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Novas abordagens experimentais para o combate de
infeccdes causadas por Staphylococcus aureus.

New experimental approaches to combat infections caused by Staphylococcus
aureus.

Deivid Martins Santos?!, Alexsander Rodrigues Carvalho Junior!, Brenda da Silva Cutrim?,
Patricia Vieira de Oliveiral, Warlison Felipe de Silva Saminez?!, Luis Claudio Nascimento da
Silval.

Resumo: Staphylococcus aureus tem sido destacado devido sua capacidade de expressar uma
variedade de fatores de viruléncia e adquirir resisténcia aos agentes antimicrobianos, resultando em
um largo espectro de doencas que sao cada vez mais dificeis de serem tratadas. Além disso, um
namero cada vez maior de linhagens de S. aureus tem demonstrado resisténcia aos agentes
antimicrobianos; por esta razédo, S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e S. aureus multirresistente
(MDRSA) tém sido reconhecidos como as principais causas de infec¢des hospitalares. O objetivo deste
trabalho foi apresentar conceitos relacionados as estratégias inovadoras desenvolvidas para combater
infecgbes causadas por S. aureus. A obtengdo dos dados bibliograficos foi realizada através da
pesquisa em bancos de dados (Google scholar, NCBI - National Center for Biotechnologylnformation,
PubMed e Scielo - ScientificElectronic Library Online). Novas estratégias para o combate de infec¢bes
causadas por S. aureus estdo sendo desenvolvidas, com énfase na (i) reducdo da resisténcia a
e/ou estafiloxantina), (iii) ou no aumento da resposta imune do hospedeiro. O estudo retratou sobre a
importancia sobre o desenvolvimento e implantacdo de novas terapias antiviruléncia e
imunomoduladoras como alternativa terapeutica e sua relevancia na descoberta e aplicacdo de novas
drogas.

Palavras-chave: Anti-coagulantes; Imunomoduladores; Antimicrobianos.

Abstract: Staphylococcus aureus has been highlighted because of its ability to express a variety of
virulence factors and acquire resistance to antimicrobial agents, resulting in a broad spectrum of
diseases that are increasingly difficult to treat. In addition, an increasing number of strains of S. aureus
have demonstrated resistance to antimicrobial agents; for this reason, methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) and multiresistant S. aureus (MDRSA) have been recognized as the leading causes of
nosocomial infections. The objective of this work was to present concepts related to the innovative
strategies developed to fight infections caused by S. aureus. The bibliographic data was obtained
through the database search (Google scholar, NCBI - National Center for Biotechnology Information,
PubMed and Scielo - Scientific Electronic Library Online). New strategies to combat S. aureus infections
are being developed, with emphasis on (i) reducing resistance to antibiotics, (ii) inhibiting pathogen
virulence factors (production of coagulases, biofilms, toxins and / or staphyloxanthin ), (iii) or
enhancement of host immune response. The study portrayed the importance on the development and
implantation of new antiviral and immunomodulatory therapies as a therapeutic alternative and its
relevance in the discovery and application of new drugs.

Keywords: Anti-coagulants; Immunomodulators; Antimicrobials.
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Introducéo

Doencas infecciosas ainda
representam uma importante causa de
morbidade e mortalidade entre seres
humanos, especialmente nos paises
em desenvolvimento como o Brasil.
Sem duavida, a descoberta dos
antibiéticos na década de 1930
revolucionou a medicina e mudou o
tratamento de doencas infecciosas,
resultando em um aumento dramético
na expectativa e qualidade de vida da
humanidade. No entanto, desde que
essas drogas foram introduzidas, a
resisténcia microbiana evoluiu e se
espalhou muito rapidamente?.

A aquisicAo de resisténcia
microbiana aos antibiéticos pode
ocorrer através de mutacbes e a
aquisicdo de plasmideos R por
diferentes  mecanismos  quimicos,
podendo também produzir enzimas que
modificam a parte ativa da molécula do
antibacteriano, tornando-o
praticamente inativo, ou ainda,
sintetizar novas enzimas que nao
sofrem a acdo do antibacteriano e que
possuem a mesma atividade
metabdlica das enzimas que sé&o
inativadas pelo mesmo. Mecanismos
como a diminuicdo da permeabilidade
da célula bacteriana, alteracbes de
moléculas onde se aderem o0s
antibacterianos, e expulsdo do
antibacteriano do interior da célula
também conferem resisténcia as
drogas antimicrobianas?2.

