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2. RESUMO

Desde a decada de 40, com o advento da antibioticoterapia
clinica, ha relatos de microrganismos resistentes as drogas. Essa
resisténcia é preocupante na medida em que torna-se cada vez mais
dificit o tratamento de determinadas infecgbes associadas a esses
microrganismos. Estudos tém sido realizados no sentido de encontrar
novas drogas ou associacdes, ou ainda novas terapias para tentar
minimizar o aparecimento € a manifestaco de resisténcia. Assim, o
intuito deste trabalho foi avaliar a associacio de acido clavulanico
(inibidor de {-lactamases, normalmente associado a penicilinas), a
cefalosporinas, na tentativa de aumentar sua acao bactericida frente a
bactérias produtoras ou ndo de p-lactamases. Para tanto, foram
utilizados 160 ratos, divididos em grupos de 8 animiais nos quais foram
implantados cirurgicamente, na regido dorsal, esponjas de PVC.
Decorridos 7 dias do implante, cada grupo recebeu doses previamente
estabelecidas de: cefalexina (75 e 150 mg/kg - grupos 1 e 2); cefalexina
+ acido clavuldnico (75 / 37,5 e 180 / 75 mg/kg - grupos 7 e 8);
cefriaxona (40 e 80 mg/kg - grupos 3 e 4); cefriaxona + acido
clavulénico (40 f 20 e 80 / 40 mg/kg - grupos 8 e 10) e ainda acido
clavulanico isoladamente (20 e 80 mg/kg - grupos 5 e 6). Uma hora
apés a administracio das drogas os tecidos granulomatosos, formados
pelo implante da esponja de PVC, foram retirados e dispostos em meio
de cultura em placas de Petri, previamente inoculadas com 10° uf.c. de
Staphylococcus aureus ndo produlores de J-lactamase (ATCC
25923) (grupos 1 a 10) em &gar Mdller Hinton. O mesmo procedimento
acima descrito foi repetido (grupos 11 a 20), alterando-se porém o
microrganismo, utilizando-se agora  Staphylococcus  aureus
produtores de B-lactamase (cepa de campo). Apes 24h de incubagao,

os halos de inibicdo formados, quando formados, foram medidos e
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anotados para posterior andlise Esse estudo foi designado como ex
vivo. Paralelamente, foi realizado estudo in vitro das mesmas
associagdes testadas ex vivo, para avaliar a reprodutibilidade do teste
e dos resultados. Para os testes in vitro, foi realizada uma escala de
diluicbes contendo: o microrganismo, meio de cultura e ainda diluicbes
decrescentes da(s) droga(s) a ser{em) testada(s), ou seja determinacéo
de CIM (Concentracio Inibitoria Minima). A analise estatistica dos
dados obtidos, mostrou que: sem a presenca de p-lactamase, a
cefalexina, apresenta melhores resultados que a cefriaxona, o que
inverte-se guando O microrganismo em questdo € produtor de 8-
tactamase (P<0,05). Ainda, a adi¢ac de &cido clavulénico ndo interfere
na acdo antibidtica das drogas quando ndo had presenga de f-
lactamase e, em presen¢ga da enzima, a associacao mostrou-se
sinérgica, aumentando a ac8o bactericida das drogas (P<0,05),
revelando-se util quando © microrganismo mostra-se resistente pela
presenca da p-lactamase. Os resultados dos testes ex vivo realizados
mostraram reprodutibilidade quando comparados com os resultados
dos testes in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: cefalexina, cefriaxona, acido clavulanico,

f-lactamase, resisténcia bacteriana.
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3. INTRODUCAO

O conhecimento do fendmeno da resisténcia data do inicio
da era antimicrobiana e relaciona-se a presenca, nos microrganismos,
de estruturas ou processos metabdlicos que impedem ou diminuem a
acdo de drogas com acgd0 antimicrobiana conhecida. Atuaimente a
resisténcia bacteriana é descrita em praticamente fodas as espécies.
S&o conhecidos 0s mecanismos de fransferéncia dessa resisiéncia a
outras baclérias e ainda, o risco que 880 representa para a sociedade
como um todo.

De todos 0s mecanismos bioquimicos de expressado de
resisténcia em bactérias, a producio de enzimas que degradam a
molécula da droga &, sem duvida, ¢ mais proeminente. Dentre as
enzimas, a classe mais importante é a das B-lactamases. S&o enzimas
que atuam hidrolisando o anel B-lactémico, destruindo completamente a
atividade de penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos € analogos.

As B-lactamases sdo enzimas codificadas por
cromossomos ou  através de plasmideos que determinam em
microrganismos gram positivos ou negativos sua producdo e
expressdo, especiaimente no Sfaphyfococcus aureus. Inumeras
foram as tentativas de minimizar a resisténcia aos antibidticos B-
lactmicos, visto que, sd0 medicamentos de baixa toxicidade, amplo
espectro de atividade, de grande valia no meio médico. Na década de
70, foi introduzido © acido clavulanico, um inibidor seletivo para §-
lactamases que, quando associado a penicilinas, potencializa sua agao,
diminuindo a hidrblise das enzimas sobre essas drogas.

A idéia do uso do inibidor difundiu-se pelo meio cientifico e
passou a ser mais uma alternativa no combate da resisténcia a drogas.
No presente irabalho, buscamos estudar a viabilidade e o poder
antimicrobiano da associacdo desse inibidor, o acido clavulanico, a

DEL FIOL F 8. 9
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cefalosporinas de primeira e terceira geracdes, frente a microrganismos
produtores & nao produtores de B-lactamases, uma vez que, séo

antibidticos de grande serventia e que sofrem também interferéncia por
acao desta enzima.
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4. REVISAO DA LITERATURA

Tem sido busca constante entre as civilizagbes a procura
de drogas, ou ainda, terapias que tenham como finalidade combater
infeccdes e dizimar doencas. Substéncias como o bolor (China, 3000
anos), cerveja, vinho (Sumérios na Mesopotdmia) alho e bandagens
com mel (Idade Média), foram utilizadas em feridas infectadas, ou ainda
em doengas genitais femininas. (TAVARES, 1996).

Progressos substanciais nas pesquisas foram obtidos com
0s trabalhos de Pasteur e Koch em 1878, que demostraram a natureza
microbiana das doencas. Com a crescente preocupacac em encontrar
substancias com acdo antimicrobiana e cada vez menos fdxicas, as
pesquisas foram se desenvolvendo até as publicacbes de Paul Erhlich
em 1910, que introduziu com seu trabalho denominado “606" ou
Salvarsan, um fratamento para a sifilis, sendo também censurado peia
igreja, por interferir na punico de Deus pelos pecados cometidos. Com
base nesses firabalhos, buscaram-se novas drogas através de
modificacdes estruturais nos compostos, chegando-se 80 grupo dos
sulfonamidicos, até hoje utilizados (MIMS ef al, 1995).

Os sulfonamidicos tiveram seu reconhecimento como
droga antimicrobiana somente na década de 30 com 0s frabalhos de
Domagk em 1932 na Alemanha, que demonstrou sua atividade
antibacteriana em animais infectados. Esse {rabalho recebeu ainda a
confirmacéo de Leveditti e Vaissman na Franca no mesmo ano e,
gracas a esses e outros resultados, Domagk foi agraciado com o
Prémic Nobe! de Medicina do ano de 1938 (VALLE ef al, 1991,
BRYANT, 1981).

A partir desse periodo, até o inicio da Segunda Grande
Guerra, surgiram novos compostos sulfonamidicos através de

DEL FIOL, F.5. 12
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modificactes em sua estrutura quimica que refletiam em sua atividade
farmacodindmica e farmacocinética. Surgivam a sulfadiazina, ©
sulfatiazol, a sulfamerazina, etc. (TAVARES, 1996),

Paralelamente, em 1928, Alexander Fleming no St. Mary's
Hospital, observou que um fungo contaminava suas culturas de
estafilococos e que no local da contaminacdo havia lise celular das
bactérias e, portanto, ndo havia crescimento. Ao isolar o fungo,
percebeu tratar-se do Penicillium notatumn, o que o levou a nomear a
substancia que provocava a morte do microrganismo como penicilina.
Constatou também que essa substncia era ativa ndo s contra
estafilococos, mas também contra estreptococos, e mais, ndo era
téxica para animais. A partir da descoberta de Fleming, outros trabalhos
e pesquisas vieram a complementa-lo. Chain e Florey, isolaram a nova
substancia e desenvolveram técnicas para sua obtencao (MANDELL &
PETRI,1996; TAVARES, 1998).

O primeiro uso de penicilinas em humanos ocorreu em 12
de fevereirc de 1941, quando a droga foi administrada a um policial de
Londres, portador de uma infeccdo mista por estafilococos e
estreptococos. A droga foi utilizada com sucesso, traduzideo pela
methora significativa do estado geral do paciente. Com o decorrer do
fratamento, o estoque da droga se esgotou e o pacienie apresentou
recaida, vindo a falecer em 17 de fevereiroc do mesmo ano (TAVARES,
19986).

Entretanto, seu us¢ foi reconhecido pela comunidade
cientifica e aprovado como droga terapeuticamente Gtil. Com a chegada
da Segunda Guerra Mundial houve a necessidade de uma maior
quantidade de droga disponivel e com a dificuldade financeira
atravessada pelos laboratérios Ingleses, aliado a proximidade
geogréfica da guerra, Florey e seu grupo levaram a tecnologia aos
Estados Unidos, onde a penicilina comegou a ser produzida em escala
industrial. Em 1845 ¢ uso da penicilina foi liberado a sociedade civil e
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em 1949 foram fabricadas 800 bilhdes de unidades de penicilina,
posteriormente 500 trithdes, assumindc assim seu papel até hoje
indispensavel no arsenal terapéutico (WEINSTEIN & BARZA, 1877).

A parir dai inicia-se a época de ouro dos antibidticos com
novas descobertas e a promessa de drogas que atuariam com eficacia
sobre doencas que até entao apresentavam alto indice de mortalidade,
como ilustrado no guadro 1.

Quadro 1. indice de letalidade de doencas nas eras pré e pas antibiticos.

Preumonia pneumocdcica 20-85 | +{-5

Endocardgite bacteriana 99 5
Meningite por H. influenzae 100 23
Meningite pneumocGcica 100 810
Meningite meningocdcica 20-80 1-5
Febre tifdide 810 1-2

Adaplado de Weistein & Barza, 1977,

0O termo antibidtico foi adotado iniciaimente por Vuillemin
em 1889 em um trabalho entitulado “Antibiose e Simbiose" que
determinava a “luta entre os seres vivos pela sobrevivéncia’
Posteriormente Waskman, descobridor da estreptomicina, define o
termo como ‘“substancias dotadas de atividade antimicrobiana,
extraidas de estruturas orgénicas vivas” (BERGOGLIO, 1993).

DEL FIOL, F.8. 14
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4.1 - ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Denominam-se p-lactdmicos os antibidticos derivados
éuimicamente do anel p-lactamico, grupamento responsavel pela
atividade farmacolbégica da classe, caracterizando-se como ©
grupamento farmacoférico, sendo que, qualquer alteracédo em sua
estrutura basica resuita em completa perda de atividade do composto.

Compbem o0s B-lactdmicos duas grandes classes: as
penicilinas e as cefalosporinas e mais recentemente, dois novos grupos

de farmacos, os carbapenémicos e os moncbactédmicos (JAWETZ,
1988).

Figura 1 - Estrutura bisica das cefalosporinas. Adaptado de Jawetz, 1697

DEL.FIOL, F.8. 15
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4.2 CEFALOSPORINAS

4.2.1 - HISTORICO

As cefalosporinas sao  antibidticos  B-lactamicos,
bactericidas, descobertos na década de 40 através de Giuseppe
Brotzu, professor da Universidade de Cagliari na lalia. Ao realizar
testes antibacterianos com microrganismos, o pesquisador isoloy um
fungo em uma poca dagua proximo a um esgoto na costa da
Sardenha. Identificou-o como Cephalosporium acremonium ¢
descobriu no microrganismo propriedades antibidticas semelhantes ao
Penicillium notatum (MANDELL & PETRI, 1996).

O trabalho do Professor Brotzu foi publicado alguns anos
mais tarde na Lavori dell’ instituto d igiene dell’ Universita de Cagliari,
revista cientifica de pouca expressdo e falvez por esse motivo, ndo
despertou maiores interesses (TAVARES, 1996).

Essa descoberta foi levada a Inglaterra a5 méos de Sir
Haward Florey, em Oxford, que em parceria com outros pesquisadores
identificou e confirmou a atividade antibacteriana do microrganismo.
Isolou trés substancias assim denominadas: cefalosporinas, P, N e C.
As duas primeiras, P e N, apds estudos de espectro de atividade foram
descariadas permanecendo a cefalosporina C em estudo. No ano de
1963, Abraham e Newion demonstraram na substancia, atividade
contra a penicilinase estafilococica, despertando grande interesse em
toda a comunidade cientifica. Finalmente em 1961, através de Loder e
cols. isolou-se seu grupamento farmacofdrico, denominade de ac. 7-
aminocefalosporanico (7-ACA), substéncia constituida por dois anéis;
um S-lactamico e outro di-hidrotiazina (ABRAHAM, 1962).

