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RESUMO. Acinetobacter baumannii € um cocobacilo Gram-negativo aerébico, notorio entre
infeccdes nosocomiais, especialmente em pacientes de UTI, podendo colonizar o trato
respiratorio inferior, corrente sanguinea, ferimentos pos-cirdrgicos e trato urinario. Possui
eximia capacidade de resistir a condicdes desfavoraveis e longos periodos em ambientes
bidticos ou abidticos devido a ampla gama de mecanismos de resisténcia como B-lactamases e
formacdo de biofilme; aumentando a disseminagdo, multirresisténcia, limitando as opcGes
terapéuticas, tornando-se uma ameaca a saude publica. Entre as poucas alternativas de
tratamento, a polimixina B é a mais utilizada pela eficacia, no entanto seu alto potencial de
causar nefrotoxicidade e neurotoxicidade, a torna o ultimo recurso. A multirresisténcia de
isolados de Acineto tornou necessarios estudos para a sintese de novos medicamentos. Um
potencial candidato terapéutico para esse fim sdo os peptideos antimicrobianos (AMPS), em
funcdo das suas multiplas propriedades antibactericidas. Entre os AMP, a Indolicidina se
destaca pelo amplo espectro de atividade antibacteriana. O presente estudo buscou avaliar a
acdo bactericida da indolicidina sobre Acineto resistente a Polimixina B. Foi realizado um
ensaio de morte de Acineto sob tratamento com diferentes concentrages de Indolicidina e
comparado por meio de analises estatisticas a susceptibilidade do microrganismo sensivel e
resistente a Polimixina B. A cepa resistente a polimixina B também apresentou maior resisténcia
a4 acdo da indolicidina quando comparada a bactéria sensivel. Devido ao carater introdutério do
estudo, faz-se necessario o aprofundamento para adequada compreensdo da eficacia da
Indolicidina em diferentes isolados de Acinetobacter.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; multirresisténcia; Polimixina B; Peptideos
antimicrobianos; Indolicidina.

ABSTRACT. Acinetobacter baumannii is an aerobic Gram-negative coccobacillus, notorious
among nosocomial infections, especially in ICU patients, and can colonize the lower respiratory
tract, bloodstream, postsurgical wounds and urinary tract. It has excellent ability to resist
unfavorable conditions and long periods in biotic or abiotic environments due to a wide range
of resistance mechanisms such as f-lactamases and biofilm formation; increasing spread,
multidrug resistance, limiting therapeutic options, becoming a threat to public health. Among
the few treatment alternatives, polymyxin B is the most used for its effectiveness, however its
high potential to cause nephrotoxicity and neurotoxicity makes it the last resort. The multidrug
resistance of Acineto isolates made studies necessary for the synthesis of new drugs. A potential
therapeutic candidate for this purpose are antimicrobial peptides (AMPs), due to their multiple
antibacterial properties. Among AMPs, Indolicidin stands out for its broad spectrum of
antibacterial activity. The present study sought to evaluate the bactericidal action of indolicidin
on Acineto resistant to Polymyxin B. An Acineto death assay was carried out under treatment
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with different concentrations of Indolicidin and compared by means of statistical analysis the
susceptibility of the microorganism sensitive and resistant to Polymyxin B. The strain resistant
to polymyxin B also showed greater resistance to the action of indolicidin when compared to
the sensitive bacteria. Due to the introductory nature of the study, it is necessary to deepen it
for a proper understanding of the effectiveness of Indolicidine in different Acinetobacter
isolates.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Multi-resistance; Polymyxin B; Antimicrobial peptides;
Indolicidin.

INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii

Nas Gltimas décadas, a bactéria Acinetobacter baumannii tem ganhado relevancia
clinica pela constante associacdo com IRAS (infeccdes relacionadas a assisténcia a saude)
especialmente em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI). Por muito tempo foi descrita
como um patégeno de baixa viruléncia, mas vem ganhando notoriedade como o patégeno
nosocomial lider de infec¢bes do trato respiratorio inferior, corrente sanguinea, pele e tecidos
moles, queimaduras, sitios cirdrgicos e trato urinario, se tornando uma ameaca significativa a
saude publica mundial (WHO Guidelines Approved by the Guidelines Review Committee'
2017; Mea, Yong, and Wong 2021). A elevada incidéncia de infeccBes se da pelo surgimento
de patdgenos oportunistas cada vez menos vulneraveis a agentes antimicrobianos, em especial
os carbapenémicos, amplamente utilizados como referéncia de tratamento para infecgdes graves
por A. baumannii, resultando na evolucao de cepas multirresistentes, tratamento arduo, poucas
opcOes de antibidticos que expressam atividade e alta mortalidade (Ibrahim 2019).

O género Acinetobacter é classificado na familia Moraxellaceae dentro da ordem
Gammaproteobacteria, dentre essas espécies a A. baumannii é considerada a mais notavel
(Peleg, Seifert, and Paterson 2008). Trata-se de um cocobacilo Gram-negativo aerobico; ndo
apresentam flagelos, por isso sdo imoveis, podem apresentar capsulas ou fimbrias que auxiliam
na formacédo de biofilme e adesdo a superficies como equipamentos de ventilacdo mecanica,
cateteres, tubos, maganetas. Sao catalase-positivas, oxidase-negativas, ndo fermentadoras e néo
fastidiosas, o que confere a esse microrganismo a capacidade de resistir a longos periodos em
ambientes bidticos ou abidticos, mesmo em condi¢bes adversas de temperatura, pH,
desidratacdo ou baixa disponibilidade de nutrientes (Lin and Lan 2014; Yang et al.).

A capacidade da A. baumannii de resistir a condi¢Ges desfavoraveis contribui para a
disseminacdo de cepas multirresistentes por selecdo clonal (lbrahim 2019). Enquanto sua
incidéncia na comunidade € baixa, a taxa de contaminacdo em ambientes hospitalares e o
transporte entre profissionais da salde e pacientes € exorbitante (Zarrilli et al. 2009). A violacéo
de praticas de controle de infeccdo, utilizacdo incorreta de equipamentos de protecéo coletivo e
individual (EPC e EPI) e a utilizagdo incontida de antimicrobianos de amplo espectro aumentam
a disseminacdo e a chance de transmisséo cruzada entre pacientes internados (Jain et al. 2019).

Essas infeccGes ocorrem em sua maioria em pacientes criticos de UTIs, como idosos,
imunossuprimidos, pacientes que receberam tratamento prévio com antibioticos ou portadores
de doencas crbnicas subjacentes, como alcoolismo, diabetes mellitus, céncer, doencas
pulmonares obstrutivas; e principalmente quando necessitam de intervengfes invasivas
recorrentes, como utilizacdo de cateteres, ventilagdo mecénica ou tratamento de lesbes pos
cirdrgicas, ja que os principais meios de transmisséo da bactéria séo atraves da pele e das vias
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respiratorias (Ibrahim 2019; Lin and Lan 2014; Harding, Hennon, and Feldman 2018). Um
estudo realizado entre 2016 e 2017 apontou que de 10 a 25% de todos 0s pacientes colonizados
em UTIs apresentam infec¢bes de trato respiratério inferior (ITRI), resultando em uma
mortalidade de 22 a 71% (Jain et al. 2019). Entre elas, a pneumonia associada a ventilagdo
mecanica (PAV) é uma das infeccBes mais frequentes, com alta taxa de mortalidade que varia
entre 40-70% (Chaari et al. 2013). As infec¢des na corrente sanguinea, decorrentes
principalmente do uso de cateteres centrais, também sdo comuns, e apresentam uma mortalidade
de 28 a 43% (Ibrahim et al. 2021). Outras patologias que podem ser desencadeadas s&o
meningite, endocardite, bacteremia, infeccbes de pele e tecido mole, feridas e trato urinario
(Harding, Hennon, and Feldman 2018). As opcOes terapéuticas limitadas podem ser um dos
fatores causais para 0 aumento dessas taxas de morbidade e mortalidade, assim como a
associacao de patdgenos bacterianos com infeccgdes respiratorias virais, quadro muito observado
em pacientes hospitalizados por Covid-19 nos ultimos dois anos (Rangel, Chagas, and De-
Simone 2021).