A resisténcia bacteriana pode ser
também disseminada pela introducao
de microrganismos resistentes em uma
populacdo susceptivel, por um paciente
ou objeto inanimado. Como exemplo,
pode-se citar a introducdo em
ambientes hospitalares de bactérias
resistentes, as quais sao transferidas
aos pacientes em solucéo iodéfora ou
sabbes previamente contaminados
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para a higienizacdo das maos. Assim,
bactérias podem ganhar mobilidade e
acessibilidade aos seres humanos por
meio das maos, roupas dos
profissionais de saude, por
instrumentacdo (ou procedimentos) ou
mesmo através da comida. Nesta
ultima possibilidade, ha referéncia do
uso de antibiéticos na agricultura
(avoparcina), como suplementacao
alimentar animal, contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcia e
favorecendo a disseminacdo destas
sob diversas formas?,

Um agente etiolégico importante
associado a infec¢des adquiridas, tanto
na comunidade como em hospitais, e
gue se tornou um paradigma das
infeccdes bacterianas e
Staphylococcus aureus. Considerado
um dos principais patdgenos humanos,
destaca-se por incidéncia em casos de
infeccbes tanto em  individuos
imunocomprometidos  quanto  em
higidos, devido a sua facil
disseminagéao intra-hospitalar
associada a resisténcia aos
antibioticos®. A frequéncia de S. aureus
resistente a oxacilina (meticilina) varia
conforme a regido ou o hospital
analisado. A titulo de exemplo, na
cidade do Rio de Janeiro, no ano de
1998, a resisténcia a oxacilina foi de
27% entre amostras de S. aureus
isoladas em um hospital (sem servigo
de emergéncia), enquanto em outro
hospital (com servico de emergéncia)
atingiu 58%. Felizmente, esses
microrganismos ainda séo sensiveis a
oxacilina e as cefalosporinas da
primeira geracdo na maioria dos
isolados do meio extra-hospitalar no
Brasil, o que possibilita o uso destes
antimicrobianos nas infeccbes
estafilocécicas comunitarias®.

Portanto, existe uma necessidade
constante de desenvolver novas
abordagens e estratégias para
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combater infec¢Bes causadas por esta
bactéria, tais como: a descoberta de
novo alvos antimicrobianos; procura
por novos compostos (agentes
antimicrobianos, = moduladores  de
resisténcia, inibidores do sensor de
quorum, etc.); e novas abordagens
terapéuticas (anti-viruléncia e
imunomoduladoras).  Recentemente,
tem sido demonstrado o papel
desempenhado pelos mecanismos de
coagulacdo no combate a sepse e na
modulacdo da resposta imune. Com
iSso, agentes capazes de modular
beneficamente a resposta imune do
hospedeiro e limitar o excesso de
coagulacédo tém sido apontados como
promissores para 0 tratamento de
infeccdes microbianas’ 8.

Deste modo, este trabalho
objetivou explorar o uso de novas
estratégias para 0 combate de
infeccbes causadas por S. aureus com
énfase na (i) reducédo da resisténcia a
antibioticos, (ii) inibicdo de fatores de
viruléncia do patdégeno (producdo de
coagulases, biofilme, toxinas e/ou
estafiloxantina), (iii) ou no aumento da
resposta imune do hospedeiro. Os
dados e informacbes bibliograficas
foram obtidos em bancos de dados
como: Google Scholar, NCBI (National
Center for Biotechnology Information),
PubMed e Scielo (Scientific Electronic
Library Online).

Desenvolvimento

Patogenicidade e viruléncia de
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus e
considerado um dos principais
causadores de infeccdes associadas
com a assisténcia a saude e a
comunidade, tal caracteristica é devido
ao fato desse patdégeno apresentar
diversos fatores de viruléncia que o
conferem um alto grau de
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patogenicidade®. Sendo assim, S.
aureus produz muitas toxinas, incluindo
as cinco citoliticas ou que danificam a
membrana (alfa, beta, delta, gama e
leucocidina Panton-Valentine [PVL])
gue foram descritas como hemolisinas,
mas este € um termo improprio, uma
vez que a atividade das quatro
primeiras toxinas nao é restrita apenas
as hemécias e a PVL é incapaz de
causar lise em eritrocitos. As
citotoxinas podem causar lise em
neutroéfilos, o que resulta na liberacéo
de enzimas lisossOmicas que,
subsequentemente, danificam  os
tecidos circunjacentes. A PVL tem sido
relacionada as infeccGes pulmonares e
cutaneas graves'®. Sendo assim, a
producdo de hemolisinas determina a
patogenicidade de diversos agentes
bacterianos, uma vez que ao degradar
os tecidos do hospedeiro permitem a
invasdo e disseminacdo, além da
evasao a resposta imune'l.