A partir desse composto surgiram novas cefalosporinas; de
uso parenteral; cefalotina (1962), cefaloridina (1964) e as de uso oral
como: a cefalexina (1967), cefradina (1970) e cefapirina (1972)
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{(BERGOGLIQ, 1993). Atualmente, compbem o grupo de antibidticos
mais prescritos mundialmente, atingindo valores entre 30 e 50% das
receitas aviadas, principalmente a pacientes hospitalizados (MEDICAL
LETTER, 1992}

As cefalosporinas sao derivados sintéticos do acido 7-
aminocefalospordnico, sendo que, as alteragbes geradas na cadsia
ligada ao carbono 3 do anel (Figura 1) modificam suas caracteristicas
farmacoldgicas como metabolismo e farmacocinética (HUBER ef al,,
1972). Se as alteragbes forem promovidas no proprio anel §-lactadmico,
conferem maior ou menor resisténcia as p-lactamases (MANDELL &
PETRI, 1996).

A cefalotina foi a primeira cefalosporina introduzida na
clinica em 1962 pelo Lahoratdrio Lilly e a partir dela surgiram outras
que de acordc com seu comportamentc farmacocinético,
antimicrobiano e ainda seguindo a cronologia de sua sintese, foram
divididas e classificadas em geracdes (MOELLERING, 19786).

Primeira geracdo: Incluem as seguintes cefalosporinas de
use  parenteral: cefalotina, cefaloridina, cefazolina, cefacetrila,
cefanona, cefazaflur, ceftezol, cefazedona e as de absorgaoe oral como:
cefalexina, cefradina, cefadroxil, cefaleglicina, cefatrizina e cefroxadina.
Todas essas cefalosporinas exercem a mesma  atividade
antibacteriana, apresentando boa atividade bactericida contra cocos
gram positivos € pequena contra gram negativos(MOELLERING, 1976).

Essas drogas ainda possuem uma relativa atividade contra
bactérias produtoras de B-lactamase porém, mostram-se pouco Uteis
frente a estafilococos oxacilina-resistentes (DONOWITZ & MANDELL,
1988).

Segunda geragdo: Sac resultado de pesquisas buscando
alternativas a microrganismos resistentes as de primeira geracao.
introduzidas na clinica em 1978 buscando preencher a lacuna das
bactérias produtoras de penicilinase ocu ainda as oxacilina-resistentes.
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Apresentam uma menor atividade contra microrganismos gram
positivos que as de primeira geracao (FONSECA, 1991; GRAUMLICH
& SIDHU, 1987). Incluem drogas de uso oral: cefaclor, cefprozila, axetil
cefuroxima e hexetil cefotiano e de uso parenteral: cefamandol,
cefuroxima, ceforanida, cefonicida, cefotiano, cefoxitina e cefmetazol.

Terceira geragdo: Disponiveis desde 1881 com a
infrcducdoe da cefotaxima. Sao drogas de grande atividade contra
microrganismos gram-negativos, muito mais que as de primeira e
segunda geragGes, atuande ainda contra Enterobacter sp,
Pseudomonas aeruginosa, Serralia, Neisseria gonorrhoeae. Sua
maior estabilidade frente & microrganismos produtores de B-lactamase
ndo significa necessariamente sua efetividade contra essas bactérias.
As B-lactamases podem ndo inativar completamente a droga através de
hidrolise, mas sim ligar-se a ela formando complexos (trapping ou
aprisionamento) impedindo sua ligacao as PBPs (PENICILIN BINDING
PROTEIN) levando a uma queda acentuada em sua atividade
{MALOIUN & BRYAN, 1986).

Esse grupo inclui drogas de uso parenteral: cefotaxima,
ceftriaxona, cefodizima, cefmenoxima, ceftizoxima, ceftazidima,
cefoperazona e cefsulodina e ainda algumas de absorgdo por via oral:
cefixima, cefpodozioma, ceftibuten, cefetamet e cefdinir (BERGOGLIO,
1993; KAISER, 1994).

Quarta geracgio: Desenvolvida e introduzida em 1883 pelo
laboratorioc Hoechst (Alemanha) em conjunto com Roussel Uclaf
{Franca}, a cefpiroma inaugura a classe das cefalosporinas de quarta
geracdo vindo a complementar o espectro de atividade das drogas de
terceira geracdo, muito potenies contra bactérias gram negativas porém
comt menor acdc sobre gram positives como enterococos €
estafilococos (WATANABE & KATSU, 1993). Assim, as cefalosporinas
de quarta geracdo preservam a atividade das drogas da terceira
geracdo (gram negativos), associada a uma maior acdo em gram
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positivos ou seja, sdo drogas que apreseniam o espectro de atividade
das cefalosporinas de primeira e terceira geracbes juntas (CHENG,
1993). Compreendem drogas como a cefpiroma, cefepima, cefquinoma
& cefprozam, todas administradas por via parenteral.

4.2.2 - MECANISMO DE AGAO

A parede celular € um reforgco externo da membrana
citoplasmatica das bactérias, com excecdo dos micoplasmas. Tem
como principal funcdo, manter sua morfologia e a hipertonicidade do
meio, atuando como barreira osmdtica legando a bactéria a
propriedade de manter em seu interior elementos essenciais a sua
sobrevivéncia (MIMS ef a/., 1995; CALDWELL, 1995).

Sua constituico varia de espécie para espécie e entre gram
positivos e negativos, porém fodas apresentam em comum a presencga
de mucopeptideo, o peptidoglicano, formado por agucares aminados
(acetilglicosamina e acetilmurdmico). Nos microrganismos gram
positivos, o mucopeptideo corresponde a 40-90% da composicéo da
parede celular, enquanto que nos negativos, de 4 a 10%
{GEORGOPAPADAKOU, 1980). Nos gram positivos, a parede celufar é
formada por uma estrutura simples e espessa seguida pela membrana
plasmatica (Figura 2). Nos gram negativos, a célula é recoberta por
uma membrana denominada membrana externa. Mais internamente
apresenta-se o0 espaco periplasmico, seguido da parede celular e ainda,
a membrana citoplasmatica (MANDELL & PETRI, 1996).

Associadas a parede celular de alguns gram positivos e
tarmbém no espaco periplasmico dos gram negativos encontram-se as
B-lactamases (Figura 2), enzimas capazes de bloguear a agédo de
drogas através da hidrélise do anel B-lactdmico, presente em
penicilinas e cefalosporinas (MIMS et a/., 1995).
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Figura 2 - Esquema da parede celular de bactérias. Adaptado de Mims e cols., 1995,

As

consequentemente, a parede celular estd continuamente sendo

bactérias estdo em constante reproducao e,
destruida e sintetizada. A sintese da parede, ocorre em trés etapas
distintas. A primeira realiza-se no citoplasma da bactéria e é
responsavel pela producao de percursores necessarios a elaboracao
da parede. A segunda ocorre na membrana citoplasmatica onde, por
intermédio de um transportador, o bactoprenol, as moléculas de
aminoacucares sao exteriorizadas. Na terceira etapa, que ocorre no
espaco periplasmico dos gram negativos e no extra celular dos gram
positivos, promove-se a polimerizagao,

isto €, os pares de

aminoacucares sao ligados entre si originando longas cadeias
polissacaridicas (CALDWELL, 1995). Sao reacbes catalisadas por
enzimas denominadas transglicosidases. Posteriormente, ocorre a
transpeptidacéo, isto €, o entrelagamento dos segmentos peptidicos
das cadeias polissacaridicas formando-se o polimero peptidoglicano
que ira compor a parede e o septo da bactéria em divisdo. Essas
reacoes sao catalisadas por transpeptidases havendo também a
participacao de carboxipeptidases (CALDWELL, 19995).

Nesta fase ocorre interferéncia e conseqlente acao
bactericida dos B-lactamicos, ligam-se irreversiveimente as PBPs
(Penicillin Binding Proteins), ou proteinas ligadoras de penicilinas,

localizadas na face externa da membrana plasmatica. As PBPs sao
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classificadas em sete sub-tipos de acordo com seu peso molecular. As
do grupo 1A, 1B, 2 e 3 estao presentes em pequena quantidade na
célula e tem peso molecular entre 60.000 e 140.000. As do grupo 4, 5 e
8 correspondem a 70-80% de todas as presentes na célula e tém baixo
peso molecular {(40.000 a 60.000). Cada uma dessas proteinas tem
uma funcdo especifica na producdo da parede celular, atuando na
terceira e (ltima etapa da producdo da parede, por isso tornaram-se
alvos para drogas que inibem a formacdo da parede. Sob agdo de
cefalosporinas ha ligagao irreversivel com as do grupo 1A, 1B e 3. As
do grupo 1A e 1B tém atividade especifica de transpeptidase e
transglicosidase, relacionando-se com o alongamento da célula em
divisdo. As do grupo 3 s&o as mais importantes, responsaveis pela
formacédo do peptidoglicano que constituird o septo que divide a
bactéria durante a multiplicacdo (BOYD, 1995, MARSHALL, 1995).
Com sua inibicdo, a bactéria cresce continuamente sem ocorrer diviséo
septal, terminando por sofrer lise apos um periodo de desenvolvimento,
Para uma boa atividade de drogas B-lactdmicas € necessario que, além
da inibicdo das PBPs, essas drogas cheguem ao local de acdo, o que
muitas vezes e impedido ou dificultado por acdo de p-lactamases que
inativam a droga antes que alcance seu receptor. A acdo em bactérias
gram negativas depende ainda da chegada da droga até as PBPs
controlada seletivamente pelos canais de porina que limitam a
passagem de drogas muito grandes e pouco soluveis (Figura 2). A
impermeabilidade dessa membrana ou diminuicdo da formacéo desses
canais constitui mecanismo de resisténcia a acdo desses antibidticos
(LAURENCE ef al., 1997).

Sob a¢do dessas drogas ocorre a formacéo de uma parede
celular defeituosa e/ou incompleta, levande a bactéria a lise pois a
hipertonicidade intracelular promovera a entrada de agua na bactéria
determinando sua morte, caracterizando assim a acéo bactericida
dessas drogas (FONSECA, 1991).
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4.2.3 - CEFALEXINA

A cefalexina € uma cefalosporina de primeira geracéo
introduzida na clinica por Wick em 1867. Ja no ano seguinte foi
determinada grande parte de sua farmacocinética e atividade
antibacteriana (PERKINS ef al., 1968), £ uma cefalosporina disponivel
para uso oral sendo que, a presenca de alimentos no ato da ingestao
alterara pouco seus niveis séricos nado tendo qualquer interferéncia
significativa. Apds uma ingestdo oral de 250 mg atinge niveis
plasmaticos em torno de 6,8 ug/mi.. Quando a ingestéo vai a 500 mg
encontramos niveis plasmaticos entre 13 e 18 ug/mbL e se a
administracao oral chegar a 1g, teremos concentracdes plasmaticas em
torno de 25,0 ug/mlb, determinando quantidade de droga suficiente
para inibir a maioria das bactérias gram positivas causadoras de
infeccbes em tecidos moles (PERKINS ef al., 1968; MOELLERING &
SWARTZ, 1976).

Qutros estudos mostram ainda que, apds a administragéo
de doses orais de 250 e 500 mg obtiveram-se as seguintes variaveis
farmacocinéticas. T. Max. de 60 minutos para as duas doses e a
C.Max. de 8,5 e 19 ug/mbL respectivamente (ORSOLINI, 1970). Tem
boa distribuicao pelo organismo atingindo com facilidade tecidos bem
perfundidos ndo atravessando a barreira hematoencefalica quando
sadia. Atravessa em pequena proporcdo a barreira placentaria
promovendo niveis fetais de 15 a 30% da concentragdo plasmatica
materna. Sua taxa de ligacéo a proteinas plasmaticas esta em torno de
25%, sendo encontrada de 80 a 95% de forma inalterada na urina.
Sofre excregdo renal por secrecao tubular e filtragdo glomerular. De 5 a
10% & metabolizada no figado e tem um tempo de meia vida de 0.8 a
1,0 hora, podendo estar aumentado a até 24 horas em casos de anuria
ou insuficiéncia renal aguda (JAWETZ, 1998).

DEL FICL, F.&. 22



Revisfo da Literatura

A droga deve ser administrada de 250 a 500mg a cada 6
horas, podendo chegar até 1g quatro vezes ao dia (BAXTER ef al,
1980) ou ainda, optar-se pelo regime de 30 a 50 mg/kg/dia sem que a
dose total administrada ultrapasse a 4g/dia. £Esse regime posolbgico
deve ser empregado em tratamentos pediatricos. A droga pode ser
associada a probenecida aumentando sua concentragdo plasmatica por
competicao pelo mesmo sitio de excregao (TAVARES, 1996).

A cefalexina tem como especiro principal de atividade
cocos gram positivos e alguns germes gram negativos incluindo E.coli
Salmonella, Klebsiella, Proteus mirabilis e alguns Eterobacter. N&ao
apresenta atividade contra Haemophilus influenzae, Serratia,
Pseudomonas ou Bacterioides fragilis.

Tem como principais indicacdes: infeccbes do trato urinario
como pielonpefrites, infeccbes ginecoldgicas, respiratorias e
dermatologicas, ou ainda como droga alternativa & penicilinas na
uretrite gonococica (TAVARES, 19986).

Em um estudo, realizado por Perkins e cols. (1968), o autor
correlaciona a concentracao plasmatica, obtida apés varias doses
administradas & humanos com a CIM (concentracao inibitéria minima)
para os patégenos mais comuns, incluindo o S.aureus produtor de
penicilinase, Os resultados sdo apresentados na figura 3.
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Figura 3 - Relagao entre [ ] obtidas ap6s administracdo oral de cefalexina e CIM para

S.aureus produtores de [-lactamase (n=25). Adaptado de Perkins e cols., 1968

Como visto, a cefalexina atinge a CIM para o S.aureus até
trés horas para a dose de 250 mg e chegando & cinco horas para a
dose de 1g, mostrando-se relativamente util para esse tipo de
microrganismo, devendo ser utilizada em altas doses (1g) e/ou em
intervalos menores (6 horas).

