de PB variaram de 0,25 a 512 μg/mL entre os isolados ERC 

testados. TSC e CCCP modularam a atividade de PB em todos isolados resistentes a 

este antimicrobiano (FM de 4 a > 64), com reversão das CIMs para pontos de corte de 

sensibilidade. Entretanto, o mesmo padrão de redução na CIM da PB não foi observado 

em ERCs PB-sensíveis. Uma concentração 64 vezes menor que a CIM da PB associada 

a TSC reduziu em > 2 log10 o número de viáveis de um isolado clínico PB-resistente, 

entretanto essa redução não se manteve ao longo de 24 h. Diferente do CCCP, o resgate 

da atividade da PB pela TSC pode não ser em consequência da inibição de bombas de 

efluxo.  

Conclusão: Os resultados obtidos destacam o efeito modulador da TSC e do CCCP na 

atividade da PB, resgatando a sensibilidade dos isolados de ERC para este 

antimicrobiano. 

 

Palavras-chave: Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona/ Enterobacteriaceae/ 

Polimixina B/ Resistência Bacteriana a medicamentos/ Tiossemicarbazida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Objective: To analyze the action of thiosemicarbazide (-)-camphene derivative (TSC) 

or carbon-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) efflux pump inhibitor in combination with 

polymyxin B (PB) on carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE). 

Material and Methods: Clinical isolates of PB-susceptible and -resistant CREs were 

used. Minimum inhibitory concentration (MIC) of PB associated or not with TSC and 

CCCP were determined by broth microdilution. The effect of CCCP or TSC on PB 

inhibitory activity was evaluated by modulation factor (FM), time-kill curve and 

ethidium bromide accumulation assay. 

Results: PB MICs ranged from 0.25 to 512 μg/mL among the CRE isolates tested. TSC 

and CCCP modulated PB activity in all isolates resistant to this antimicrobial (FM 4 to> 

64). Thus, CCCP and different TSC concentrations rescued PB activity in PB-resistant 

CREs, with a reversal of MICs to sensitivity cutoffs. However, the same reduction 

pattern in PB MIC was not observed in PB-susceptible CREs. The time-kill curve test 

showed that a concentration 64 times lower than the TSC-associated PB MIC reduced 

by > 2 log10 the number of viable PB-resistant clinical isolates, however, this reduction 

was not maintained over 24 h. Unlike CCCP, the rescue of PB activity by TSC may not 

be to efflux pumps inhibition. 

Conclusion: The results highlighted the modulating effect of TSC and CCCP on PB 

activity, rescuing the sensitivity of CRE isolates to this antimicrobial. 

 

Keywords: Drug resistance, bacterial/ Carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone/ 

Enterobacteriaceae/ polymyxin B/ thiosemicarbazide 
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Introdução 

Bactérias Gram-negativas pertencentes a família Enterobacteriaceae estão 

comumente envolvidas em infecções. Embora façam parte da microbiota intestinal de 

humanos e animais, diversas espécies desta família são capazes de causar desde 

infecções simples, como uma cistite não complicada, até graves infecções de corrente 

sanguínea que podem rapidamente resultar em morte (1).  

A multirresistência aos antimicrobianos é bastante comum em 

Enterobacteriaceae e carbapenêmicos são considerados a última opção de escolha para 

o tratamento de infecções por esses multirresistentes (2). Com o crescente uso de 

carbapenêmicos na prática clínica, surgiram patógenos Gram-negativos resistentes a 

estes antimicrobianos e, atualmente, Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos 

(ERC) representam uma das três bactérias para as quais políticas globais de pesquisa e 

desenvolvimento de novas opções terapêuticas devem ser priorizadas (3). 

Polimixina B (PB) representa uma das poucas opções terapêuticas para o 

tratamento de infecções por ERCs (1). Consideradas polipeptídios catiônicos, as duas 

polimixinas usadas na prática clínica (PB e colistina) possuem afinidade pela membrana 

externa, em especial pelo lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias Gram-negativas. Essa 

atração pelo LPS facilita a passagem da molécula pela parede bacteriana e sua ação 

contra a bicamada fosfolipídica da membrana interna, levando a lise celular (4). 

Entretanto, ERCs resistentes às polimixinas, geralmente devido ao remodelamento do 

LPS, também têm sido relatadas (5).  