Dentre esses fatores existe a
producdo de estafiloxantina, um
pigmento caratendide produzido pelo S.
aureus, sendo responsavel por sua cor
amarelada e considerado como um
fator de viruléncia que contribui para
invasdo do patégeno perante o sistema
imunoldgico. Estudos mostraram que a
delecdo do gene que codifica a
estafiloxantina resulta na diminuicéo da
viruléncia deste patdgeno, da mesma
forma que bactérias transformadas
para produzir maior quantidade do
pigmento mostraram maior
patogenicidade, demonstrando que
esse caratendide € necessario para
promover a viruléncia bacterianal?.
Também se destaca pela producéo de
biofilme, contribuindo para sua
patogenicidade e limitando a eficacia
da terapia antimicrobiana. Com isso,
presenca de um biofilme limita a
eficiéncia da terapéutica antimicrobiana
para 0 ponto que a intervencéo
cirirgica é muitas vezes necessaria
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para remover tecidos infectados e/ou
dispositivos implantados??.

Staphylococcus aureus e a
coagulacédo sanguinea

S. aureus desenvolveu uma
estratégia de viruléncia UGnica que
usurpa o sistema hemostéatico para a
sobrevivéncia e replicacdo do patdogeno
em tecidos infectados. Apos a entrada
na corrente sanguinea, S. aureus
dissemina-se  pelos tecidos do
hospedeiro onde podera iniciar a
formacdo de abscessos, onde a
comunidade bacteriana encontra um
lugar seguro (salvo do ataque das
células imunitarias) para se multiplicar
no centro destas lesBes gracas a
pseudocapsula. O crescimento dos
abscessos eventualmente ocasiona um
rompimento seguido da entrada dos
patbgenos na circulacdo sanguinea e
propagacdo para o0s tecidos néao
infectados!®. Uma das estratégias é a
secrecdo de coagulase (COA), um
polipeptideo que se liga e ativa a
protrombina, convertendo assim o0
fibrinogénio em fibrina e promove a
coagulacdo do plasma ou do sangue®®.
Estudos estruturais revelaram que a
interacdo de coagulase e protombina
(através da ligacdo da coagulase a
protrombina, por meio dos dominios D1
e D2, e da insercdo da porcdo N-
terminal llel-Val> da coagulase na
posicdo lle'® de protrombina), induz
uma mudanca conformacional no sitio
ativo do zimogénio. Exositiol do a-
trombina, o local de reconhecimento de
fibrinogénio, e proexositio | em
protrombina sdo bloqueados pelo D2
de COA'®. No entanto, a associacéo do
complexo tetramérico “(COA-
Protrombina)2” permite a ligagdo do
fibrinogénio em um novo local com
elevada afinidade, justificando a
capacidade coagulante e a eficiente
conversao de fibrinogénio por COA. O
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fibrinogénio é uma (glicoproteina
hexamérica formada por dimeros de
trés cadeias polipeptidicas (Aa-, BB-, y)
codificada por genes localizados no
braco longo do cromossomo 1. As
cadeias Aa e BB sdo os
fibrinopeptideos liberados pela
clivagem da trombina. O complexo
COA- Protrombina ndo é alvo dos
inibidores de trombina circulante,
permitindo a coagulase contornar a
regulacdo fisiolégica das vias de
coagulacgédo do sangue?’.

Terapia anti-viruléncia

A viruléncia é definida como a
capacidade relativa de um patdgeno
causar danos em um hospedeiro.
Embora essa definicdo seja simples,
esta associado a uma ampla
diversidade de mecanismos, tais como
substancias efetoras de patogenicidade
(por exemplo, toxinas), e muitas das
funcdes que ndo sao essenciais para o
metabolismo, mas que contribuem para
o0 estabelecimento da infeccdo®.
Compostos antiviruléncia poderiam ter
vantagens sobre antibioticos classicos
em duas formas principais: (i) inibindo a
expressdo de genes-alvo como gtfD,
gtfC e gbpB que estdo envolvidos com
mecanismo de viruléncia bacteriana,
nao induzindo pressao seletiva que
levaria ao fenbmeno de resisténcia e
mutagenicidade; (ii) efeito direcionado
contra as bactérias patogénicas, sem
causar dano a microbiota residente dos
diferentes sitios anatdomicos'®. Estes
compostos podem agir inibindo alvos
como as coagulases, formacao de
biofilme, produgédo de hemolisina e

estafiloxantina. Uma revisao
compreensiva do tema foi publicada
recentemente, mostrando uma

variedade de produtos naturais de
plantas capazes de inibir a expressao
de fatores de viruléncial®. A seguir
apresentamos alguns alvos da terapia
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antiviruléncia e exemplificamos alguns
agentes inibidores destas vias.