Dados muito proximos a esses sao encontrados por Lacey
e Stokes (1977) que mostram valores de CIM para S.aureus
produtores de p-lactamase em torno de 1,84 a 6,6 ug/mL e de 1,64
ug/mL para os nao produtores.

Farrar e O'dell (1978), ao compararem varias
cefalosporinas de uso oral e parenteral frente a S.aureus produtores de
B-lactamase, encontraram valores de CIM entre 2,5 e 16,0 ug/mL
conforme a metodologia empregada para a cefalexina. Os autores
ainda discutem e comparam a taxa de hidrolise pela B-lactamases
sobre as cefalosporinas testadas, classificando a cefalexina como de
resisténcia “intermediaria” a hidrélise pela B-lactamase.

Mais recentemente, Takenouchi e cols. (1994) estudaram a

acao de cefalosporinas de primeira geracao frente a Staphylococcus
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aureus produtores de f-lactamase, encontrando valores de CIM para a
cefalexina em torno de 1,56 ug/mL para B-Iactarhase do sub-tipo A e
3,13 pg/mlL para o sub-tipo C. Os autores ressalvam que; “a cefalexina
nao deve ser utilizada terapéuticamente em infecgbes associadas a

S.aureus produtores de B-lactamase”.
4.2.4 - CEFTRIAXONA

E uma cefalosporina de terceira geracdo, de uso
parenteral, introduzida em 1980 sob a sigla de RO 13-8904 pelo
laboratério Roche - Suiga (PARADIS ef al, 1892). Tem como principal
caracteristica sua meia vida prolongada, de 6 a 8 horas, representando
a meia vida mais longa de todas as cefalosporinas disponiveis,
possibilitando sua utilizagdo 1 a 2 vezes ao dia (PATEL, 1984). Em um
experimento realizado em humanos, a cefiriaxona teve sua
farmacocinética comparada a trés antibidticos B-lactdmicos; cefpiroma,
ceftazidima, imipenem e ainda uma quinolona, a ciprofloxacina. Apds
dose endovenosa de 1g, a cefiriaxona, alcangou o maior T4,= 7,65h e
também a maior Cméax= 137,8 ug/mL entre todas as drogas testadas.
Esse mesmo experimento mostrou pardmetros farmacocinéticos de
interesse como seu volume de distribuicdo (0,11L/kg), sua area sob a
curva (AUG=1190,71ug/mL.h"), seu clearance total (CL=0,2 mL/min/kg)
e ainda a fracao da droga excretada in natura na urina (F, = 50,8%)
(PARADIS et 2/, 1992). Sua grande meia vida deve-se a dois fatores
farmacocinéticos; uma lenta eliminagdo renal, que mantém
concentracbes urinarias até 48 horas apds uma dose unica, e seu alto
grau de ligagdc & proteinas plasmaticas chegando a 95%,
determinando uma liberacdo lenta de droga ativa no plasma (PARADIS
ef al, 1992). Doses endovenosas de 1g de cefiriaxona promovem

concentracoes plasmaticas em torno de 120ug/mL, caindo em 12 horas
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a niveis proximos a 32ug/mL, chegando a 10ug/mi. 24 horas apds a
administracdo. A droga € bem distribuida aos tecidos moles com
grande penetracdo no SNC, permanecendo no liguor em
concentracdes de 20 a 40 ug/mbL  por até 18 horas. Esses fatores
tornam a droga como de primeira escolha para meningites provocadas
por patdégenos sensiveis (MEDICAL LETTER, 1992). Atravessa a
placenta promovendo niveis terapéuticos adequados no feto e liquido
amnidtico (PARADIS et al, 1992). Sua excrecdo é essencialmente
renal, em torno de 80% da dose administrada (metabdlitos ativos),
sendo que o restante é eliminado através da bile,

Tem como espectro de atividade microrganismos gram
positivos e gram negativos tendo pouca agac contra Pseudomonas
aeruginosa e Bacterioides fragilis. Suas principais indicacdes sdo as
meningites causadas por microrganismos gram negativos, destacando-
se ainda, sua atividade frente a gonococos, meningococos & H.
influenzae, infeccbes do trato urinario e osteomielites (BERGOGLIO,
1993).

A posologia para adultos varia em doses de 1 a 4g/dia,
dependendo do patégeno associado, sendo que em criancas a dose
recomendada € de 50-100 mg/kg/dia (BERGOGLIO, 1993).

Sua acao contra Staphylococcus aureus nac produtores
de p-lactamase € ligeiramente menor que as cefalosporinas de primeira
geracdo, atingindo CIM em torno de 2 a 6 ug/ml para esses
microrganismos, enquanto que a cefalexina (primeira geragéo) pode
atingir valores proximos a 1,5 ug/mb (LACEY & STOKES, 1877). A
droga apresenta uma certa estabilidade frente a8 maioria das B-
lactamases (CLEELAND & SQUIRES, 1984), podendo perder
completamente sua atividade frente 8 algumas classes de B-lactamases
produzidas por Proteus (CHRISTENSON et al., 1982).

Em um experimento realizado por Neu (1990), comparando
a atividade antimicrobiana de cefalosporinas de terceira geracgao,
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conclui-se que; “Cefalosporinas de primeira e segunda geracdes sdo 2
a 16 vezes mais ativas do gque as de terceira geracao frente a
Staphylococcus aureus nao produtores de penicilinase e que
apresentam também maior atividade frente a algumas, mas néo todas,
cepas produtoras de f-lactamase’”.

4.3- RESISTENCIA BACTERIANA A QUIMIOTERAPICOS

Com a introdugdo dos primeiros quimioterapicos em
terapéutica adveio também a resisténcia a eles. Paul Ehrlich em 1907
trabathando no Instituto Experimental de Frankfurt com uma cultura de
iripanossomas descobriu a atividade antimicrobiana de um composio
do arsénico, o atoxil. Neste mesmo momento ele observou e relatou o
fato de que alguns microrganismos de uma mesma espécie eram
resistentes ao tratamento (MEDEIROS et al., 1984),

Em 1928, com © descobrimento da penicilina por
Alexander Fleming, houve o primeiro relato de resisténcia natural de
microrganismos aos antibidticos. Fleming relatou que bactérias do
grupo “coli-ifdide” ndo eram sensiveis a penicilina. A causa dessa
resisténcia foi logo relatada por Abraham e Chaim que, de posse de um
extrato de E.coli, observaram a inibicéo da atividade antimicrobiana da
penicilina. Observaram também que a acio do calor e a digestdo pela
papaina sobre esse exirato determinava queda em sua capacidade de
inibir a agdo da penicilina. Baseados nessas observacdes concluiram
que a inibicdo na atividade da penicilina era promovida por uma
enzima, dando a ela o nome de penicilinase (MEDEIROS ef al., 1984).

Kirby em 1944, relata que alguns estafilococos
anteriormente sensiveis agora eram resistentes 4 penicilina, devido a
producéo de penicilinases, caracterizando o primeiro relato de
resisténcia adquirida a quimioterapicos (STRYNADKA ef al., 1994).
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Figura 4 - Porcentagem de cepas de S.aureus produtoras de p-lactamase. Adaptada de
Rosdahal, 1873 e Livenmore, 1894,

Com a introdugcdo da antibidticoterapia as cepas de
S.aureus foram se tornando cada vez mais resistentes devido a
producdo de B-lactamase por esses microrganismos (Figura 4)
(ROBDAHL, 1973; LIVERMORE, 1994).

Define-se como resistente, um microrganismo que nao
serd inibide ou destruide por um agente antibacteriano em
concentracbes alcancadas in vivo apoOs administragdo de doses
terapéuticas (MIMS ef al, 1995). A resisténcia de microrganismos a

quimioterapicos pode ser dividida em:

l. NATURAL: infrinseca ou primaria. Caracterizada pela
peculiaridade natural e original do microrganismo, ou seja,
normatmente ha auséncia de receptores para as drogas nessas células
(BERGOGLIO, 1993). Um exemplo classico & a ingtividade de -
lactamicos frente & micoplasmas, visto que esses microrganismos néo
apresentam parede celular, impossibilitando completamente a acéo
dessas drogas (TRABULSI, 1973).

il. ADQUIRIDA: Quando ha o aparecimento de resisténcia & um
ou mais antibidticos em uma populacdo bacteriana originaimente
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sensivel & essas drogas. Caracterizada pelo aparecimento de uma
nova propriedade fenotipica em muitos integrantes de uma mesma
espécie, nem sempre em todos (TRABULSI, 1973).

A aquisicio de resisténcia por um microrganismo pode dar-se de
diversas formas, a saber;

MUTACAO: E uma alteracdo espontdnea ou ndo que ocorre no
cromossomo  bacterianc levando a mudancas nas propriedades
bioguimicas ou estruturais da bactéria como por exemplo o surgimento
de resisténcia. A mutacdo pode ser determinada por raios X,
ultravioleta, acido nitroso e promove o surgimento de um resistente a
cada um bithdo de microrganismos. Esse numero nao teria tanta
importéncia ndo fosse o grau e a velocidade de divisdo das bactérias,
haja visto que a cada oito horas sucedem-se 36 geracdes de bactérias.
Para que isso ocorresse em humanos, o tempo estimado seria de 1000
anos (BERGOGLIQ, 1993). Apesar disso a incidéncia de resisténcia a
antibitticos por esse mecanismo se mostra pequena, ja que 0S8
quimioterapicos parecem nao estimular a mutacdo em microrganismos.
Clinicamente pode ocorrer resisténcia por esse mecanismo em
infeccbes cronicas e de dificil tratamento, como na tuberculose e
hanseniase, onde o antibiético permanecera por um Jongo periodo de
tempo em contato com o mesmo microrganismo. Esse tipo de
mecanismo & transmitido somemnte verticalmente, ou seja, da célula
genitora as células fithas (TAVARES, 1996).

Os microrganismos resistentes tém ainda a capacidade de
fransmitir seus genes de resisténcia, sendo que essa transferéncia
pode se dar de quatro formas distintas:

1. TRANSFORMAGCAO - E um mecanismo de transferéncia de
todo ou parte de um cromossomoc de uma bactéria a3 outra,
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cromossomo este, portador do gene e resisténcia. Para que haja a
transferéncia do material genético faz-se necessaria a morte da
bactéria doadora e incorporacéo do material genético pela receptora,
implicando ainda na produgéo de proteinas de superficie pela bactéria
receptora para toma-la apta a receber o material (estado de
competéncia). Ocorre somente em bactérias da mesma espécie. E
muito incomum e de pouca importéncia (CALDWELL, 1995).

2. TRANSDUGAO - E um recurso de intercBmbio genético
caracterizado pela transferéncia de material de uma bactéria a outra
por meio de bacteriéfagos. Esses fagos usam o DNA da bactéria para
sua multiplicacdo. Nesse processe, podem incorporar ac genoma das
novas particulas virais, fragmentos de DNA cromossdmico ou
plasmideal da bactéria parasitada, que contenham genes de
resisténcia. Essas novas particulas virais ao parasitarem outras
bactérias fransferem o gene de resisténcia. E o principal mecanismo de
aquisicdo de resisténcia por gram positivos, tendo pouca importancia
para os gram negativos. Os estafilococos s&o grandemente afetados
por esse mecanismo iendo sido encontrados mais de 40 fragmentos de
plasmideos em uma uUnica célula bacteriana. Esses plasmideos podem
conter genes determinantes de resisténcia a varios grupos de
antibidticos (PELCZAR ef al., 1993; PAYNE ef a/., 1992).

3. CONJUGAGAQ - Para gue esse mecanismo se estabeleca,
faz-se necessario a presenca em uma das bactérias de um plasmideo
codificante de Fator F (fertilidade). Esse fator F lega a bactéria que o
possui, a possibilidade de, atraves de pilus ou fimbrias, estabelecer um
contato fisico com outras bactérias e, através dessa ponte, transferir
material genético que contenha um gene determinante de resisténcia
{Fator R), caracterizando a conjugacéo. Quando ha a fransferéncia de
gene de resisténcia (Fator R) associado ao fator F, esse passa a
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chamar-se fator RTF. O fator R, ou plasmideo de resisténcia carrega
genes de resisténcia multipla, ndo s6 a um antibidtico, mas a varias
drogas. Assim, a pressdo genética exercida por uma s6 droga pode
levar um microrganismo a desenvolver resisténcia a outro grupo de
drogas. Atualmente, esse processo de iransferéncia de resisténeia é o
mais frequente, favorecido pela pressdo seletiva exercida pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos (REESE & BETTS, 1993).

4. TRANSPOSICAO - A transposicdo permite o intercdmbic de
material genético entre plasmideos, ou entre plasmideos e
cromossoma, bacteridfagos e plasmideos, tudo dentro de uma mesma
bactéria, caracterizando uma “promiscuidade génica’. Essa
transferéncia da-se através de elementos genéticos denominados
franpossons. S&o capazes de inserirem-se entre moléculas de DNA
quaisquer. Nao tém capacidade de auto-replicacdo e por isso
permanecem associados ao DNA, podendo frocar de posicdc no
mesmo DNA (BERGOGLIO, 1993). Por serem segmentos pequenos de
DNA, os transpossons carregam pequena quantidade de informacao,
sendo capazes de codificar resisténcia apenas a duas ou no maximo
rés drogas (CALDWELL, 1995, PELCZAR et al., 1993).

