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RESUMO

Devido ao crescente isolamento de espécimes de Klebsiella pneumoniae
resistentes a praticamente todas as classes de drogas antimicrobianas, a busca por
novas drogas que sejam alternativa terapéutica para o tratamento das infec¢des por
eles causadas se torna relevante. Nesse contexto, a complexacédo de ions metélicos
a drogas antimicrobianas é uma das abordagens empregadas, uma vez que é possivel
gerar novas drogas com atividade superior as drogas ja existentes. No presente
estudo, foi realizada a sintese de metalofarmaco por reacdo de coordenacado entre
sulfato de polimixina B e cobre (Il). O produto desta reacéo foi caracterizado e sua
atividade antimicrobiana frente a espécimes de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos e a polimixina B foi avaliada. Os resultados demonstraram que as
concentragdes inibitérias minimas (MIC) do complexo sintetizado foram menores em
relacdo aos MICs de polimixina B para 44,44% dos espécimes avaliados; para 33,33%
dos espécimes os MIC’s foram equivalentes, e para 22,23% dos espécimes os MIC’s
do complexo foram superiores aos MIC’s da polimixina B. Esses resultados sao
promissores, uma vez que houve um incremento na atividade bacteriana da polimixina
complexada ao metal para quase metade dos espécimes avaliados, mostrando que a
sintese de novas drogas antimicrobianas através da complexacéo de ions metalicos
€ uma técnica que deve ser mais explorada. Além disso, nossos resultados devem
conduzir a novos estudos que visem a melhor compreenséo da estrutura, mecanismos
de acéo, toxicidade e atividade bioldgica, para determinar se o complexo gerado pode,
de fato, ser uma alternativa terapéutica para o tratamento de infec¢des causadas por

tais microrganismos multidroga-resistentes.

PALAVRAS-CHAVE: polimixina B, complexo com cobre, Klebsiella pneumoniae,

multirresisténcia
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ABSTRACT

Due to the increasing isolation of Klebsiella pneumoniae specimens resistant
to virtually all classes of antimicrobial drugs, the research for new drugs that are
alternative therapeutics for the treatment of infections caused by them becomes relevant.
In this context, the complexation of metal ions to antimicrobial drugs is one of the
approaches used, since it is possible to generate new drugs with higher activity than
existing drugs. In the present study, metallodrugs synthesis was performed by a
coordination reaction between polymyxin B sulfate and copper (II). The product of this
reaction was characterized and its antimicrobial activity against specimens of K.
pneumoniae resistant to carbapenems and polymyxin B was evaluated. The results
showed that the minimum inhibitory concentrations (MIC) of the synthesized complex
were lower than the polymyxin B MICs for 44.44% of the evaluated specimens; for
33.33% of the specimens the MICs were equivalent, and for 22.23% of the specimens
the MICs of the complex were superior to the MICs of polymyxin B. These results are
encouraging, since there was an increase in the bacterial activity of metal complexed
polymyxin for almost half of the evaluated specimens, showing that the synthesis of new
antimicrobial drugs through the complexation of metallic ions is a technique that should
be further explored. In addition, our results should lead to further studies aiming to a better
understanding of the structure, mechanisms of action, toxicity and biological activity to
determine if the complex generated may indeed be a therapeutic alternative for the

treatment of infections caused by such multidrug-resistant microorganisms.

KEYWORDS: polymyxin B, copper complex, Klebsiella pneumoniae, multidrug-

resistance
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1. INTRODUCAO

O isolamento de bactérias resistentes a um vasto repertorio de agentes
antimicrobianos devido a expressao de diversos mecanismos de resisténcia tem
crescido exponencialmente nos ultimos anos. A espécie Klebsiella pneumoniae é um
patégeno prevalente no ambiente hospitalar e esta associada a infeccBes
relacionadas a elevadas taxas de morbidade e mortalidade.! Recentemente, cepas de
K. pneumoniae resistentes a praticamente todas as classes de drogas tém sido
isoladas no Brasil e em todo 0 mundo.? Assim, a compreensdo dos mecanismos pelos
qguais esta bactéria desenvolve a resisténcia as mais diversas classes de
antimicrobianos, de modo a evitar sua disseminacdo, bem como propor alternativas
terapéuticas é uma necessidade constante, de modo que a pesquisa e 0
desenvolvimento de novos farmacos com atividades antimicrobianas tem se

destacado entre as solucfes propostas para este problema.