Em razão da crescente resistência bacteriana e do lento desenvolvimento de 

novos antimicrobianos, restituir a atividade dos antimicrobianos existentes pode 

representar uma interessante estratégia terapêutica.  

O canfeno, um monoterpeno natural encontrado em altas concentrações no óleo 

essencial de folhas e flores de diversas espécies de plantas, tem sido empregado como 

base para síntese de diversos derivados, como a tiossemicarbazida (6). Esses derivados 

têm demonstrado ação satisfatória contra alguns microrganismos, incluindo bactérias, 

fungos e protozoários (7,8). Em estudos recentes realizados pelo nosso grupo de 

pesquisas, a tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) mostrou importante ação 

inibitória sobre Mycobacterium tuberculosis e baixa toxicidade em células epiteliais da 

linhagem VERO (6). 
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O carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) é um conhecido inibidor de 

bombas de efluxo que já foi reportado como redutor das concentrações inibitórias 

mínimas (CIMs) da colistina em bacilos Gram-negativos colistina-resistentes. A 

restauração da carga negativa das paredes dessas bactérias pelo CCCP também pode ser 

o mecanismo responsável pela recuperação da atividade da colistina, além do esperado 

efeito sobre as bombas de efluxo (9). 

O desenvolvimento de novas moléculas que por alterar a carga negativa da 

parede bacteriana ou por outros mecanismos sejam capazes de resgatar a atividade dos 

antimicrobianos já existentes, poderia representar uma opção terapêutica em bactérias 

Gram-negativas multirresistentes, especialmente em ERCs resistentes às polimixinas. 

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade da combinação de TSC ou 

CCCP com PB em ERCs.  

 

Material e métodos  

Amostras bacterianas 

Foram testados 27 isolados clínicos de ERCs sensíveis e resistentes à 

polimixina, provenientes da bacterioteca do setor de Bacteriologia Médica do 

Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises Clínicas (LEPAC) da Universidade 

Estadual de Maringá, Paraná, Brasil. Os isolados bacterianos estocados a -80 ºC em 

caldo triptona de soja (TSB - Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA) adicionado de 15 

% de glicerol foram reativados no momento da realização de cada teste. 

 

Substâncias testadas 

A TSC foi sintetizada a partir do isotiocianato derivado do (-)-canfeno como 

realizado por Souza et al. (8). Resumidamente, o isotiocianato derivado do (-)-canfeno 

(12,8 mmol) foi dissolvido em etanol absoluto (50 mL) e à esta solução foi adicionado  

hidrato de hidrazina 80% (13,5 mmol) diluída em etanol absoluto (10 mL). A mistura 

foi mantida sob refluxo durante 4 horas e a reação foi monitorada por cromatografia em 

camada delgada (hexano:acetato de etila 70:30). Após o complemento da reação, o 

solvente foi removido sob pressão reduzida e o sólido obtido foi lavado com hexano e 

recristalizado com uma mistura de etanol:água (80:20). O sólido obtido foi filtrado e 

lavado com água, resultando na TSC (Rendimento: 85%). Cristais brancos; pf. 150-

154oC; [α]D -4 (c=4.5 mg.mL-1, CHCl3); FTIR (KBr/cm-1): (NH) 3130, 3320, (C=S) 
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1228, 850; HRMS (ESI) calcd para C11H21N3S 228.1456[M+H]+, encontrado: 228.1403; 

1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): 1.04 (3H, s), 1.16-1.85 (2H, m), 1.18-1.59 (2H, m), 

1.21 (3H, s), 1.59 (2H, m), 1.70 (3H, s), 1.81 (1H, m),  2.99 (1H, m), 3.80 (m, 1H), 7.38 

(1H, s), 7.98 (1H, s); 13C NMR (125.75 MHz, CDCl3): 17.8, 23.3, 23.3, 23.4, 26.7, 34.4, 

45.8, 47.9, 50.3, 65.8 e 180.7 (C=S). 

  O CCCP e o sulfato de PB foram adquiridos comercialmente (Sigma Aldrich, St 

Louis, MO, USA e Inlab, São Paulo, SP, Brasil, respectivamente). 