4.4 - BASES BIOQUIMICAS DA RESISTENCIA A DROGAS:
A resisténcia bacteriana pode manifestar-se por seis
mecanismos bioquimicos principais:

4.4.1 - Alteracio da permeabilidade bacteriana a droga. Pode
ser natural ou ainda adquirida. As bactérias gram negativas sé&o
envolvidas por um sistema de membranas exiremamente
especializado, o que dificulta a penetracdo de antibidticos. Essa
penetracdo depende da lipossolubilidade, tamanho e carga elétrica da
droga. Os germes gram negativos sdo praticamente insensiveis a
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penicilina G devido a sua incapacidade de penetragdo e ligacdo as
PBPs, (Penicillin binding proteins) caracterizando assim, resisténcia
natural desses microrganismos a essas drogas. A resisténcia adquirida
pode advir de genes cromossdmices e plasmidais determinando, por
exemplo, uma diminuicdo ou extingdo completa dos canais de porinas,
utilizados por cefalosporinas para penetracdo em microrganismos. £ssa
extincdo leva a incapacidade dessas drogas em atuar sobre essas
bactérias (MEDEIRQOS et al., 1987).

4.4.2 - Alteracdo de sistemas de transporte na célula. Para
penetragio nas células bacterianas, os antibidticos aminoglicosideos
utilizam-se de mecanismo de {ransporte ativo do germe envolvendo
oxigénio, o que explica sua ndo efetividade contra microrganismos
anaerobios. Alteracbes nesse sistemas de ftransporte envolvendo
aminoglicosideos tém sido 0s maiores responsaveis pelo aparecimento
de resisténcia a P. aeruginosa, caracterizando a resisténcia adquirida
(PHILIPS et al., 1988).

4.4.3 - Exclusdo, ou retirada ativa da droga do meio
intracelular. S8o genes plasmidais ou incluidos em transpossons que
codificam e determinam a producdo de proteinas presentes na
membrana com capacidade de secretar ativamente drogas para fora do
espaco citoplasmatico da bactéria. Esse sistema estd presente na
resisténcia adquirida a tetraciclina por bacilos gram negativos entéricos
(CHOPRA, 1984).

4.4.4 - Alteragdo do receptor da droga. Esse tipo de alteragdo
normaimente é mediada por mutacées cromossdmicas, sendo pequeno
o papel de plasmideos ou transpossons. As alteragGes podem ocorrer
nas PBPs diminuindo a afinidade de penicilinas e cefalosporinas por
seu receptor, alteracbes no ribossoma bacteriano diminuindo ligagéo de
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aminoglicosideos & macrolideos ou ainda modificacdes na RNA
polimerase pela incorporacéo de novos aminoécidos determinando uma
diminuic&o da ligac&o das rifamicinas (MALOIUN & BRYAN, 1986).

4.4.5 - Modificacdo de sisternas metabdlicos na bactéria.
Consiste na abertura de vias metabdlicas alternativas que contornam e
produzem 0 mesmo produto final que a via blogueada pelo antibidtico
produziria. O exemplo mais classico € a alteragdo da via de sintese do
folato induzida peias sulfas (VALLE et al., 1991).

4.4.6 - Inativacdo enzimatica da droga. E ¢ mecanismo mais
eficiente & comum relacionado a resisténcia de microrganismos a
antibioticos. Relatado pela primeira vez por Abraham e Chaim que, em
1940, ao estudarem amosiras de E.coli observaram a acéo de enzimas
que degradavam a penicilina, dando a ela o nome de penicilinase
(MEDEIRQS ef al., 1984). J& na década de 60 com a acdo dessas
enzimas sobre cefalosporinas, passaram a ser chamadas de
cefalosporinases e, com ¢ passar dos anos, o termo passou a designar
enzimas que degradavam antibibticos p-lact&dmicos, recebendo o nome
de p-lactamases (MEDEIRQOS et a/., 1984).

Essas enzimas atuam hidrolisando o anel B-lactamico, ou
apenas ligando-se ao anel (trapping), levando a perda de atividade da
droga. Um outro mecanismo ligado a inativacdo enzimatica de drogas é
a acéo de enzimas sobre aminoglicosideos (PHILIPS ef al, 1986) ou
sobre o cloranfenicol ou fosfomicina (BENVENISTE & DAVIES, 1973),
porém, ¢ mecanismo mais eficiente e mais estudado de resisténcia de
microrganismos a drogas, € a producdo de B-lactamases sendo ©
principal determinante de resisténcia a antibidticos p-lactédmicos
(MEDEIROS et al., 1984).

Classificacdo: Entre as bactérias gram positivas, o0s
estafilococos 830 os principais produtores de p-lactamases. Richmond
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{1965) e Rosdahl (1973) identificaram e dividiram-nas sorologicamente
em 4 sub-tipos designados; A, B, C e D (KERNODLE et al., 1990). S&o
estabelecidas por genes presentes em plasmideos transferidos por
transducdo e encontradas na maioria das cepas de S.aureus e S.
epidermidis. Para as bactérias gram negativas inimeras sio as
classificacfes, divididas de acordo com seu substrato, ponto isoelétrico,
glemento genético de formacdo da enzima (SYKES & MATTHEW,
1979) e, mais recentemente, baseada na seqliéncia de aminoécidos da
enzima (BERGSTROM et al., 1982). De todas as classificacdes de B-
jactamases produzidas por gram negativos, a mais aceita é a de
Richmond e Sykes (1973) que divide-as em cinco grupos com base no
{ipo de substrato utilizado pela enzima: tipo 1. cefalosporinas como
substrato; tipo 2: penicilinas; tipo 3 e 4 enzimas que inativam tanto
penicilinas quanto cefalosporinas, distintas ainda pela susceplibilidade
a inibidores e por ultimo; tipo 5. que ulilizam melicilina e
isoxazolilpenicilinas como substratos. Mais recentemente ainda foi
proposta uma outra classificacdo de acordo com o tamanho das
enzimas; classe A:; 30.000 daltons, classe B: 23.000 daltons e ainda
classe C:. 39.000 daltons porém sem muita representatividade
{MEDEIROS et al., 1984).

4.5 - Staphylococcus aureus e -lactamases

Coincidente com a introducdo e disseminagdo do uso de
antibiéticos desde a década de 40, a prevaléncia de cepas de
Staphylococcus aureus produtoras de [-lactamases cresce
vertiginosamente (KERNODLE ef al., 1989; BONOMO ef al., 1995).
Atualmente, alguns relatos giram em torno de 80 a 90% de cepas
produtoras de pB-lactamase (LIVERMORE, 19884). Por conta disso
muitos estudos tém sido realizados no sentido de relacionar a atividade

de cada um desses sub-lipos enzimaticos frente a antibidticos B-
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lactamicos, pois essa classe de drogas é ainda de primeira escolha
para infecgbes por agentes gram positivos (KERNODLE et af., 1989).

Sob a acdo dessas enzimas, os antibidticos B-lactdmicos
perdem parcial ou fotalmente sua atividade. No caso das penicilinas,
ocorre a hidrélise do anel B-lactdmico resultando na producéo do acido
peniciloico desprovido de atividade. Para as cefalosporinas a reacédo é
a mesma, hidrdlise no anel p-actdmico do acido 7-
aminocefalosporanico, resultando na formacdo do  acido
cefalosporbnico, completamente inativo (Figura 5) (LIVERMORE,
1994).

Figura 8. Ag8o de f-actamases em penicilinas e cefalosporinas. Adaptade de Jawetz, 1897.

Inimeros sé&o os autores gque relatam a ac@o dessas
enzimas sobre esses antibidticos. Bonfilgio e Livermore (1994), através
de ensaios de concentracdo inibitéria minima (CIM) em cepas de
Staphylococcus aureus, produtoras e nao de B-lactamases, mostram
a acdo clara dessas enzimas sobre essas drogas (quadro 2). Os
autores utilizaram cepas isoladas em hospitais e posteriormente
submeteram-nas a acdo de penicilinas para diferencia-fas quanto 3 sua

producdo ou ndo de B-lactamases. Apos identificadas, as cepas
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produtoras de B-lactamases foram ainda submetidas a diferenciagéo

quanto ao sub-tipo enzimatico pelo método de Kernodie e cols. (1890).

Quadro 2.Média da CiM (ug/ml.) para S.aureus em relac8o a p-lactamase

- Piperacilina 66 .0 18,37
Amoxicilin 0,26 21,77 4,09
Meticilina 220 3,53 317
Penlcilina G 0,05 30,55 5,85
Cefatoridina 0,05 0,21 0,2
Cefazolina 0,46 1,82 0.77
Cefaloting 0,39 0,74 0,63

Adaptado de Bonfigho and Livermore, 1994,

De posse dos dados do quadro 2 nota-se claramente; 8
influéncia exercida por essas enzimas na acao dos antibidticos e ainda;
gue a piperacilina, uma penicilina de espectro aumentado, mostra-se
eficaz (0,73 pug/mL) guando B-lactamases estao ausentes porém perde
imensamente sua atividade, apresentando-se como a droga mais
sensivel a acdo de B-lactamases, quando da presenga da enzima.

Em outro estudo semelhante, Lacey e Stokes (1977),
determinando a atividade de cefalosporinas e penicilinas frente a S.

aureus produtores de penicilinase, encontraram  resultados
semelhantes, como visto no quadro 3.
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Quadro 3. Média da CIM (ug/mL) para S.aureus em relagao a [}-lactamase

ff-lactamase fidactamase

ANTIBIOTICOS negativo (n=44) positivo (n=14)
Meticilina 1,75 2,38
Cloxacilina 0,24 0,28
Flucloxacilina 0,23 0,25
Nafcilina 0,25 0,38
Cefaloridina 0,04 0,07
Cefalexina 1,64 1,84
Cefradina 1.1 1,45
Cefalotina 0,23 0,27
Cefazolina 0,26 0,34

Adaptado de Lacey & Stokes, 1977.

S.aureus peta-lactamase

3 /ﬂ ug/mL B NEGATIVO
m POSITIVO

2

1

0

Nafcilina
Cefradina

[0
£
S
@
=

Cloxacilina
Cefaloridina
Cefalexina
Cefalotina
Cefazolina

DROGAS

Flucloxacilina

ANTIBIOTICOS

Figura 6. Acao de drogas em bactérias produtoras e ndo de f-lactamases. Adaptado de

Lacey & Stokes, 1977.
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4.6 - Inibidores de [-lactamases

As pB-lactamases sao a maior causa de resisténcia
bacteriana a penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e drogas
relacionadas. Atuam hidrolisando o anel B-lactamico, fracdo da
molécula essencial para a ligacao as PBPs e inibicao da sintese da
parede bacteriana. Uma vez hidrolisado o antibiotico perde
completamente sua atividade (LIVERMORE, 1994).

A utilizacao de substancias que atuam inibindo essas
enzimas apresenta-se atualmente como a alternativa mais viavel no
combate a resisténcia bacteriana aos p-lactamicos (BRYSON &
BROGDEN, 1994)

Uma estratégia alternativa ao desenvolvimento de agentes
B-lactamicos mais resistentes € a de associar-se um agente sensivel a
enzima com um inibidor da mesma. Essa tentativa foi introduzida na
década de 60 quando pesquisadores notaram que a ampicilina tornou-
se ineficaz contra Pseudomonas, Enterobacter spp € Citrobacter
sSpp, pois esses microrganismos eram potentes produtores de f-
lactamases. Nesse mesmo trabalho os pesquisadores notaram que a
meticilna era um potente inibidor dessa classe enzimatica e a partir
dessas conclusdes, a terapia contra esses microrganismos passou a
ser composta de ampicilina para atuar e matar a bactéria e meticilina
para inibir a acao da enzima (SABATH et al., 1967). Essa tentativa
funcionou muito bem na teoria porém nao muitas vezes na pratica, visto
que a meticilina atuava pouco em gram negativos (LIVERMORE, 1994).

Ja na década de 70 houve uma reintroducdo do uso de
inibidores com a descoberta do acido clavulénico. Originalmente, um
antibiotico retirado do Streptomyces clavuligerus foi introduzido em
1976 pelos Laboratérios Beecham, através de Brown e cols., Howart e
cols. (TAVARES, 1996). A droga foi estudada com a finalidade de

utilizacdo como um novo B-lactamico, porém sua poténcia mostrou-se
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extremamente baixa atuando contra anaerobios em concentracoes
entre 16 e 156 pug/mL. Por outro lado sua atividade como inibidor de B-
lactamases apresentou-se eficazmente alta, atuando contra enzimas
produzidas por bacilos gram negativos, gonococos e estreptococos, o
que notabilizou seu uso como inibidor de B-lactamases associado a
penicilinas. Outros compostos, analogos ao acido clavulanico, foram
também sintetizados e alguns estao disponiveis em clinica: sulbactam,
tazobactam e brobactam (CHARDON et al., 1995).

O &acido clavulanico penetra bem na parede celular mais
complexa e estruturada de gram negativos, conseguindo atuar em f3-
lactamases presentes no espaco periplasmico desses microrganismos.
As enzimas ligam-se a seu anel -lactamico causando sua degradacao.
Os produtos dessa degradagcao permanecem firmemente ligados a
enzima, inativando-a por completo, caracterizando sua agao como a de
um “inibidor suicida”. Alguns autores sugerem seu uso em associacao a
B-lactdmicos em infecgoes estafilococicas, estreptococicas e ainda em
infeccdes urinarias (BERGOGLIO, 1993).