Estudos demonstram que a
auséncia de fatores como a COA,
diminui a viruléncia de S. aureus, assim
como sua capacidade de evadir o
ataque das células da imunidade
inata??. Existem trabalhos que tém
aplicado o dabigatrano em modelos de
infeccbes induzidas por S. aureus. O
dabigatrano € uma molécula sintética
que inibe reversivelmente a trombina
com alta especificidade e apresenta um
favoravel perfil farmacocinético?t. Foi
demonstrado que o dabigatrano inibe a
atividade das coagulases de S. aureus
in vitro e in vivo, diminuindo o tamanho
do abscesso e a sobrevivéncia das
bactérias®> 23. Os resultados foram
ainda mais promissores quando o
tratamento com dabigatrano etexilato
foi combinado com o0s anticorpos
especificos para CIfA%4.

Diversos compostos séo
apontados como inibidores do biofilme
de S. aureus. Recentemente, um
composto natural extraido das folhas
de Rhodomyrtus tomentosa
(rhodomyrtone) mostrou capacidade de
inibir a transcricAio de genes
relacionados com a formacdo de
biofilme (atL e icA)?>. Em outro estudo,
o diterpeno Darwinolide foi isolado da
esponja Dendrilla membranosa
coletada na regido da Antartica. Os
autores demonstraram que este
composto inibiu  seletivamente a
formacdo de biofilme de S. aureus
resistente a meticilina e sugerem que o
mesmo pode ser utilizado como
molécula lider no desenvolvimento de
outros farmacos?. Também, foi
relatado que o efeito de diferentes
flavonoides na producao de
estafiloxantina para identificar novos
agentes antiviruléncia contra duas
linhagens de S. aureus. Dentre eles, o
composto flavona foi capaz de inibir a
estafiloxantina na concentragdo sub-
inibitéria de 50 pg/mL. O tratamento
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com flavona resultou em um aumento
de mais de 100 vezes na
vulnerabilidade desta bactéria ao
peroxido de hidrogénio (H202). Em
adicdo, este composto também inibiu a
expressdo de outros fatores de
viruléncia como a hemolisina, tanto a
nivel enzimatico como a transcricao do
gene hlA. A transcricdo do gene
regulador global de viruléncia saE
também foi afetada. Este estudo
demonstrou que a flavona pode ser um
agente antiviruléncia potente contra
linhagens de S. aureus resistentes a
antibiéticos?’.

Do meso modo, outros compostos
naturais também possuem a
capacidade de inibir a estafiloxantina,
como exemplo tem o indol e seu
derivado  7-benziloxiindol  (7BOlI).
Quando tratado com estes compostos,
as col6nias de S. aureus se mostraram
incolores e com reduzida capacidade
de resistir ao H202 ou a agédo de
componentes presentes no sangue. Em
adicdo, 7BOI protegeu o invertebrado
Ceanorhabditis elegans da infeccao
causada por S. aureus. Estudos de
expressdo génica demonstraram que
tanto o indol quanto o 7BOI reprimiram
a expressdo de diversos genes de
viruléncia como os que codificam para
a-hemolisina (hlA), enterotoxina (seB),
e proteases (SplA e sspA), além dos
genes regulatérios (agrA e sarA)%,

Moduladores da resisténcia a
antimicrobianos

A combinacao de antibiéticos com
produtos naturais tem sido empregada
com sucesso em alguns estudos.
Existem relatos de susceptibilidade de
cepas de Salmonella spp. e Escherichia
coli frente a acdo combinada de 6leo
essencial de alecrim com antibioticos
(ampicilina, nitrofurantoina e
tetraciclina)®® e a identificacdo de
extratos da raiz de Costus cf. arabicus
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como um composto que potencializa a
acdo da gentamicina, amicacina e
neomicina frente E. coli, Pseudomonas
aeruginosa e S. aureus®,

Oleos essenciais sdo bons
exemplos de moduladores da atividade
antimicrobiana de diversas maneiras.
Evidéncias sugerem que a sinergia
entre antibidticos e O6leos estaria
relacionada com: (i) melhorada difusao
dos antibidticos através da membrana
bacteriana; (i) inibicdo das bombas de
efluxo (mecanismo geral de resisténcia
de bactérias); (iii) acdo em madultiplos
alvos na célula bacteriana3l. Outros
compostos também podem  agir
aumentando a acdo dos farmacos
utilizados na clinica. Neste caso a
sinergia pode ocorrer quando O
composto em questao atua em um alvo
terapéutico diferente daquele utilizado
pela droga convencional®?.