 

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

As CIMs da PB, TSC e CCCP foram determinadas pelo método de 

microdiluição em caldo, usando Mueller Hinton Broth com ajuste de cátions (CAMHB, 

Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA), segundo recomendação do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (10). Para interpretação do perfil de sensibilidade da PB 

foi utilizado o ponto de corte referente a colistina para Enterobacterales determinado 

pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (isolados com CIM ≤ 

2 µg/ml foram categorizados como sensíveis, e aqueles com CIM >2 µg/ml como 

resistentes) (11). Escherichia coli ATCC 25922 foi empregada como controle, todas as 

determinações foram realizadas em triplicatas e repetidas em dias diferentes. 

 

Determinação da ação combinada 

A avaliação do efeito combinado da TSC ou CCCP com a PB foi realizada 

empregando a técnica de microdiluição em CAMHB, usando microplaca de 96 orifícios. 

A PB foi diluída seriadamente na razão 2, em concentrações variáveis, conforme a CIM 

de cada isolado. Em seguida, o composto a ser combinado (TSC ou CCCP) foi 

adicionado em cada poço em concentrações fixas (50, 25 e 10 µg/mL de TSC ou 12,5 

µg/mL de CCCP). O inóculo bacteriano foi adicionado a cada orifício da microplaca na 

concentração final de aproximadamente 5 × 105 UFC/mL. A microplaca foi incubada a 

35 ±2 ºC por 16 a 20 h. A PB diluída na mesma razão foi utilizada como controle. O 

efeito da ação combinada foi avaliado pelo fator de modulação (FM), sendo que FM = 

(CIM da PB)/(CIM da combinação PB +TSC ou CCCP). O efeito modulatório foi 

definido quando uma redução ≥ 4 na CIM da combinação de PB +TSC ou CCCP em 

relação a PB foi observada (12). 
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Ensaio de curva de tempo-morte  

Para avaliar a atividade da combinação PB + TSC e PB + CCCP ao longo de 24 

h um ensaio de curva de tempo de morte foi realizado para um isolado clínico (Kp1) de 

ERC PB-resistente como descrito por Siqueira et al., (13) com modificações. A PB foi 

testada na CIM para o isolado clínico (64 µg/ml) e na concentração subinibitória de 1 

µg/mL associada a 100 e 50 µg/ml de TSC ou 12,5 µg/ml (1/4 da CIM) de CCCP. Os 

ensaios incluíram um controle de crescimento sem as substâncias. O inóculo bacteriano 

inicial utilizado foi de aproximadamente 105 UFC/mL. Os tubos com crescimento 

bacteriano foram incubados em agitador rotatório continuo (120 rpm). Alíquotas (0,1 

mL) foram removidas a 0, 3, 6, 9, 12 e 24 h e diluídas em série em solução salina estéril 

para retirada da PB, TSC e CCCP e semeadas em ágar triptona de soja (TSA - Difco 

Laboratories, Sparks, MD, EUA) em triplicata para contagem de bactérias viáveis. O 

limite inferior de detecção foi de 50 UFC/mL. Os dados foram plotados como log10 

UFC/mL versus tempo (h) para cada ponto de tempo ao longo de 24 h. 

 

Acúmulo de Brometo de Etídio 

O ensaio de acúmulo de brometo de etídio (EtBr) para avaliar a inibição de 

bombas de efluxo foi realizado como descrito por Caleffi- Ferracioli et al. (14), com 

modificações. O isolado Kp1 (ERC PB-resistente) foi testado em uma DO600 de 0,4 em 

uma placa escura de 96 poços. Cinquenta microlitros de TSC (1/5 CIM: 250 µg/mL) e 

50 µL de EtBr (1/2 CIM:  25 µg/mL) foram adicionados aos poços contendo 100 µL de 

PBS e 100 µL da suspensão bacteriana. O CCCP (1/2 CIM: 31,25µg/mL) foi utilizado 

como controle. A fluorescência relativa foi determinada utilizando o VICTOR 

Multilabel Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, EUA) a um 

comprimento de onda de 530/25nm (excitação) e 590/20 nm (emissão) a cada 1 minuto. 

A fluorescência relativa final (FRF) foi calculada utilizando a formula: FR-ensaio – FR-

ref /FR-ref, na qual FR-ensaio representa a fluorescência obtida em 30 minutos com a 

substância testada e FR-ref a fluorescência em 30 minutos sem nenhuma substância.  