0 H

<
CH,OH

0// |

COOH

Figura 7 Formula estrutural do acido clavulanico. Adaptado de Mandell & Petri, 1996.

Sua acao como droga inibidora foi exaustivamente
comprovada. Inumeros trabalhos ja mostraram sua atividade como
inibidor e portanto como um potencializador de drogas B-lactamicas,
especialmente penicilinas (BRYSON & BROGDEN, 1994, BUSH et al.,
1993; BONFIGLIO & LIVERMORE, 1994; TRABULSI & VIOTTO, 1988,
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BARRY et al, 1993). Em um trabalho realizado por Brogden e cols.
(1982), fica evidente a acao potencializadora do clavulanato associado
a amoxicilina, diminuindo em dez vezes ou mais a dose da droga
necessaria para atingir-se a CIM. E clara, conforme a figura 8, a agéo

inibidora do acido clavulanico frente as B-lactamases.

35 /CIM ng/mL 32
30
25
20 161 m Amoxicilina
- O Amoxicilina + clavulanato
15 115
10
5 16 11 05
S.aureus H.influenzae  B. fragilis

Figura 8. CIM de drogas associadas frente & microrganismos produtores de [}-lactamases
Adaptado de Brogden e cols., 1982.

Em um extenso estudo realizado por Bonfiglio e Livermore
(1994), oitenta cepas de S.aureus produtoras de f-lactamase e vinte
nao produtoras foram testadas quanto a sua sensibilidade frente a
antibioticos B-lactdmicos e frente a associacées desses antibidticos
com inibidores de B-lactamase. Os autores ainda classificaram as
cepas e dividiram-nas conforme Richmond (1965) e Rosdahl (1973), e
de acordo com Kernodle e cols. (1990) em sub-tipos A, B, C e D,
testando ainda sua sensibilidade frente a associacdo de drogas. Os

resultados sao expressos na figura 9.
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60 Epiperacilina
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Epiperacilina/clavulanato

40 Clamoxicilina

30 mEamoxicilina/tazobactam
Oamoxicilina/clavulanato
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nao
A o G produtor
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Figura 9. CIM de cepas de S.aureus frente a associagdes de antibidticos. Adaptado de

Bonfiglio & Livermore, 1994.

De acordo com os dados obtidos no trabalho, fica-nos clara
a acao dos inibidores da p-lactamase, quando associados a
antibioticos. Quando observamos as CIMs dos antibidticos isolados,
nota-se a ineficacia dessas drogas frente a bactérias produtoras de B-
lactamase. Quando essas drogas sao associadas aos inibidores
(tazobactam ou clavulanato), a CIM cai a niveis até 10 vezes menores.

Com os dados desse estudo, nota-se também que os sub-
tipos enzimaticos A e C sao os mais ativos contra antibiéticos B-
lactamicos (BONFIGLIO & LIVERMORE, 1994).
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5. PROPOSICAO

Q trabalho tem por objetivos;

1. Avaliar a acéo antimicrobiana da associacdo de um
inibidor de [-lactamases (acido clavuldnico) a duas cefalosporinas
{cefalexina e ceftriaxona), frente a cepas de S.aureus produtores e ndo
produtores de B-lactamase.

2. Comparar os resultados obtidos ex vivo com os obtidos

in vitro, buscando referendar a metodologia ex vivo empregada.
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6. MATERIAL E METODOS

O experimento foi basicamente dividido em duas fases.
Uma avaliacac da associacao de drogas ex vivo e uma in vitro. Dessa

forma, o item material € métodos também serd apresentado em duas
fases.

5.1-FASE 1 ex vivo:
6.1.2 - MATERIAL E METODOS

613 - ANIMAIS - Foram utilizados 160 ratos (Rattus
norvegicus - albinus, Wistar), aduitos jovens {em torno de 50 dias),
pesando em media 180g, S.P.F.(Specific Pathogen Free), fornecidos
pelo centro de bioterismo da Unicamp.

Os animais receberam ragdo comercial balanceada e agua
ad fibitum, durante todo o experimento. No dia anterior ao inicio
experimento, 08 animais foram privados de racdo, para gue ndo
houvesse interferéncia da alimentagdo na absor¢do da droga quando
administrada por via oral.

6.1.4 - MICRORGANISMOS
Os microrganismos utilizados foram cepas de 8. aureus,

produtores & nao de B-lactamases.

6.1.4.1 - Nao produtores de B-lactamases - Staphylococcus
aureus ATCC 25923, cepa de referéncia para estudos com
antimicrobianos (WRIGHT ef al, 1982, RENNEBERG & WALDER,
1988) obtida junto & Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André
Tosello.
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6.1.4.2 - Produtores de B-lactamases - Staphylococcus aureus
obtidos junto ao Laboratdrio de Microbiologia Clinica da Faculdade de
Ciéncias Farmaceuticas - Araraquara, Universidade Estadual Paulista -
Unesp.

6.1.5 - ldentificacdoc do microrganismo produtor de fB-
lactamase - Staphylococcus aureus MM8 fagotipo 29 grupo |
RSSSS.

- Procedéncia: Fossas nasais de manipuladores de alimentos.

- Deteccdo e isolamento. Material de fossas nasais foi colhido
através de zaragatoa e mantido em caldo tripticase soja (TSB) por 24h
a 37°C. Apbs esse periodo foi feito o isolamentc em agar sangue azida
e meio Chapman. As coldnias suspeitas foram caracterizadas seguindo
metodologia proposta por Blair (1958). As amostras coagulase positiva
foram submetidas ao antibiograma, seguindc Bauer & Kirby (19686).
Esse modelo corresponde a resposta das amostras ensaiadas contra
os seguintes agentes antimicrobianos (CEFAR Farmaco Diagnéstica):
penicilina G (10U), estreptomicina (10ug);, cloranfenicol (30ng);
tetraciclina (30ug) e meticilina (5ug), sem finalidade terapéutica.
Também foi realizada a fagotipagem frente aos fagos do conjunto
béasico internacional: grupos: |, 1l, il € ndo classificados.

- Descricdo da amostra bacteriana:
- (R} Resistente a penicilina
- {(8) Sensivel a meticilina, estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina

- Fagotipo 29 grupo |

- Produgao de B-lactamase: A detecgdo e confirmacdo da
producdo de B-lactamase por esse microrganismo deu-se através de
metodologia preconizada por O'Callaghan (1972). O microrganismo é
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colocado em meio liguido contendo tampao fosfato pH 6,0 e ainda
nitrocefin, uma cefalosporina cromogénica, que em contato com
microrganismos produtores de B-lactamase hidrolisa-se alterando sua
cor € a do meio. Assim, 0s microrganismos produtores de p-lactamase
tém a capacidade de modificar a cor do meio de amareio & vermetho
em menos de 30 minutos. Para tanto, utilizou-se Kit Oxoid® Nitrocefin
(SR 112 C), adquirido comercialmente (SUTTON ef a/., 1995).

- Detecgadc do sub-tipo enzimatico: Para o microrganismo
produtor de B-lactamase foi ainda determinado a qual sub-lipo
enzimatico a amosira pertencia; A, B, C ou D, (ROSDAHL,1973;
KERNODLE et al, 1980, RICHMOND, 19865). A metodologia
empregada foi a preconizada por Kernodle e cols. (1990), onde ©
microrganismo € submetido a meios liquidos contendo solugbes
padrées de 100 pmol de nitrocefin (Oxoid® SR 112 C), 100 umol de
cefaloriding (Sigma® C 3519) e 100 pmo! de cefazolina (Sigma® C
5020). Apés incubacao, procedeu-se a leitura, em espectrofotdmetro da
taxa de hidrolise de cada droga frente ao microrganismo. A relagéo
entre as taxas e capacidade de hidrdlise, determinam o sub-tipo da -
lactamase produzida pelo S. aureus (FUKAGAWA, 1880).

6.1.6 - DISCOS DE ESPONJA
Os discos de policlorovinil (PVC) foram obtidos através de
perfurador, ficando com 1mm de aliura e 6,2 mm de didmetro cada.
Todos foram autoclavados a 120°C por 15 minutos antes do

procedimento cirlrgico.

6.1.7 - MEIOS DE CULTURA
Para a manutencdo da cepa foram utilizados tubos

inclinados contendo meic TSA (Agar Tripticase Soja  Oxoid®)
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inoculando-os a cada sete dias. No dia do experimento ©
microrganismo foi inocutado em meio BHI (Infuso de Cérebro Coracéo -
Difco®), segundo Koneman e cols.(1994).

Para a disposigdo do tecido de granulomatoso foi utilizado
o meio MHA (Agar Mueller-Hinton - Oxoid®) sendo que a placa de Petri
que recebeu os tecidos granulomatosos foi preparada da seguinte
forma:

1. Com alca de platina esterilizada, fol colhida uma aigcada da
bactéria cultivada em TSA inclinado, respeitando-se a baciéria
referente a cada grupo em questdo.

2. A coldnia foi entao disposta em tubo de ensaio contendo 10
mL de meio BHI e incubada em estufa de cultura a 37°C por 4-5 horas,
para gue a bactéria fosse utilizada em crescimento exponencial.

3. Ap6s a incubacao, tomou-se uma aliquota (1,0 mlL) da
suspensao bacteriana e diluiu-se em solucdo salina (NaCl 0,9%) até
obtencéo de uma suspensédo de bactérias com densidade Optica de
60% de transmitancia, a 800nm de comprimento de onda (HINDLER ef
al., 1890).

4. Com a amostra padronizada e ajustada, transferiu-se 1,0 mL
do indculo 4 99,0 mL de meio MHA, em temperatura de 45°C obtendo-
se a concentragdo de bactérias desejadas 10° ufc. A partir dessa
concentracdo de bactérias presentes no meio de cuitura, foi entdo
distribuido a placas de Petri (20X150mm, 22 mL por placa).

5. As placas foram dispostas em superficie horizontal para
solidificacao do meio, desse modo foram preparadas para receber o
tecido granulomatoso retirado do animal.

5.1.8 - DROGAS
As drogas utilizadas para administragdo nos animais,
objeto do estudo, foram obtidas comercialmente como Cefalexina

(Keflex®, p6 para preparacdo de suspensdo oral - Lilly®) e Ceftriaxona
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(Rocefin®, sob a forma de pd para administragdo parenteral- Roche®).
O acido clavulanico, sob a forma de clavulanato de potassio foi obtido
junto & Glaxo®, iote 223,

6.1.9 - METODOLOGIA

Para a obiencdo de dados referentes a viabilidade da
associacdo de cefalosporinas ao acido clavulanico, a metodologia
adotada, foi a seguinte:

1 - Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 20
grupos de oito animais cada, da maneira que se segue:

(uadro 4, Constituicho dos grupos experimentais

1 CEFALEXINA 75 NAO PRODUTORES
2 CEFALEXINA 150 NAC PRODUTORES
3 CEFTRIAXONA 44 NAQ PRODUTCRES
4 CEFTRIAXONA 80 NAC PRODUTORES
5 CLAVULANATO 20 NAO PRODUTORES
6 CLAVULANATO 80 NAG PRODUTORES
7 CEFALEXINA/CLAVULANATC 754378 NAQ PRODUTORES
8 CEFALEXINA/CLAVULANATO 186175 NAC PRODUTORES
g CEFTRIAXONA/CLAVULANATO 40720 NAO PRODUTORES
1 CEETRIAXONA/CLAVULANATC 80740 NAQ PRODUTORES
11 CEFALEXINA 75 A-LACTAMASE
12 CEFALEXINA 150 A-LACTAMASE
13 CEFTRIAXONA 40 B-LACTAMASE
14 CEFTRIAXONA 80 B-LACTAMASE
15 CLAVULANATO 20 B-LACTAMASE
16 CLAVULANATO 80 B-LACTAMASE
17 CEFALEXINA/CLAVULANATO 781375 B-LACTAMASE
18 CEFALEXINA/CLAVULANATO: 150(75 A-LACTAMASE
19 CEFTRIAXONA/CLAVULANATO 40/20 B-LACTAMASE
20 CEFTRIAXONA/CLAVULANATO 80/40 B-LACTAMASE
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Os animais do grupo 1 foram tratados com cefalexina a 75
mg/kg e submetidos a teste ex vivo com S.aureus ndo produtores de
g-lactamase. Esse procedimento foi repetido até o grupo 10, conforme
0 quadro 4, quando entdo os grupos passaram a repetir-se porém com
a variacdo do microrganismo que do grupo 11 ac 20 foi o S.aureus
produtor de B-lactamase.

Feita a divisdo, foi seguida a rotina da metodologia
empregada, conforme Mattos Filho e cols. (1994), esquematizada na
figura 10.

2 - Os animais de cada grupo foram submetidos a cirurgia
de implante da esponja para obtencédo do tecido granulomatoso da
seguinte forma:

2.1 - Anestesia do animal com éter etilico (Chemco®) em
campéanuia de vidro;

2.2 - Tricotomia da regido dorsal mediana e anti-sepsia
com sclucao de alcoo! iodado a 2%);

2.3 - inciséo de aproximadamente 1cm,
perpendicularmente & coluna vertebral, na derme, sem invaséo de
tecido muscular, com tesoura de ponta fina;

2.4 - Divulsado do tecido subcutdneo com tesoura de ponta
romba,

25 - Introducéo dos discos de esponja, previamente
descritos, 0 mais distante possivel da inciséo, em posicdes laterais,
uma a esquerda e outra a direita em direcdo a cabeca, sendo dois
discos de esponja por animal;

2.6 - Sutura, com dois pontos simples, com fio de algodéo
nUMero Zero,

3 - Uma semana apds a cirurgia, com o fecido
granulomatoso ja formado, cada animal recebeu a dose de antibiotico
referente ao grupo a que pertencia, ou seja, 0s animais do grupo 1

receberam cefalexina pela via oral na dose de 75 mg/kg e assim
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sucessivamente por todos 0s 20 grupos. Para a administracac oral de
drogas foi utilizada uma agulha especial {Agulha para administragao
oral, curva, 70X15, Arkansas®), acoplada & seringa hipodérmica. Os
grupos que foram predeterminados a receber clavulanato mais
cefalexina, tiveram a administracao oral das duas drogas em separado,
porém uma em seguida a outra. Para os grupos em que houve a
determinacdo da administracdo de cefiriaxona, a mesma foi
administrada com seringa hipodérmica aguthada pela via intramuscular,
utilizando-se a musculatura interna da porgaoc superior da pata traseira
dos animais.