Inimeros estudos epidemioldgicos vém apontando um crescimento exponencial de
isolados de A. baumannii distribuidos nos cinco continentes, com alta prevaléncia nos paises
do norte da Africa, EUA, india, Grécia, Israel e Italia. Em uma pesquisa realizada em 2015 com
27 paises da Europa, 12 paises relataram uma taxa de mais de 50% de resisténcia aos
carbapenémicos; nos EUA, essa taxa também ficou em torno de 49,5% ('WHO Guidelines
Approved by the Guidelines Review Committee’ 2017). No Brasil, o primeiro surto de A.
baumannii produtor de OXA-23 foi relatado em 1999, em 2017 a porcentagem de resisténcia ja
era classificada como alta, variando de 30 a 70% (Mirzaei et al. 2020). O que torna esses dados
alarmantes € que, comparativamente, pacientes colonizados com cepas multirresistentes
apresentam uma maior taxa de mortalidade, tempo de hospitalizagdo e custos associados em
relacdo aqueles infectados por cepas suscetiveis (Zarrilli et al. 2009; Lemos et al. 2014;
Nordmann and Poirel 2019).

A notavel resiliéncia da A. baumannii se da pela ampla gama de mecanismos de
resisténcia, como B-lactamases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos, bombas de efluxo
de multiplas drogas, formacéo de biofilme, defeitos de permeabilidade, modificacdes de sitios-
alvo e elementos genéticos moveis (WHO Guidelines Approved by the Guidelines Review
Committee' 2017). A somatdria desses varios mecanismos resulta na diminuicdo gradual das
classes de antibioticos disponiveis para terapéutica (Lee et al. 2017).

Os antibioticos carbapenémicos surgiram em torno da década de 80, quando se fez
necessario a descoberta de inibidores de B-lactamases, enzimas que limitam a eficacia da
penicilina; assim foram descobertos o acido clavulanico a partir da bactéria Gram-positiva
Streptomyces clavuligerus e a tienamicina, da Streptomyces cattleya. A tienamicina foi o
primeiro carbapenémico clinicamente disponivel e base para os que viriam futuramente (Papp-
Wallace et al.). Os carbapenémicos s@o os antibidticos mais utilizados, por possuirem efeito
antibacteriano de amplo espectro e alta eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, e ha anos sdo utilizados como antibidticos de “Gltimo recurso” em pacientes com
infeccBes graves ou colonizados por bactérias multirresistentes, como é o caso da A. baumannii
(El-Gamal et al.).

Apesar da eficacia que os carbapenémicos apresentavam para o tratamento de infec¢oes
por A. baumannii, a diminuicdo da suscetibilidade dos isolados tém limitado as opg¢des de
terapias disponiveis, com isso 0s cientistas passaram a estudar a possibilidade de utilizar
terapias combinadas para um efeito sinérgico, a maioria a base de colistina que possui uma taxa
de resisténcia menor (10,4%) comparado a rifampicina (47,8%) ou tigeciclina (45,5%). Devido
a ampla resisténcia aos antibioticos, as poucas opg¢des que ainda manifestam atividade contra
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isolados clinicos de A. baumannii sdo a minociclina e polimixinas B e E (colistina) (Nordmann
and Poirel 2019; Lee et al. 2017). Ainda assim, é possivel identificar em inimeros paises o
crescimento das taxas de isolados resistentes também as polimixinas (EI-Gamal et al.).