Terapia imunomoduladora

Terapias imunomoduladoras sao
baseadas na melhoria das defesas
imunitarias do hospedeiro, em vez de
inibir viruléncia ou a viabilidade do
micrébio33® 34, Os microrganismos
expressam mecanismos gue permitem
a colonizagdo ou infeccdo no
hospedeiro e neste contexto, muitos
patbgenos expressam uma Ssérie de
estratégias  especificas para se
estabelecer, colonizar, causar a doenga
e superar as defesas de hospedeiros
susceptiveis®. Com isso, estas
complexas relacdes entre efeitos pré e
anti-inflamatoérios que ocorrem durante
a sepse, tém inspirado a pesquisa e
desenvolvimento de agentes ativos.
Tais estratégias podem contribuir para
remocéao de fatores imunolégicos como
o TNF, por exemplo, que se encontram
de forma elevada na infeccdes?.

O potencial imunomodulador das
lectinas nativa e recombinante de
sementes de Cratylia mollis foi avaliado
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usando macréfagos infectados e néo
infectados com Staphylococcus aureus.
Ambas as lectinas induziram
significantemente a producéo de oxido
nitrico (NO) e de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, INF-y e TNF-
a) em macréfagos nao infectados. A
acdo fagocitica dos macrofagos foi
aumentada em 27,1% e 22,47% apds o
tratamento destes com pCramoll e
rCramoll. Por fim, as lectinas inibiram a
expressdo de TNF-a e IL-6 e
estimularam a producao de IL-1p e INF-
y por macrofagos infectados por S.
aureus®.

Diversos modelos tém sido
utilizados na busca de novos agentes
imunomoduladores capazes de inibir a
capacidade infectiva de S. aureus,
dentre eles, os que empregam
Caenorhabditis elegans (Rhabditidae)
tém se destacado®” 38, Este nematdide
terrestre de vida livre € um organismo
modelo vantajoso por ser multicelular e
apresentar sistemas fisiolégicos
conservados, tempo de vida -curto,
devido ao baixo custo de cultivo,
facilidade de manipulacdo genética,
genoma completamente sequenciado e
cerca de 60-80% de genes homologos
aos humanos?®® 40, Usando um sistema
baseado em C. elegans, trinta e sete
produtos naturais e 29 compostos
sintéticos foram analisados quanto as
suas propriedades anti-infectivas. Os
compostos selecionados nao
apresentaram acado antimicrobiana
direta. O sistema revelou que 14
produtos naturais de seis plantas (Nypa
fruticans,  Swietenia  macrophylla,
Curcuma longa, Eurycoma longifolia,
Orthosiphon stamineus e Silybum
eburneum) e um amostra marinha
(Faunus ater) capazes de melhorar a
sobrevivéncia dos vermes infectados
(aproximadamente trés vezes). Por
outro lado, quatorze compostos
sintéticos foram positivos. Estes dados
sugerem que estes compostos podem
agir tanto inibindo os fatores de
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viruléncia do patdgeno, quanto
aumentando as defesas imunolégicas
do hospedeiro®,

Conclusao

A resisténcia apresentada por S.
aureus se tornou um grande problema
de saude publica, onde a sua
disseminacéao pode ter ocorrido através
do uso indiscriminado de antibioticos. A
busca por novos mecanismos como o
uso de compostos naturais e
estratégias para combater infeccbes
causadas por esta bactéria é de grande
relevancia. O estudo abordou a
importédncia do desenvolvimento e
implantacdo de novas terapias
antiviruléncia na qual vem
apresentando resultados promissores
na inibicdo dos principais fatores de
viruléncia de S. aureus. Esta revisdo
também retratou como as terapias
imunomoduladoras podem resultar no
descobrimento e aplicagdo de novos
compostos de grande importancia para
o combate contras as infeccles
causadas por S. aureus.
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