4 - Uma hora ap6s a administracao da(s) droga(s)
referente a cada grupo, o animal foi anestesiado com éter etilico e em
seguida sacrificado por secgdo do plexo carotideo.

5 - Apés a morte do animal, foi feita nova inciséo no
mesmo local da incisdo anterior para a retirada do tecido
granulomatoso formado.

6 - Esse tecido foi entdo relirado cuidadosamente do
animal (dois tecidos por animal) e disposto assepticamente em Placas
de Petri (4 tecidos por placa) com meio de cultura e bactérias
previamente preparadas (descrito anteriormente ltem 6.1.7). Apds 24
horas de incubagdo a 37°C, os halos de inibicdo promovidos pelo
antibidtico presente no tecido granulomatoso foram medidos com
auxilio de paquimetro, levando-se em considerac8o o didmetro total do
halo de inibicdo, incluindo o tecido.

7 - As medidas de didmetro dos halos obtidos foram
submetidas a analise de variancia seguido do teste de Tukey a nivel de
5% de significancia.
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Fase 1: Estudoex viva Representagao esquematica da metodologia

=N 7 dias =N 1 hora
% : e —— '_,;; = —_—
g~ )
Estagio 1 - Implante cirdrgico da esponja Estdgio 2 - Administragéo da droga
de PVC no dorso doanimal. estabelecida para cada grupo.
> ik i
T
)‘====:'_——
Estagio 3 - Retirada cirtrgica do tecido Estagio 4 - Disposicao do tecido granulomatoso
granulomatoso ja formado em placas contendo microrganismos determinados

em concentragdes estabelecidas

24 horas
q

Estagio 5 - Com os tecidos ja dispostos, Estagio 6 -Incubagao a 37 °C por 24 horas
foram levados a incubagao

O didmetro dos halos obtidos foi
submetido a analise estatistica

Estagio 7 - Medigao dos halos de
inibigdo com auxilio de paquimetro

Figura 10: Esquema da metodologia da fase 1 ex vivo.
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6.2 - FASE 2 in vitro:

Nessa fase do experimento foi determinada a CIM
(concentragdo inibitoria minima) de cada associacdo de drogas
utilizadas na fase 1 (ex vivo), em relacdo as bactérias em estudo:
S.aureus produtores e nao de p-lactamase. Para melhor
desenvolvimento da metodologia, as drogas e associacoes testadas
foram também divididas em grupos:

Quadro 5. Divisao das drogas a serem testadas em grupos.
GRUPOS DROGA (S) OU ASSOCIACOES MICRORGANISMO

TESTADAS S.aureus

| CEFALEXINA NAO PRODUTORES
Il CEFTRIAXONA NAO PRODUTORES
i CLAVULANATO NAO PRODUTORES
v CEFALEXINA/CLAVULANATO NAO PRODUTORES
v CEFTRIAXONA/CLAVULANATO NAO PRODUTORES
Vi CEFALEXINA -LACTAMASE
vii CEFTRIAXONA p-LACTAMASE
Vil CLAVULANATO -LACTAMASE
IX CEFALEXINA/CLAVULANATO p-LACTAMASE
X CEFTRIAXONA/CLAVULANATO p-LACTAMASE

Cada grupo (I ao X) foi submetido a testes de CIM, conforme
descricao abaixo e figura 11:

6.2.1 Metodologia in vitro

1 - Foi preparada uma solu¢do inicial da droga referente a cada
grupo a ser testado, ou seja, para o grupo | preparou-se uma solucao
de 200 ug/mL de cefalexina e assim para todos os grupos conforme
quadro acima. Para os grupos que apresentavam associagao com

clavulanato, a solugao inicial foi composta de 200 ug/mL do antibiotico

DEL FIOL, F.S. 53



Material e Métodos

mais 100 ug/mL de clavulanato. Para os grupos Ill e VIII, onde o
clavulanato foi testado sozinho, a solugao inicial, foi de 200 ug/mL.

2 - No mesmo momento foi preparada uma suspensao contendo
meia parte de meio de cultura MHB mais meia parte de uma solu¢ao
salina contendo 10° u.f.c./mL do microrganismo referente ao grupo em
questdo. Essa solugdo de 10° ufc./mL foi obtida através de
comparacao espectrofotométrica com padroes da escala de Mac
Farland.

3 - Apés preparada, aliquotas de 1,0 mL da solugédo do iten 2
(meio de cultura mais bactéria) foram colocadas em bateria de 12 tubos
de ensaio com rosca, previamente esterilizados, doravante chamados 1
a 12. Apés distribuicao nos doze tubos, tomou-se 1,0 mL da solucéao da
droga ou da associagao de drogas a ser testada (solugéo do item 1) e
colocou-se no tubo 1, que ja continha bactérias mais meio de cultura.
Promoveu-se agitacdo e homogeneizacao e, nesse momento, retirou-
se 1,0 mL do tubo 1 e colocou-se no tubo 2, agitou-se € homogeneizou-
se e novamente 1,0 mL foi retirado e passado ao tubo 3 e assim
sucessivamente até o tubo 12, de modo que se obtivesse uma diluicdo
sucessiva da droga a ser testada. Dessa forma os tubos 1 a 12

apresentaram as seguintes composicoes:

Quadro 6. Composigdo dos tubos

Bactéria10® 05 05 05 05 05 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 05

meio MHB 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 0,5 0,6
(mL)

Concdroga 100 50 25 125 625 312 15 078 039 0,19 009 0,045
(rg/mL)

4 - Aléem dos doze tubos de teste, ainda foram preparados mais
dois tubos semelhantes ao tubo 12. Um desses tubos sem a presenca

de bactérias, serviu como controle de esterilidade de todo o processo.
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Se houvesse qualquer tipo de contaminacac nesse tubo todos os
resultados do grupo seriam desprezados. O outro tubo foi preparado
também como o tubo 12, porém ndo foi adicionado a ele qualquer
substincia antibidtica, servindo como controle de crescimento da
bactéria. Se por qualguer motivo ndo houvesse crescimento bacteriano
nesse tubo, todos os resultados do grupo seriam desprezados. Foi
utilizado como controle de crescimento.

5 - Apbs preparada, a bateria de tubos foi incubada a 37°C por
24 horas e observou-se entdo quais tubos apresentaram crescimento,
determinado pela turbidez do meio. O tubo de menor concentracéo de
antibidtico gque nac apresentou crescimento, foi determinado como a
CiM, ou seja a concentracdo minima do antibidtico ou da associacao,
capaz de inibir 0 crescimento bacteriano.

6 - Nesse mesmo momento foram retiradas aliguotas de 0,5 mL
do tubo que apresentou a CIM e de dois adjacentes com concentragdes
imediatamente maiores. Essas aliquotas foram inoculadas em placas
de Pefri contendo meio MHA sem qualquer substancia antibidtica e
entdo incubadas a 37° C por mais 24 horas para estabelecer-se a CBM
{(Concentracdo bactericida minima), ou seja, determinar se realmente
aquele tubo que aparentemente ndo apresentou turvacdo, e portanto
crescimento, continha qualquer bactéria viva e portanto viavel. Esse
teste teve o intuito de verificar se droga testada atuou como antibiético
bacteriostatico ou bactericida.

Toda essa metodologia foi conduzida de acordo com
instructes de Moura e cols. (1994) em duplicata, com os mais rigorosos
padroes de esterilizacao.
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Fase 2: Estudo in vitro : Representacfo esquemdtica da metodologia empregada

Estagio 2 - Preparagdo de uma solucio
conterdo meie parte de meio de cultura
MHB mais meia parte de suspensao
bacteriana (10fu fo.) em salina,

Estagio 1 ~ Preparacio de uma
solugio inicial {200 pgfml) da
droga a ser fesiada

Estagio 3 - Aliguotas de 1,0 mi da referida
soluciio foram distribuidas aos 12 tubos

Estdgio 4 - Tomouwse uma aliquota de 1.0mL
da solugio da droga e colocou-se notubo 1, em
seguida homogenizou-se e transferivse 1.0 mL
para o tubo? e assim sucussivaments alé que
se oblivessem as concentragtes desejadas

24 horas

¥

Estagio 5 - Os fubos foram
incubados por 24 horas a2 37C

Estagio 6 - Apde a incubac¢io, o tubo de

menor concentragio que NEo apresertoy ' i

oo anto (Exf% o ponsiderado come Estragio 7 - Foram colhidas afiquotas de 0.5 mi.

a CIM) do tubo CiM e dos dois adjacentes e semeadas
am placa

24 horas

it

Estragio 9 - Apds incubacio de 24 horas, 2s placas
foram lidas & fof considerads a CBM, a placa de . ]
menar concentragiic de droga onds ndo houve Estragio 8 - As placas foram incubadas a 37°C
crescimento (Ex: 7) por 24 horas

Figura 11:Esguema da metodologia da fase 2 in vitro.
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7. RESULTADOS

| - Para as analises preliminares de confirmacdo do
microrganismo produtor de f-lactamase temos que: o teste preconizado
por O’Callaghan e cols. (1972) apresentou resultado positivo, ou seja, o
meio apresentou virada de cor, de amarelo a vermelho em menos de
30 minutos, caracterizando e confirmando a presenca de B-lactamase.

i - Para a deteccéo do sub-tipo enzimatico e de acordo
com a melodologia empregada por Kernodie e cols. (1990), os
resuftados de hidrélise das cefalosporinas empregadas determinaram
que o microrganismo era produtor de B-lactamase do sub-tipo C.

Os resultados serao apresentados de acordo com a divisdo
da metodologia empregada, iniciando com 0s testes ex vivo.

7.1 - Resultados dos testes ex vivo:

7.1.2 - Para a cefalexina temos:

Tabela 1. Média dos difimetros dos nalos de inibicdo (mm), nGmero de amosiras para cada
grupo e desvio padréo.

4! 7 8 g 7 8 8 7 5
&0 084 177 128 084 0.0 3G £83 1,18
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m 75 mg/Kg cefalexina

= 150 mg/Kg cefalexina

B 75 mg/Kg cefalexina + 37,5 mg/Kg clavulanato
3 150 mg/Kg cefalexina + 75mg/kg clavulanato

30
=
£ 25
o
= 20
=
_8 15
2
= W afifl b @ a | b aflla
e
@ 3
o c1 il G2 Bl o7 [BF Gs G11jl 12l G17[f| G18
0
nao produtores de produtores de
[} — lactamase [} — lactamase

Microrganismo utilizado ( S.aureus )

Figura 12. Médias dos halos obtidos (mm) em fun¢do dos tratamentos empregados, letras
distintas diferem entre si a nivel de 5% de significancia.
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Figura 13. Andlise estatistica dos dados, comparagdo entre as médias - Tukey - Kramer

diametro do halo (mm)

0,05 - Circulos em interseccao, ndo apresentam diferenca estatistica.
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De posse dos dados da tabela 1 e figura 12, nota-se que:

1 - Quando houve a adicao de clavulanato a cefalexina, em
microrganismos néo produtores de B-lactamase, essa adigcdo n&o impds
qualquer alterac@o significativa no tamanho dos halos obtidos, quer
seja para a menor dose, 75 mg/kg (grupos 1 e 7), quer seja para a dose
de 150 mg/kg (grupos 2 e 8). Dessa forma a adicdao de acido
clavulanico ndo interferiu na atividade antimicrobiana da cefalexina em
auséncia de B-lactamase.

2 - Ao observar-se os grupos 11 e 12, ou seja quando a
cefalexina foi administrada isoladamente frente a microrganismos
produtores de [B-lactamase, nota-se sua ineficacia, visto que néo
apresentou qualquer halo de inibicao, tanto para a dose de 75 mg/kg
(grupo 11) como para a dose de 150 mg/kg (grupo 12), mostrando
claramente a acao das f-lactamases produzidas por esses
microrganismos, levando a inatividade da droga.

3 - A adigdo de clavulanato a cefalexina em microrganismos
produtores de B-lactamase aumenta muito sua atividade (grupos 17 e
18), ao contrario dos grupos 11 e 12 em que a cefalexina é
administrada isoladamente e nao ha qualquer halo. Nos grupos 17 e 18
(75 e 150 mg/kg de cefalexina mais clavulanato) o tamanho dos halos
obtidos & comparavel a acéo da cefalexina isolada em auséncia de B-
lactamase (grupos 1 e 2). Isso mostra a acao direta do acido
clavulanico bloqueando a atividade das B-lactamases, permitindo que a
cefalexina atue livremente na parede do S. aureus.