 

Absorção, distribuição, metabolismo e excreção 

A avaliação in silico da absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME) 

das substâncias testadas foi realizada empregando os softwares Swiss ADME e 

Molinspiration. 
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Resultados 

 A possibilidade da TSC ou do CCCP melhorar a atividade da PB foi avaliada 

frente a diferentes isolados clínicos de ERC PB-sensíveis e –resistentes. A distribuição 

das espécies bacterianas e o fenótipo dos 27 isolados testados estão descritos na tabela 

1. A TSC apresentou fraca ação inibitória sobre os isolados de ERC estudados (CIM ≥ 

1250 µg/mL). Entretanto, a ação inibitória do CCCP foi moderada, com CIM variando 

de 31,2 a 62,5 µg/mL. 

 

Tabela 1. Espécies bacterianas, perfil de sensibilidade, concentração inibitória mínima 

(CIM) da polimixina B (PB) e marcador de resistência para isolados clínicos de 

Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos (ERCs). 

ERCs 

 

Perfil de sensibilidade à PB 

 

CIM 

PB (µg/mL) 

Marcador de 

resistência 

Escherichia coli R 4 KPC 

Escherichia coli R 4 ND 

Escherichia coli R 4 ND 

Klebsiella aerogenes R 8 ND 

Klebsiella pneumoniae R 16 KPC 

Klebsiella pneumoniae R 32 KPC 

Klebsiella pneumoniae R 32 KPC 

Klebsiella pneumoniae R 32 KPC 

Klebsiella pneumoniae R 64 KPC 

Klebsiella pneumoniae R 64 KPC 

Klebsiella pneumoniae R 64 KPC 

Klebsiella pneumoniae R >64 ND 

Klebsiella pneumoniae R 256 NDM 

Klebsiella pneumoniae R 256 KPC 

Enterobacter cloacae R 64 KPC 

Escherichia coli S 0,25 NDM 

Escherichia coli S 0,25 KPC 

Escherichia coli S 0,5 NDM 

Klebsiella pneumoniae S 0,25 KPC 

Klebsiella pneumoniae S 0,25 KPC 

Klebsiella pneumoniae S 0,25 KPC 

Klebsiella pneumoniae S 0,25 KPC 

Klebsiella pneumoniae S 0,25 NDM 

Klebsiella pneumoniae S 0,5 KPC 

Klebsiella oxytoca S 0,25 NDM 

Enterobacter cloacae S 0,25 ND 

Enterobacter cloacae S 2 ND 

R: resistente; S: sensível; ND: não determinado; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM: 

New Delhi metalobetalactamase. 
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Todos os isolados clínicos de ERCs PB-resistentes apresentaram reduções das 

CIMs quando a PMB foi associada às diferentes concentrações de TSC (Tabela 2). O 

FM confirmou que em todos os isolados clínicos PB-resistentes TSC na concentração 

de 50 µg/mL modulou a ação da PB (FM 4 a >64).  Na concentração de 50, 25 e 10 

µg/mL a TSC alterou a categoria de 86,7 %, 86,7 % e 33,3 % dos isolados de PB-

resistentes para PB-sensíveis, respectivamente (Tabela 2). Apenas dois isolados que 

apresentavam CIMs de PB muito elevadas (> 128 µg/mL) não tiveram alteração de 

resistente para sensível quando 50 ou 25 µg/mL de TSC foram associadas a PB. Quando 

a PB foi associada a 10 µg/mL de TSC, apenas os isolados com CIMs superiores a 32 

µg/mL não tiveram reduções para zona de sensível. 

 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima (CIM) da polimixina B (PB) associada ou 

não a diferentes concentrações (50, 25 e 10 µg/mL) de tiossemicarbazida derivada do (-

)-canfeno (TSC) e fator de modulação (FM) das diferentes concentrações de TSC sobre 

a PB em Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos (ERCs) PB-resistentes. 