Polimixina B e A. baumannii

As polimixinas B sdo antibioticos polipeptidicos produzidos a partir da fermentacédo da
bactéria Paenibacillus polymyxa, sua composi¢do inclui beta-lactdmicos e lipopeptideo
deptomicina, um dos mais recentes introduzidos nas classes de antibioticos (Robbel and
Marahiel ; Tran et al.). Seu uso foi aprovado em meados da década de 1950, porém, devido as
preocupacdes sobre seu potencial para causar nefrotoxicidade e neurotoxicidade relativamente
altas, houve uma queda em sua utilizacdo para fins terapéuticos até os anos atuais, quando o
interesse clinico aumentou devido o surgimento de bactérias Gram-negativas (BGN) resistentes
(Goode, Yeh, and Bonev). Atualmente utilizada como Gltimo recurso para o tratamento dessas
infeccdes, seu mecanismo de acao ainda ndo esta claro; no entanto, acredita-se que a atividade
bactericida esteja relacionada a alteracfes na estrutura do lipopolissacarideo (LPS) (Trimble et
al.). O LPS é uma molécula essencial da membrana externa de bactérias Gram-negativas,
composto pelo lipidio A hidrofébico (endotoxina) que possui carga negativa pela presenca de
grupos fosfato livres, e juntamente com o Ca2+ e o Mg+, carregados positivamente auxiliam
na estabilidade do LPS (Avedissian etal.). A polimixina possui carga positiva e maior afinidade
com os grupos fosfato, dessa forma, quando inserida compete com a ligacdo dos cations
bivalentes, como Ca2+ e Mg2+, essas interacdes eletrostaticas, por consequéncia,
desestabilizam a LPS e prejudicam a integridade das membranas externas e internas, levando a
ruptura e o aumento da permeabilidade (Velkov et al. 2010; Avedissian et al.) (Figura 1).

Polimixina se ligando e rompendo a LPS

membrand externa

~
pa—
tostolipicios / membrana interna

Insercdo da polim baing ¢ rompimento da membrana interna

FIGURA 1. Acdo antimicrobiana da polimixina B nas membranas externas e interna de bactérias
Gram-negativas. Fonte: Figura adaptada de Velkov, T. 2010 (Velkov et al. 2010).


http://ensaios.usf.edu.br/

http://ensaios.usf.edu.br

A maioria dos mecanismos de resisténcia empregados pelas BGNs esta relacionado a
alteracdes de carga e estrutura do LPS, como a adi¢do de fosfoetanolamina (PEtN) que diminui
a carga liquida de -1,5 a -1, ou a adicdo de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) que
neutraliza a carga do lipidio A, sendo mais efetiva (Moffatt, Harper, and Boyce). Essas
interacGes ocorrem com os grupos fosfato do lipidio A, tornando a carga do LPS positiva,
reduzindo sua ligacdo com a polimixina e levando a resisténcia. Outras estratégias podem ser a
formacéo de capsulas ou a utilizacdo de bombas de efluxo (Avedissian et al. ; Moffatt, Harper,
and Boyce).

Peptideos antimicrobianos e A. baumannii

Devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos convencionais, muitos
pesquisadores comecaram a estudar a sintese de novos antibidticos para combater 0s
microrganismos multirresistentes (Moghaddam et al.). Os peptideos antimicrobianos (AMPs)
estdo entre 0s mais novos antibidticos, também conhecidos peptideos de defesa do hospedeiro
(HDPs). Sdo compostos produzidos por todos os tipos de organismos como parte da defesa
imunoldgica inata contra parasitas, fungos, bactérias patogénicas e virus (Anaya-L6pez, Lopez-
Meza Je Fau - Ochoa-Zarzosa, and Ochoa-Zarzosa). Além disso, os AMPs podem estimular as
células a produzir quimiocinas, estimular a angiogénese, acelerar a cicatrizacdo de feridas e
influenciar a morte celular programada em organismos multicelulares (Zasloff 2002).

O AMP ¢ um potencial candidato terapéutico para sepse devido as suas multiplas
propriedades antibactericidas diretas (Nagaoka, Tamura, and Reich). A sepse € uma causa
frequente de mortalidade na unidade de terapia intensiva (UTI), que vém apresentando respostas
prejudiciais ao hospedeiro, gerando faléncia de 6rgaos, resultantes da producdo excessiva de
citocinas pré-inflamatoérias (Angus). Infelizmente, ensaios clinicos revelaram que muitas das
abordagens terapéuticas com citocinas anti-inflamatérias ndo sdo eficazes, portanto, a
necessidade de desenvolver uma nova abordagem para fins terapéuticos torna-se uma realidade
cada vez mais presente (Nagaoka, Tamura, and Reich; O'Brien et al.).