4 - De acordo ainda com os dados em questdo nota-se
claramente, ao compararmos 0s grupos 1 com 2, 7com 8 e 17 com 18
ou seja, quando houve aumento da dose, que esse aumento refletiu no
tamanho do halo. Portanto, revela-se uma relacdo direta, porém nao
proporcional, ja que houve um aumento estatisticamente significante do
halo (excegao aos grupos 17 e 18) quando dobrou-se a dose, porém
sem a mesma propor¢ao.
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7.1.3 - Para a ceftriaxona temos:

Tabela 2. Média dos didametros dos halos de inibigdo (mm), nimero de amostras para cada
grupo e desvio padréo.

GRUPOS 3 4 9 10 13 14 18 20
halo (mm) 1526 1883 16,31 1936 1232 1434 16,23 19,31

N 7 5 7 8 6 7 8 7
S.D. 102 09 100 108 140 100 099 165

1 40 mg/Kg ceftriaxona
B 80 mg/Kg ceftriaxona
== 40 mg/Kg ceftriaxona + 20 mg/Kg clavulanato
=3 80 mg/Kg ceftriaxona + 40 mg/Kg clavulanato

£
@]
w™ 15
E o
5
10
S
[0}
£ 5
«0
©
0
nao produrores produrores de
de p-lactamase p-lactamase

Microrganismo utilizado ( S.aureus )

Figura 14. Médias dos halos obtidos (mm) em fung@o dos tratamentos empregados, letras

distintas diferem entre si a nivel de 5% de significancia.
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Figura 15. Analise estatistica dos dados, comparagao entre as médias - Tukey - Kramer 0,05

- Circulos em intersecgdo, ndo apresentam diferenca estatistica.

De posse dos dados da tabela 2 e figura 14, temos que:

1 - Quando compara-se os grupos 3 com 9 e 4 com 10, ou seja a
adicao de acido clavulanico a ceftriaxona frente a microrganismos nao
produtores de B-lactamase, nota-se que nao houve qualquer diferenca.
Dessa forma a adicao de acido clavulanico a ceftriaxona mostra os
mesmos resultados da ceftriaxona quando administrada isoladamente,
independente da dose.

2 - Em microrganismos produtores de B-lactamase, a ceftriaxona
mostrou-se ativa, mesmo administrada isoladamente, fornecendo
meédias de diametro de halos entre 12,32mm e 14,34mm para o0s
grupos 13 e 14 respectivamente.

3 - Quando comparam-se os grupos 3 com 13 e 4 com 14, ou
seja a ceftriaxona administrada isoladamente em microrganismos nao
produtores e produtores de -lactamase, nota-se que; em presenca da
enzima ocorre uma diminuicdo, estatisticamente significante, da
atividade da droga frente a esses microrganismos.

4 - Quando adiciona-se acido clavulanico a ceftriaxona frente a

microrganismos produtores de 3-lactamase, grupos 13, 14 e 19, 20, fica
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claro o aumento, estatisticamente significante, em sua a¢cdo mostrando
mais uma vez a acdo inibidora do acido clavulanico frente as B-
lactamases.

5 - De forma semelhante a cefalexina, o aumento da dose em
qualquer das situacoes refletiu em aumento significativo do tamanho do
halo, estabelecendo novamente uma relacao direta e ndo diretamente
proporcional entre dose administrada e tamanho de halo. Todas as
diferencas entre doses foram estatisticamente significantes. Grupos 3
com 4, 9 com 10, 19 com 20, fazendo-se excecao aos grupos 13 com

14 que apresentaram diferenca sem significado estatistico.
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7.1.4 - Para os resultados referentes a administracdo

isolada de acido clavulanico, temos:

Tabela 3. Média dos diametros dos halos de inibigdo (mm), nimero de amostras para cada

grupo e desvio padrao.

~ GRUPOS 5 6 15 16
halo (mm) 0,0 0,0 0,0 0,0

N 7 8 8 8

8D, 0 0 0 0

mm clavulanato 20 mg/Kg
== clavulanato 60 mg/Kg

E
£ 20
= 15
=
S
o 10
g
« S G5 G6 G15 ] G16
=)
0
nao produtores produtores
de p-lactamase de -lactamase

Microrganismo utilizado ( S.aureus )

Figura 16. Médias dos halos obtidos (mm) em fungéo dos tratamentos empregados.

De posse dos dados da tabela 3 e figura 16, nota-se
claramente que o acido clavulanico quando administrado isoladamente
(grupos 5, 6, 15 e 16) nao produziu qualquer halo em qualquer
circunstancia, ndo exercendo portanto qualquer acao antimicrobiana

em nenhum dos microrganismos testados.
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Para uma melhor compreensao dos resultados,
reapresentamos os resultados dos testes ex vivo, divididos ndo em

funcao da droga, mas em fungéo do microrganismo testado.

7.1.5 - Para os microrganismos nao produtores de B-

lactamase, temos:

Tabela 4. Media dos didmetros dos halos de inibigdo (mm), nimero de amostras para cada

grupo e desvio padréo.

GRUPOS
halo (mm) 21,51 2592 2231 2719 1526 18,83 16,31 19,36
N 7 6 6 ¥ 7 5 7 8
S.D. 084 177 128 094 102 09 100 1,08
3 1/2 dose
B2 1/1 dose Microrganismo S.aureus
B2 1/2 dose + clavulanato nao produtor de pB-lactamase
B 1/1 dose + clavulanato

30

25

20

N\

15

1a |l BB 2 BH o c|Md BB c B o

101 L7
5 |c1] Ne2cr filcs G4l ce {[G10

diametro do halo ( mm)

NN

cefalexina ceftriaxona

Figura 17. Médias dos halos obtidos (mm) em fungdo dos tratamentos empregados, letras
distintas diferem entre si a nivel de 5% de significancia.

De posse dos dados da tabela 4 e figura 17, temos que:
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1 - Em bactérias ndo produtoras de B-lactamase e nas condicdes
do experimento, a cefalexina apresentou melhores resultados quando
comparada a ceftriaxona em qualquer tratamento independente da
adicao de clavulanato, ou seja quando comparam-se os grupos 1 com
3; 2 com 4; 7 com 9 e 8 com 10. Todas as diferengas apresentadas
foram estatisticamente significantes.

7.1.6 - Para os microrganismos produtores de B-lactamase,

temos:

Tabela 5. Média dos diametros dos halos de inibicdo, nimero de amostras para cada grupo e
desvio padrao.

GRUPOS 11 12 17 18 y i 14 19 20
HALO (mm) 0,00 0,00 20,70 2257 1232 14,34 1623 19,31
N 8 8 F 5 6 74 8 7
S.D. 0,0 0,0 093 116 140 100 099 165
3 1/2 dose . -
== 1/1 dose Microrganismo S.aureus
B2 1/2 dose + clavulanato produtor de B-lactamase
= 1/1 dose + clavulanato

N
(8))

N
o

e
6}

-
o

|
|
|

w

diametro do halo ( mm)

o= J

ZENEH Eh B0

cefalexina ceftriaxona

Figura 18. Médias dos halos obtidos (mm) em fungédo dos tratamentos empregados, letras
distintas diferem entre si a nivel de 5% de significancia.
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De posse dos dados da tabela 5 e figura 18, temos que:

1 - Em presenca de B-lactamase, a cefalexina administrada
Isoladamente perde completamente sua atividade (grupos 11 e 12), ao
contrario da ceftriaxona que mantém-se ativa (grupos 13 e 14)
mostrando-se mais estavel frente a microrganismos produtores da
enzima.

2 - Com a adigdo de clavulanato, a cefalexina volta a apresentar
melhores resultados, ou seja um maior didametro de halo (grupos 17 e
18) quando comparada a ceftriaxona associada ao clavulanato (grupos
19 e 20).

7.2 - Resultados dos testes in vitro:

De acordo com a metodologia empregada obtivemos os
resultados in vitro referentes a CIM (concentracdo inibitéria minima)
para cada droga ou associacado em funcao de cada microrganismo. A
tabela 6 mostra esses resultados:

Tabela 6: CIM (ug/mL) das drogas testadas em fungdo dos microrganismos: S.aurues,

produtores e ndo de -lactamase.

DROGAS Nao produtores Produtores
(GRUPQ) (GRUPQ)
CEFALEXINA 1.98:(1) 12,5 (V1)
CEFTRIAXONA 3,12 (Il) 6,25 (VII )
CEFALEXINA + CLAVULANATO 1,56 (1V) 3,12 (IX)
CEFTRIAXONA + CLAVULANATO 3,12 (V) 3,12 (X)
CLAVULANATO +100 (1Il) +100 (VI )

Em funcao dos resultados obtidos com os testes in vitro, nota-se
que:
1 - A cefalexina apresentou a menor CIM, ou seja maior

atividade em auséncia de B-lactamase (grupo |). Quando em presenca
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de microrganismos produtores da enzima (grupo VI) perde muito sua
atividade, elevando a CIM a valores em torno de 12,5 ug/mL.

2 - Na comparacao da atividade da ceftriaxona com a cefalexina
em auséncia de p-lactamase, nota-se uma maior atividade da
cefalexina (grupo | com Il). Em presenca de B-lactamase esse resultado
inverte-se (grupos VI e VII), mostrando menor CIM e portanto maior
atividade para a ceftriaxona, quando comparada a cefalexina.

3 - Em microrganismos nao produtores f3-lactamase, a adi¢ao de
clavulanato ndo interferiu na atividade antimicrobiana das drogas, ou
seja em auséncia ou presenca de clavulanato associado as drogas,
suas CIMs mantiveram-se as mesmas (grupo | com IV e [l com V).

4 - Em presenca da enzima (B-lactamase), a adicdo de
clavulanato as drogas testadas aumentou sua acdo, havendo uma
diminuicdo da CIM para as duas drogas testadas. Para a cefalexina,
uma diminui¢ao de 12, 5 (grupo VI) para 3,12 ug/mL (grupo |IX) e para a
ceftriaxona, uma queda de 6,25 (grupo VIl) para também 3,12 ug/mL
(grupo X), mostrando mais uma vez a acao inibidora do clavulanato
frente a B-lactamases.

Os resultados encontrados para a CBM (Concentracao
bactericida minima) da(s) droga(s) e/ou associac¢des testadas foram as
mesmas das CIMs, ou seja o tubo que nao apresentou turvacéo, e
aparente auséncia de crescimento bacteriano, quando repicado em
placas com meio nutritivo também nao apresentou crescimento. Dessa
forma as CIMs atingidas pelas drogas frente aos microrganismos
atuaram também como bactericidas, ou seja, na concentracao em que
houve a inibicdo do crescimento houve também a morte do
microrganismo, € nao apenas acao bacteriostatica da droga,

caracterizando as drogas como bactericidas.
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7.3 - Comparacao entre os testes in vitro e ex vivo.
7.3.1 - A figura 19 mostra uma confrontacdo dos resultados
obtidos ex vivo e in vitro, em presenca de microrganismos nao

produtores de B-lactamase.

didmetro do | g 1/2 dose S.aureusnao produtores B concentragao

halo (mm) | & 141 dose de p-lactamase - CIM da droga

ex vivo in vitro

30 ug/mL
20 1,56
15 g 3,12
10 _ 6,24

5 12,48
cefalexina cefalexina/ ceftriaxona ceftriaxona/
clavulanato clavulanato

Figura 19. Comparagao dos valores obtidos ex vivo (mm) com os obtidos in vitro (ug/mL).

Na observacao dos dados da figura 19 nota-se uma intima
relacéo entre os resultados obtidos ex vivo (linhas; azul com 72 dose e
vermelha com dose inteira) com os obtidos in vitro (barras em verde e
linha amarela, CIM [ug/mL]), revelando ambos os testes perfis similares

para as duas drogas, associadas ou ndo ao acido clavulanico.
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7.3.2 - A figura 20 mostra uma confrontacdo dos resultados
obtidos ex vivo e in vitro , em presenga de microrganismos produtores

de pB-lactamase.

didmetro do @ 1/2 dose sS. aureusprodutores o concentragdo
= CiM da droga
halo {n’im) 111 do56 de p-lactamase i o
ex vivo il
25

20 | 1,56

15 3,12

10 6,24

12,48

cefalexina cefalexina/ ceftriaxona ceftriaxona/
clavulanato clavulanato

Figura 20. Comparacao dos valores obtidos ex vivo (mm) com os obtidos in vitro (ng/mL).

Ao exame dos dados da figura 20 nota-se novamente uma
estreita relacdo entre os resultados ex vivo (linhas vermelha e azul) e
in vitro (linha amarela e barras verdes). Da mesma forma que em
microrganismos nao produtores, nos produtores revela-se para ambos
testes, perfis similares para as duas drogas, associadas ou n&o ao

acido clavulanico.

DEL FIOL, F.S. 70



Discussio

8. DISCUSSAO
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8. DISCUSSAO

Os resultados obtidos serdo discutidos separadamente, de
acordo com a apresentacio dos mesmos.

8.1 - FASE in vitro:

8.1.2 - CEFALEXINA - Os valores de concentracao
B-lactamase (grupo 1) foram de 1,56 ug/mlL. Valores préximos a esse
foram encontrados por Lacey & Stokes (1977), que mesmo utilizando
metodologia diferente, determinaram a CIM para S.aureus néo
produtores de B-lactamase em torno de 1,64 pg/mL. Perkins e cols.
(1968), ao empregar metodologia semelhante a aplicada neste
experimento, enconirou valores em torno de 1,95 pg/mi, também
proximos aos aqui encontrados. Orsolini (1870) encontra valores de 1,6
ug/mb. Os resultados encontrados neste trabalho vém ao encontro da
literatura no que diz respeito a aplicabilidade da droga, ou seja torna-a
utit em infeccbes em que o patégeno associadc é o S. aureus néo
produtor de B-lactamase (RODRIGUES ef al, 1997, MANDELL &
PETRI, 1996; NEU, 1990).