Concentração de 

TSC (µg/mL) 

CIM Polimixina B (µg/mL) 

 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 

ERCs PB-Resistentes (n-15) 

0     3 1 1 3 4  3 

10  2 3 4 1 1 2 1 1  

25  3 6 4 1   1    

50  2 10 1 1  1     

FM (TSC=50 µg/mL) 4 8 16 32 64 >64 

ERCs PB-R (n=15) 4 1 1 4 3 2 

FM (TSC=25 µg/mL) <4 4 8 16 32 64 >64  

ERCs PB-R (n=15) 3 1  4 1 3 3  

FM (TSC=10 µg/mL) <4 4 8 16 32 64 >64  

ERCs PB-R (n=15) 5 1 2 4 1 2   

 

Entre os isolados clínicos de ERCs PB-sensíveis, apenas em um isolado 

(Enterobacter cloacae com CIM = 2 µg/mL), aconteceu a redução da CIM com FM = 4, 

nos demais a TSC não reduziu as CIMs da PB (Tabela 3).  
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima (CIM) e Fator de modulação (FM) da 

polimixina B (PB) em associação com tiossemicarbazida derivada do (-)-canfeno (TSC) 

em Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos (ERCs) PB-sensíveis. 

Concentração 

TSC 

(µg/mL) 

 
CIM Polimixina B (µg/mL) 

0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 

 ERCs PB-sensíveis (n=12) 

0  9 2  1     

25 2 8 2       

Variação do fator modulatório   <4 4 

ERCs PB-sensíveis (n=12)  11 1 

 

O CCCP também modulou a ação da PB (FM 8 a >64) nos isolados clínicos 

ERC PB-resistentes, reduzindo 4 x ou mais a CIM e não teve ação modulatória (FM <4) 

nos isolados ERC PB-sensíveis (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Concentração inibitória mínima (CIM) e Fator de modulação (FM da 

polimixina B (PB) associada ou não ao carbonilcianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP) 

em enterobactérias resistentes aos carbapenêmicos (ERCs). 

Concentração 

CCCP 

(µg/mL) 

CIM Polimixina B (µg/mL) 

0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 >64 

ERCs (n=10) 

0   1 1  1   1 2 2 2 

12,5   5 5         

FM  <4 8 16 32 64 >64 

ERCs (n=10) 2 1   1  2    4 

 

A curva de tempo de morte (Figura 1) mostrou uma redução >2-log10 no número 

de viáveis de um isolado clinico (Kp1) com CIM para a PB de 64 µg/mL no tempo 3 h 

quando uma concentração subinibitória de PB (1 µg/mL) associada a TSC (100 µg/mL) 

foi empregada, porém esta redução não foi sustentada ao longo das 24 h. O mesmo 

padrão, mas com redução < 2-log10, ocorreu na associação de 1µg/ml de PB + 50 µg/mL 

de TSC. Em relação a PB testada isoladamente na CIM para o isolado Kp1 (64 µg/mL), 

houve inicialmente uma diminuição >3-log10 que também não se manteve ao longo das 

24 h. A associação de PB em concentração subinibitória (1 µg/mL) com CCCP (12,5 

µg/mL) inibiu o crescimento, mas sem significante redução no número de viáveis do 

isolado Kp1 nos tempos avaliados.  
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Figura 1. Curva de tempo de morte de isolado clínico (CIM de 64 µg/mL para 

polimixina B (PB), com as concentrações de polimixina B e Tiossemicarbazida 

derivada do (-)-canfeno (TSC) ou carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 

associadas. 

Analisando os resultados obtidos pelo estudo in silico (tabela 5), utilizando o 

software Swiss ADME foi possível observar que tanto a PB como a TSC não inibem as 

enzimas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6), 

porém o CCCP inibe a enzima CYP1A2. Em relação as 5 regras de Lipinski, a PB Viola 

3 regras: peso molecular (PM) >500, aceptor de ligação de hidrogênio (HBA) >10, 

doadores de ligação de hidrogênio (HBD) >5, enquanto o CCCP e a TSC não violam 

nenhuma. A PB apresenta baixa absorção gastrointestinal, porém CCCP e TSC são 

altamente absorvidos pelo trato gastrointestinal.  
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Tabela 5. Parâmetros de absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME) para 

as substâncias utilizadas. 

Substância 
PM 

(g/mol) (a) 
miLogP(a) 

ASPT 

(Å2) (a) 

Permeabilidade 

da BHE(b) 
HBA (b) HBD (b) 

PB 1301,56 -5,62 1203,5 Não 22 20 

CCCP 204,62 3,46 71,97 Sim 3 1 

TSC 227,38 1,71 50,08 Não 1 3 

PM: Peso molecular; miLogP: coeficiente octanol-água logP; ASPT:  área de superfície polar topológica; 

Permeabilidade BHE: permeabilidade da barreira hematoencefálica; HBA: Aceptores de ligação de 

hidrogênio; HBD: doadores de ligação de hidrogênio; (a): Molinspiration;(b): SwissADME; 

Com os dados obtidos no ensaio de acúmulo de EtBr (figura 2) observamos que 

a TSC na concentração de 250 µg/mL não atuou como um inibidor de bomba de efluxo 

(IBE) no isolado clínico de Klebsiella pneumoniae. 