Os AMPs, agentes antimicrobianos de amplo espectro, agem por multiplos mecanismos
como; perturbacdes diretamente na membrana plasmatica; interaces com alvos internos e
modulacédo das respostas imunes (Torrent et al. 2012). Seu potencial efeito de permeabilizar
membranas bacterianas e paredes celulares, compreende um importante mecanismo
microbicida (Sohlenkamp and Geiger). Existem diferencas na composicdo lipidica das
membranas celulares bacterianas e eucariéticas (Andersson, Hughes, and Kubicek-Sutherland
2016). A maioria dos AMPs possui carga positiva e estrutura catibnica, por sua vez, as
membranas bacterianas séo ricas em fosfolipidios carregados negativamente (Giuliani et al.
2008).

Os AMPs humanos, como a catelicidina LL-37, podem discriminar entre diferentes
membranas com base em seus constituintes lipidicos, inserindo-se preferencialmente em
lipidios contendo peptidoglicano, tipicos de membranas bacteriana, assim, as moléculas de LL-
37 sdo inicialmente atraidas a superficie bacteriana por interacdes eletrostaticas de modo que a
hélice anfipatica seja orientada paralelamente a superficie da bicamada lipidica (Henzler
Wildman, Lee Dk Fau - Ramamoorthy, and Ramamoorthy). Acredita-se que apos a interacdo
eletrostatica inicial com a superficie elas se insiram na membrana da célula da bactéria,
formando um poro que rompe a integridade da membrana, levando a lise osmotica da célula
(Giuliani et al. 2008; Kraus and Peschel 2006).
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Indolicidina e A. baumannii

A Indolicidina é um peptideo antimicrobiano (AMP) catidnico pertencente a familia das
catelicidinas, que também inclui o LL-37 (Zasloff 2002). Foi isolada do citoplasma de
neutrofilos bovinos, e sua estrutura, composta por 13 aminoacidos (ILPWKWPWWPWRR-
NH2), é anfipatica e possui carga liquida positiva — caracteristicas fundamentais contra as
células microbianas (Selsted et al. 1992). A atracao eletrostatica que ocorre entre este AMP e
0s compostos carregados negativamente na parede e membrana celular microbiana causam
ruptura da mesma (Zasloff 2002; Selsted et al. 1992).

Este peptideo tem recebido atencdo na pesquisa devido a sua estrutura priméaria menor
comparado a outros AMPs lineares, possui alta porcentagem de residuos de prolina e triptofano,
apresenta amplo espectro antibacteriano, incluindo bactérias multirresistentes, e acredita-se que
sua acdo aumenta a permeabilidade das membranas citoplasmaticas do microrganismo alvo
(Chan, Prenner, and Vogel 2006; Kim et al. 2009).

Apesar de seu mecanismo de acéo ser pouco compreendido, estudos apontam que a a¢éo
da indolicidina ocorre através do rompimento de membranas bacterianas mediante do modelo
Carpet-like, onde a regido anfipatica do AMP entra em contato com a membrana plasmatica revestindo
uma por¢do da mesma, permitindo assim a penetracdo do AMP na bicamada lipidica (Galdiero et al.
2016; Assoni et al. 2020). Em bactérias Gram-negativas foi observado que a indolicidina é capaz
de permear rapidamente a parede celular atingindo a membrana plasmatica levando a
desestabilizacdo e por fim a lise celular, essa desestabilizacdo da membrana celular bacteriana
resulta da interagdo entre a membrana carregada negativamente e a indolicidina com carga
positiva, contetdo hidrofobico e alta concentracdo de triptofano (Jindal et al. 2015). Outro
mecanismo de acdo da indolicidina é da capacidade de inibigdo da sintese de DNA (Selsted and
Ouellette 2005; Brahma et al. 2015), em que a indolicidina se liga a dupla hélice do DNA,
impedindo a replicacdo, a transcricdo e amplificando sua acdo antimicrobiana (Ghosh et al.
2014).