Ainda para a cefalexina, porem frente & microrganismos
produtores de p-lactamase, os valores da CIM in vitro obtidos foram
em torno de 12,5 ug/mL (grupo Vi). Com relagéo a agao da droga frente
a esses microrganismos a literatura é vasta e mostra valores diversos
como: 1,56 a 3,13 pg/mb (TAKENOUCHI ef al., 1994); 1,84 ng/mL a 6,6
ug/mb (LACEY & STOKES, 1977); 7,8 ng/ml. (PERKINS ef al,, 1968) e
2.5 a 16,0 ug/mbL (FARRAR & O'Dell, 1978). Embora empregando
metodologias semelhantes os autores encontraram valores diversos,
apesar disso 0s mesmos harmonizam-se a0 ndo aconselharem seu uso
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em infeccdes quando o microrganismo associado € produtor de B-
lactamase. Takenouchi e cols.{1994) citam: “A cefalexina n&o deve ser
usada terapéuticamente em infecgbes associadas a S.aureus
produtores de f-lactamase.”. Perkins e cols. (1968) relatam que “de
acordo com 0s dados de sensibilidade obtidos, far-se-a necessaria uma
grande quantidade de cefalexina para tratamento dessas infecgbes”.
Lacey e Stokes (1977) ainda concluem: “..todavia, parece pouco
inteligente fazer-se uso de cefalexina em infeccdes estafilocdcicas
associadas a B-lactamase”. Isto posto, os resultados desse trabatho
(12,5 ug/ml) estdo de acordo com o alerfa dos referidos autores
mostrando a pouca eficacia dessa droga frente a esses

microrganismos, ndo sendo portanto, prudente seu uso nesses casos.

8.13 - CEFTRIAXONA - Nas condicdes em que foi
realizado o experimento, a droga apresentou CiM de 3,12 pg/mL (grupo
) para S. aureus nao produtores de [-lactamase, valor muito
semelhante aos encontrados na literatura, ou seja Cleeland e Squires
(1984) 500ug/mL; Paradis e cols. (1992) de 40 a 8,0 ug/mL e
Moellering & Swartz (1984) de 2,0 a 6,0 ug/mL. Os resultados obtidos
no presente estudo e 0s encontrados por outros autores estédo de
acordo, ja que mostram a cefiriaxona com atividade intermediaria frente
a §. aureus ndo produtores de B-lactamase. Cleeland e Squires (1984)
relatam que. “A droga apresentou moderada atividade contra o
microrganismo”, Qutros autores, como Reese e Betts (1995), destacam
que: "Embora ndo seja tao ativa como as cefalosporinas de primeira e
segunda geracbes contra S. awreus, a ceftriaxona possui CIM
razoaveis (4,0 pg/mL) para esses microrganismos’. 0s mesmos
autores ainda citam: “Em pacientes com infecgbes estafilococicas
graves documentadas (S.aureus) ndo usariamos uma cefalosporina de

DEL FIQL F.8. 73



Discussao

terceira geraggo como antibicdtico de escolha, preferindo uma penicilina
anti-estafilococica ou uma cefalosporina de primeira geracéo”.

Com os resultados do presente frabalho aliado ainda a
literatura fica clara a ndo conveniéncia da escotha dessa droga para o
tratamento de infecgdes onde o microrganismo € o S.aureus .

Para os resultados referentes a acéo da ceftriaxona frente
a S.aureus produtores de B-lactamase obteve-se no presente estudo
CIM de 6,25 ug/mbL (grupo Vil). Para essa mesma metodologia e
microrganismo, a literatura mostra valores enfre 43 e 4,7 ug/mb
(CLEELAND & SQUIRES, 1984) valores muito semelhantes aos
encontrados no presente estudo.

8.1.4 - ACIDO CLAVULANICO - Os resultados referentes
a CIM do acido clavulanico frente aos dois microrganismos utilizados
nesse experimento apresentaram-se muito acima da diluicao Litilizada,
ou seja mais de 100 pg/mlL (grupos HI e Vill), caraclerizando sua
ineficacia como antibacteriano quando usado isoladamente. Chang e
cols, (1995} ao realizarem a mesma metodologia, porém utilizando uma
escala de diluicdo mais abrangente, encontram como valores de CIM
para ¢ acido clavul@nico mais de 256 ug/mlL, ¢ que vem confirmar os
resultados obtidos no presente estudo que mostram sua ineficacia
antibiotica.

8.1.5 - ASSOCIACAQC DAS DROGAS AO ACIDO
CLAVULANICO

0Os resultados de CIM referentes a associagdo das
cefalosporinas ao acido clavulanico mostrou que: quando associado as
cefalosporinas e frente a microrganismos nédo produtores de (-
lactamase, a agao antibacteriana da droga ndo se ailtera mantendo-se

com os mesmos valores de CIM, tanto para a cefalexina (1,56 ug/mL,
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grupos | e V) como para a ceftriaxona (3,12 ug/ml, grupos Il & V).
&sses resultados esto de acordo com o0s de outros autores, que ao
testarem associacdes de acido clavuldnico com penicilinas
caracterizam a ag&o do acido clavulanico apenas como de um inibidor
de B-lactamase & ndo de um antibacteriano propriamente dito
(LIVERMORE, 1994; BRYSON & BROGDEN, 1994; GEHANNO et al.,
1994).

Quando o acido clavuldnico foi testado associado a
cefalexina em presenca de 3-lactamase (grupo 1X), obteve-se uma CIM
de 3,12 pg/mb, bem menor do que a encontrada para a mesma droga
guando testada isoladamente (12,5 upg/mlb, grupe V. O mesmo
ocorreu guando associou-se 0 acido clavuldnico a cefiriaxona, ou seja
sua CIM foi diminuida de 6,25 ug/ml, quando testada isoladamente
{grupo V1), para 3,12 ng/ml., quando associada ao &acido clavulanico
(grupo X). Esses resultados vém referendar os dados encontrados na
literatura que mostram que, penicilinas associadas ao acido clavulanico
tém sua acao incrementada, deixando clara, no presente estudo, a
acdo inibidora de pB-lactamases pelo acido clavulanico quando
associado a cefalosporinas de primeira e terceira geracbes (CHANG of
al., 1995, LIVERMORE, 1994, TRABULSI & VIOTTO, 1988; BRYSON &
BROGDEN, 1994, GEHANNO ef &/, 1994).

8 2. - FASE ex vivo

De acordo com a metodologia empregada pode-se
observar que; em bactérias nao produtoras de pB-lactamase, a
cefalexina apresentou os melhores resultados quando comparada a
ceftriaxona, ou seja maior didmetro de halo, comprovando assim os
achados da literatura que referendam e indicam o0 uso de
cefalosporinas de primeira geracéo em infecgbes por gram positivos ao
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inves de cefalosporinas de terceira geragdo (RODRIGUES et af., 1997,
MANDELL & PETRI, 1886; NEU, 1990; REESE & BETTS, 1995).

Em presenca de g-lactamase a cefalexina torna-se pouco
gtil, visto que tanto os resultados ex vivo como in vitro demostraram
sua vulnerabilidade frente a enzima. Nessa situacdo, a ceftriaxona
apresentou uma maior estabilidade quando comparada a cefalexina.
Esses resultados estdo em conformidade com 0s achados da literatura.
Cleeland e Squires (1984) citam: “A cefiriaxona apresenta excelente
estabilidade frente a pB-lactamases”. Tavares (1996) ao relatar o
espectro de atividade da cefiriaxona, aponta-a como “mais estavel
frente a B-lactamases que as cefalosporinas de primeira e segunda
geracles”. Mandell e Petri (1996) citam ainda que:. “As drogas de
terceira geracao apresentam alta resisténcia as p-lactamases
produzidas por germes gram positivos e gram negativos”. isto posto, e
em conformidade com os resultados encontrados no presente estudo,
fica mais do que claro que as drogas de terceira geragdo {ceftriaxona)
s80 mais estaveis do que as de primeira (cefalexina) em relacdo as -
lactamases.

Com os resultados obtidos ex vivo, fica evidente a agéo
potencializadora do acido clavulanico associado a cefalosporinas frente
a germes produtores de B-lactamase. Estudos com essa associacéo
inexistem na literatura, apenas encontram-se os que relatam a
associacBo de penicilinas a inibidores de f-lactamase. Os inlGmeros
estudos dessa associagdo (CHANG ef af, 1995; LIVERMORE, 1994,
TRABULSI & VIOTTO, 1988, BRYSON & BROGDEN, 1994;
GEHAMNNO ef al., 1984) sdo unanimes em mostrar, como no presente

estudo, a acao inibidora do acido clavulénico frente a §-lactamases.
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8.3 - FASE ex vivo versus in vitro

Conforme estabelecido na proposi¢éo do presente estudo,
um dos objetivos foi comparar os testes ex vivo e in vitro buscando
referendar o modelo experimental empregado - tecido granulomatoso
{(MATTOS FILHO ef al., 1994). De posse de todos os dados obtidos no
experimento e comparados entre si, figuras 19 e 20, fica-nos clara a
correlacdo intima dos resultados, ou seja os resultados obtidos ex vivo
foram exatamente 08 mesmos dos obtidos in vitro. O comportamento
antimicrobiano das drogas e das associagbes foi representado pelo
mesmo perfil para ambos os testes. Esses dados sugerem-nos entéo
uma correlacdo muito estreita entre os testes, mostrando ser o modelo
ex vivo empregado de grande valia e utilidade na avaliacao do poder
antimicrobiano de drogas.

Embora saibamos do aito custo de mercado das
cefalosporinas, a associacdo desses medicamentos ao Aacido
clavul@nico pode vir a se excelente alternativa em odontologia, quando
estivermos frente & infecgdes produzidas por germes produtores de 8-

lactamases,
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9. CONCLUSAO

Fundamentado nos resultados obtidos, de acordo com a

metodologia empregada e com base na literatura, pode-se concluir que:

1. A cefalexina (12 geracao) mostra-se mais eficiente que a
ceftriaxona (3° geracdo) frente 2 S.aureus nao produtores de B-
lactamase.

2. Quando em presenca de S.aureus produtores de j-
lactamase, a cefiriaxona apresenta-se mais estavel quando comparada
a cefalexina.

3. A associacao de acido clavulénico aumenta a atividade
antibacteriana das cefalosporinas testadas em presenca de -

lactamase, revelando uma relagdo sinérgica, ndo interferindo em sua
acd0 na auséncia da enzima.

4 A metodologia ex vivo empregada mostrou
reprodutibilidade quando comparada a testes classicos e preconizados
de CIM in vitro.
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10. ANEXOS

Anexo 1 - Valores obtidos do halo de inibigcdo (mm) para 0s grupos,
numero de amostras por grupo e desvic padréo. Tratamento ex vivo.

GRUPQ 1

Granul, 1

Granul. 2

Méciia

21,78

215

1246

20165

21.85

21.41
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21.77

20955

2200

21.54

21.47
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241
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2728
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27149
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GRUPO g
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Anexos

GRUPO 17 -
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11. SUMMARY

Since the 40's decade, with the coming of the clinical
chemotherapy, there are aiready reports of bacterial resistance to
drugs. This resistance is preoccupying, since it becomes more and
more difficult the treatment certain infections associated to the those
microrganisms. Countless atiempts take place in the sense of finding
new drugs of associations, or still new therapies trying minimize the
emergence and the resistance manifestation. In that way, the aim of this
study was 1o evaluate the association of clavulanic acid, a p-lactamases
inhibitor that usually comes associated to penicillins, to cephalosporins,
in the attempt of increasing its bactericidal action against bacterias
producer or not of 3-lactamases. Therefore, 160 rats were used, which
receive surgicaly implants of PVC sponges. After 7 days of the implants,
the animals received doses previously established of cephalexin (75
and 150 mg/kg - groups 1 and 2); cephalexin + clavulanic acid (75 /
37,56 and 150/75 mg/kg - groups 7 and 8); ceftriaxone (40 and 80 mg/kg
- groups 3 and 4); ceftriaxone + clavulanic acid (40 / 20 and 80 / 40
mg/kg - groups 9 and 10) and still clavulanic acid separately (20 and 60
mg/kg - groups 5 and 6). One hour after the administration, the formed
tissue was retired and disposed in Petri dishes, previously inoculated
with 10° c.fu. of Staphylococcus aureus (B-lactamase producers
[clinical isolate] or no producers J[ATCC 25923]) in Muller Hinton Agar.
After 24h of incubation, the formed inhibition halos were measured and
scored for posterior analysis. Parallelly to that an in vitro study of the
same ex vivo associations tested was accomplished in the attempt of
reproducing the results. For the tests in vitro, a scale of dilutions was
accomplished contends the microrganism, media and still decreasing
dilutions of the drugs to be tested, an MIC. The statistical analysis show:

in the p-lactamase absence, the cé:phaiexin presents better resulis than
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the ceftriaxone, what is inverted when the microrganism in subject is
procucer of p-lactamase (P<0,05). Still, the addition of clavulanic acid
doesn't interfere in the antibiotic action of the drugs when there is -
lactamase absence. {n presence of the enzyme, the association was
shown sinergic, increasing the bactericide action of the drugs, being

revealed useful when the microrganism show resistance.

KEY-WORDs: cephalexin, ceftriaxone, clavulanic acid, S-lactamases,
bacterial resistance.
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