 

Figura 2. Acúmulo de brometo de etídio (EtBr) do isolado clínico de K. pneumoniae 

ERC PB-resistente, realizado com a presença e ausência de inibidor de bomba de efluxo 

(IBE).  

 

Discussão 

 

A polimixina B representa uma das últimas alternativas para o tratamento de 

infecções por ERCs e sua utilização tem sido dificultada em decorrência de sua 

toxicidade e da emergência de isolados resistentes (15). Assim, a busca por novas 
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alternativas para o tratamento dessas infecções torna-se essencial para o sucesso 

terapêutico.  

Como é de nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que avalia a ação 

modulatória de TSC e CCCP sobre a PB em isolados de ERCs resistentes e sensíveis à 

PB. Nesse estudo, observamos que a TSC, uma substância caracterizada quimicamente 

e com ação antifúngica e antituberculosa descritas em estudos anteriores (6,16), se 

mostrou ativa para o resgate da atividade da PB contra ERCs. Observamos que além da 

TSC, o conhecido inibidor de bomba de efluxo, CCCP também foi capaz de diminuir as 

CIMs da PB para níveis dentro do limite definido de sensibilidade (11).  

Bactérias Gram-negativas, como as Enterobacteriaceae, tornam-se resistentes a 

PB por diversos mecanismos. Embora bombas de efluxo sejam reportadas, 

modificações na estrutura da membrana externa bacteriana, em especial do 

lipopolissacarídeo (LPS), é o mecanismo mais comumente encontrado em isolados PB-

resistentes. Essa modificação do LPS altera a carga da membrana bacteriana, tornando-a 

menos negativa, diminuindo a interação com agentes catiônicos, como as polimixinas 

(17). 

Wentao et al. (2016), trabalhando com inibidores de bombas de efluxo (IBE) 

combinados com colistina, observaram reduções significativas nas CIMs deste 

antimicrobiano quando associado ao CCCP, em bactérias Gram-negativas, inclusive em 

K. pneumoniae. Embora os mecanismos envolvidos nessa alteração de susceptibilidade 

não sejam totalmente conhecidos, esses autores acreditam que o CCCP não tenha atuado 

como IBE, mas sim restaurando a carga negativa das bactérias pelo rompimento da 

força motriz do próton (9). Outros autores também observaram a ação do CCCP na 

diminuição das CIMs da colistina em bactérias Gram-negativas, mas estes sugerem a 

inibição de bombas de efluxo como o mecanismo de ação envolvido (18,19).  No 

presente estudo o CCCP apresentou um importante efeito inibidor de bombas de efluxo, 

como detectado pelo ensaio de acumulo de EtBr. Entretanto a diminuição da CIM da PB 

quando associada ao CCCP foi observada apenas nos isolados PB-resistentes, o que 

pode estar relacionado à alteração do LPS provavelmente presente nesses isolados. 

Em nosso trabalho observamos que concentrações de 50 e 25 µg/mL de TSC 

foram capazes de resgatar a sensibilidade à PB na grande maioria dos isolados clínicos. 

Em apenas dois isolados, cujas CIMs para PB foram superiores a 128 µg/mL, foi 

observado uma redução significativa da CIM da PB pela TSC (FM ≥ 4), porém a 
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sensibilidade à PB não foi resgatada, o que pode ser consequência da somatória de 

mecanismos de resistência nesses isolados, uma maior alteração na carga da parede 

bacteriana ou até mesmo uma maior ativação de bombas de efluxo. Por outro lado, a 

TSC, assim como o CCCP, não foi capaz de reduzir significativamente a CIM dos 

isolados PB-sensíveis, ou seja, isolados sem prováveis alterações no LPS. A exceção foi 

um isolado de Enterobacter cloacae com CIM = 2 µg/mL, o qual apesar de ainda ser 

considerado sensível (11), apresentou uma CIM superior aos demais isolados sensíveis, 

podendo significar a existência de algum nível de alteração na carga da parede celular.  