Em inimeras publicaces cientificas e documentos de autoridades dos principais 6rgaos
de satde mundial € um consenso a preocupacdo com patdgenos que apresentam potencial para
se tornarem ameacas epidemioldgicas, principalmente em relacdo com os medicamentos
disponiveis no mercado. As infeccdes por A. baumannii apresentam todos os fatores para torna-
la uma prioridade de ac&o no controle da disseminacéo, pois € facilmente transmissivel, esta
associada a um alto potencial de gerar surtos, possui uma eximia capacidade de se fixar a objetos
e superficies, uma elevada taxa de morbidade e mortalidade, é responsavel por um impacto
econémico significativo para os sistemas de salde, além da falta de tratamentos eficazes
disponiveis. Em suma, estudos de abordagens terapéuticas e desenvolvimento de novas classes
de antibidticos se fazem necessarios para manter a eficicia no tratamento de infecgdes por A.
baumannii multirresistente, garantindo sobrevida com seguranca aos pacientes. Sendo assim, a
proposta deste estudo é avaliar a agéo bactericida da Indolicidina através de um ensaio de morte,
determinando a sobrevivéncia de Cepas de A. baumannii sensiveis e resistentes a Polimixina B
apos o tratamento com doses crescentes do AMP.

METODOLOGIA

Cultivo Bacteriano
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As cepas bacterianas utilizadas no estudo foram fornecidas pelo laboratério de Biologia
Molecular de Microrganismos da Universidade S&o Francisco, identificadas como AS4
(Acinetobacter baumannii sensivel 4) e AR4 (Acinetobacter baumannii resistente 4), mantidas
congeladas a -80°C. Na noite anterior a cada experimento, 20 pul do estoque congelado da cepa
de AS4 e AR4 foram semeados em placas separadas, cultivadas em meio Trypticasein Soy Agar
(TSA,; adquirido da Kasvi) e incubados overnight em estufa a 37°C.

No dia seguinte, as col6nias bacterianas foram transferidas para 6 ml de meio Luria
Bertani broth (LB; adquirido da Kasvi) até a densidade 6ptica (DO soonm) atingir proximo de 0,1
em seguida incubadas a 38°C em agitacdo e monitoradas até a DO soonm atingir entre 0,3-0,4.

Preparacéo da Indolicidina

Utilizando um estoque de Indolicidina na concentracao de 500 pg/ml congelado a -20°C,
foi preparada uma diluicdo com concentragéo final de 60pg/ml, dessa forma, acrescentando em
um tubo Falcon 30pl do estoque de Indolicidina mais 220 ul de PBS estéril.

Ensaio Bactericida

Os tubos com 6 ml do caldo LB com a cultura bacteriana na DO desejada foram
submetidos a centrifugacdo a 5000r,m por 5 minutos para sedimentacdo, o sobrenadante foi
descartado e a cultura lavada com solucdo de PBS estéril, ressuspensa, centrifugada novamente
e em seguida ressuspensa em 2ml de PBS estéril. As suspens@es bacterianas foram incubadas
em concentracdes crescentes de Indolicidina de 0 (tubos controle), 7,5 pg/ml, 15 pg/ml e
30pg/ml, diluidas em solucdo de PBS estéril até o volume de 100ul. As amostras do grupo
controle foram incubadas apenas com PBS estéril.

As amostras foram incubadas a 37° C por 1 hora, foi realizada a diluicdo em série e 10
ul de cada diluicdo foram plagueadas em TSA, apds 1 a 2 horas para secagem, as placas foram
incubadas overnight a 37° C. Ap6s o periodo, as bactérias sobreviventes foram quantificadas
mediante a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC), desse modo comparando
cada grupo com o controle ndo tratado. Os experimentos foram repetidos duas vezes e
realizados em duplicata e quadruplicata, respectivamente. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste ANOVA com pos teste de Dunnet. As analises estatisticas e os graficos foram
criados através do GraphPad Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o efeito bactericida da indolicidina em A. baumannii, isolados sensiveis e
resistentes a Polimixina B foram submetidos ao tratamento de concentragdes crescentes do
AMP, variando de 7,5 a 30ug/ml.