O ensaio de acúmulo de EtBr confirmou a atividade do CCCP como um IBE, 

mas descartou a possibilidade de a TSC atuar da mesma forma. Esse achado poderia 

reforçar a hipótese da ação da TSC como um possível modificador da carga da parede 

bacteriana, levando ao resgate da atividade da PB.  

Apesar da importante ação do CCCP no resgate da atividade inibitória da PB em 

isolados resistentes, esta substância não pode ser usada na prática clínica devido a sua 

intrínseca citotoxicidade (9). O desenvolvimento de novas moléculas com ação 

semelhante ao CCCP e com potencial citotóxico reduzido poderiam ser utilizadas para o 

tratamento de infecções por bactérias Gram-negativas multirresistentes. Nesse sentido, a 

TSC se mostra como um promissor adjuvante no tratamento de ERCs PB-resistentes.  

No ensaio de curva de tempo de morte, nós observamos que a CIM de PB levou 

a uma redução superior a 2-log10 do número de células viáveis do isolado bacteriano 

testado. Entretanto, esse efeito não foi sustentado após a 12ª hora de exposição, o que 

pode ser devido à heterorresistência, ou seja, existência de subpopulações resistentes em 

uma população mais susceptível. A heterorresistência tem sido relatada após 

monoterapia com polimixinas (20). Outros autores trabalhando com polimixinas 

associadas ou não a diferentes antimicrobianos, em ensaio de curva de tempo de morte, 

observaram que em isolados resistentes, mesmo quando expostos a concentração 

superior a CIM, o efeito na diminuição de viáveis não foi sustentado ao longo das 24 

horas (21,22).  

Avaliações computacionais (in silico) podem fornecer informações importantes 

sobre algumas propriedades de moléculas candidatas a fármacos antes da realização de 

testes in vivo (23). Diversos parâmetros são analisados sendo a concordância com a 

regra dos cinco de Lipinski uma característica muito importante (24,25), A TSC e o 

CCCP não violam nenhuma das regras de Lipinski, porém o CCCP inibe a enzima 
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CYP1A2 do citocromo P450, tal enzima é responsável pela metabolização de diversos 

medicamentos (26) e inibidores da CYP-450, quando administrados 

concomitantemente, podem sofrer interferências resultando em alteração da atividade 

farmacológica (27). Além das características já mencionadas, a TSC e CCCP 

apresentam alta absorção gastrointestinal, enquanto a PB, um antimicrobiano já 

utilizado na clínica, apresenta baixa absorção gastrointestinal. Esta propriedade pode ser 

inferida a partir da área de superfície polar topológica (ASPT) que se correlaciona com 

o transporte molecular passivo pelas membranas (27). 

Mais estudos são necessários para esclarecer o mecanismo pelo qual a TSC 

modula a atividade inibitória da PB em ERCs. Entretanto, considerando a baixa 

citotoxicidade da TSC (8) e atividade semelhante ao CCCP no resgate da ação da PB, 

esta substância constitui um fármaco promissor a ser utilizado como adjuvante no 

tratamento de infecções por ERCs PB-resistentes. 
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CAPÍTULO III 

3.1 CONCLUSÕES 
 

O estudo realizado com a TSC e CCCP em associação à PB mostrou que: 

 

1) A TSC em associação à polimixina B é promissora candidata à fármacos, com 

ação contra ERC PB-resistentes. 

2) A combinação de TSC + PB diminuiu a CIM da PB em ERC PB-resistentes. 

3) O CCCP associado a PB diminuiu a CIM da PB em ERC PB-resistentes. 

4) Tanto o CCCP, como a TSC não foram capazes de reduzir as CIMs de ERC PB-

sensíveis. 

5) A TSC não foi capaz de atuar como IBE em um isolado clinico de ERC PB-

resistente.  

6) O CCCP atuou como um IBE em um isolado clinico de ERC PB-resistente.  
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3.2 PERSPECTIVAS 

 

 Frente aos promissores resultados obtidos, faz-se necessário estudos para o 

entendimento do mecanismo de ação da TSC na modulação da atividade da PB em 

ERCs PB-resistentes, empregando análises adicionais como: estudos de avaliação de 

bombas de efluxo, microscopia eletrônica de varredura e transmissão, estudos 

genômicos, proteômicos e transcriptômicos.  

 

 

 