Conforme observado na figura 2, o tratamento com indolicidina levou a redugéo
significativa das UFCs de isolados de acineto sensiveis a polimixina B, mostrando-se suscetivel
em todas as concentracbes testadas do AMP. Podemos observar uma reducdo de
aproximadamente 51,64% do controle para Ind 7.5 pg/mL, 73,42% do da amostra controle para
Ind 15 pg/mL e 82,04% do controle para Ind 30 pg/mL.
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FIGURA 2. Ensaio de morte de A. baumannii sensivel a polimixina B tratado com concentragdes crescentes
de indolicidina. As colunas correspondem ao nimero de bactérias sobreviventes ao tratamento com 7,5 15 e 30
pg /ml de indolicidina. O controle foi incubado apenas com solugdo tamp&o. As comparacdes entre grupos foram
realizadas por ANOVA com p0s teste de Dunnet. *p<0,05 em comparagdo com o grupo controle.

A figura 3 demonstra a atividade da indolicidina na cepa de Acineto resistente. E
possivel observar que na concentracdo mais baixa ndo houve reducéo significativa das colénias,
passando a ser susceptivel apenas a partir da maior concentracao de indolicidina, de 30 pg/ml.
O gréfico apresenta maior relutancia das cepas resistentes a atividade da Indolicidina, com uma
reducdo de aproximadamente 5,88% do grupo controle para Ind 7.5 pg/mL, 26,9% do controle
para Ind 15 pg/mL e 52,39% do controle para Ind 30 pg/mL, indicando que 0s mecanismos que
tornam a A baumannii resistente a Polimixina também agem sob a Indolicidina, sendo
necessarias doses maiores do farmaco para surtir efeito.
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FIGURA 3. Ensaio de morte de A. baumannii resistente a polimixina B tratado com concentrac6es crescentes
de indolicidina. As colunas correspondem ao nimero de bactérias sobreviventes ao tratamento com 7,5 15 e 30
pg /ml de indolicidina. O controle foi incubado apenas com solucdo tampéo. As comparagdes entre grupos foram
realizadas por ANOVA com pos teste de Dunnet. *p<0,05 em comparagao com o grupo controle.
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Considerando os resultados, observamos que a indolicidina possui um eficiente efeito
bactericida em cepas sensiveis, ja que mesmo na concentragdo mais baixa de 7,5 pg/mL ja
obtivemos uma porcentagem de morte bacteriana superior a 50%, apontando consideravel
sensibilidade ao AMP, enquanto as cepas resistentes apresentaram maior relutancia, atingindo
esse resultado somente na maior concentragéo.

CONCLUSAO

Diante dos dados abordados no estudo, buscamos compreender o funcionamento da
atividade bactericida da indolicidina em isolados de A. baumannii resistente a Polimixina B, a
fim de encontrar uma nova via terapéutica, para que fosse possivel obter menos efeitos adversos,
progndsticos mais favordveis aos pacientes, e consequentemente a reducdo das taxas de
morbidade e mortalidade da doenca, em razdo ao cardter emergencial do controle da A.
baumannii multirresistente na saide publica.

A execucdo dos ensaios permitiu uma breve visualizacdo da acdo litica da Indolicidina
sobre A. baumannii, que se mostrou em desacordo com a hip6tese inicial da pesquisa, que as
bactérias resistentes a Polimixina B seriam vulneraveis a Indolicidina, era esperado que o indice
de crescimento bacteriano das cepas resistentes fosse menor e a atividade bactericida fosse
expressa em uma menor concentracdo. Uma possivel explicacdo para este efeito € de que os
multiplos mecanismos de resisténcia que tornam a A. baumannii insensivel a Polimixina B e
outros antibidticos disponiveis, também agem sobre 0 AMP estudado, sendo compativel com
os diversos trabalhos publicados que evidenciam a alta resisténcia do microrganismo.

Entretanto, o projeto desenvolvido € uma andlise introdutdria para a tese, fazendo-se
necessarios estudos aprofundados que compreendam a efetividade, efeitos adversos, toxicidade
e possibilidade de a¢des sinéergicas da Indolicidina antes de descarta-la como possivel candidato
terapéutico para as infecgOes adquiridas por Acineto.
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