1.1. Klebsiella pneumoniae

A familia Enterobacteriaceae é um grupo heterogéneo de microrganismos
composto por importantes géneros e espécies amplamente encontrados no solo, nas
plantas, na agua e compondo a microbiota intestinal de humanos e animais. Além disso,
sd0 0s microrganismos mais comumente associados a infeccdes humanas.® De modo
particular, a espécie Klebsiella pneumoniae destaca-se como um patégeno associado a

infeccdes de diversos sitios, seja de origem comunitaria ou hospitalar.t4°

Assim como outras espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae, a
bactéria K. pneumoniae possui necessidades nutricionais simples, fermenta a glicose
e outros acucares, geralmente, com producdo de gas, reduz o nitrato a nitrito, é
catalase-positiva e oxidase-negativa, ndo forma esporos e, por ser aerobia facultativa,

cresce rapidamente em diversos meios de cultura.?

K. pneumoniae é classificada como um microrganismo Gram-negativo, uma
vez que possui uma membrana externa intimamente ligada a parede celular, cujas

principais fungdes estao relacionadas com a manutencdo da estrutura bacteriana e
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com a permeabilidade a moléculas de alto peso molecular e moléculas hidrofébicas.?
Esta membrana é dividida em duas camadas: a monocamada interna, que se
relaciona intimamente com a parede celular, composta por fosfolipideos, e a
monocamada externa, onde € encontrado o lipopolissacarideo (LPS). A membrana
externa se mantém estavel através de ligacdes de cations divalentes, como magnésio
(Mg?*) e célcio (Ca?*), entre os grupos fosfato do LPS, bem como por interacées
hidrof6bicas entre o LPS e proteinas.®

O LPS é composto por trés regides: um lipidio A, em sua extremidade mais
interna, um core de oligossacarideo em sua porcao central, e um antigeno O em sua
extremidade mais externa.® O lipidio A é composto por um esqueleto dissacaridico
glicosaminafosforilado ligado a acidos graxos, o que torna a estrutura carregada
negativamente, e ancora o LPS a superficie da monocamada interna. O lipidio A € a
endotoxina bacteriana e promove a ativacdo dos receptores toll-like 4 (TRL4),
desencadeando resposta inflamatéria exacerbada.® O core de oligossacarideo é uma
pequena porcao central do LPS que, assim como o lipidio A, tem sua estrutura altamente
conservada e desempenha papel fundamental nas funcées de barreira da membrana
externa bacteriana.® A porcdo antigeno O é a mais externa do LPS e atua na fuga do
ataque do sistema imunologico do hospedeiro. Dessa forma, essa porcdo é menos
conservada do que o lipidio A e o core do oligossacarideo e define as propriedades da
superficie celular em espécies que nao produzem capsula, uma vez que microrganismos
gue produzem capsula podem néo apresentar o core de oligossacarideo em seu LPS ou

este ndo estar aparente na superficie celular.®
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Figura 1. Representacdo esquematica da parede celular bacteriana de bactérias Gram-negativas.’

1.2. Resisténcia aos carbapenémicos

A producdo e disseminagdo das enzimas [-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e de B-lactamases do tipo AmpC foram os principais mecanismos
de resisténcia apresentados pelas varias espécies da familia Enterobacteriaceae
relacionados com a resisténcia aos antimicrobianos da classe dos -lactamicos até a
metade dos anos 1990.%2 Com isso, o uso de cefalosporinas de amplo espectro para o
tratamento empirico de infec¢cdes causadas por essas bactérias em pacientes
hospitalizados ficou comprometido e o0 uso de outras drogas tornou-se necessario,
entre elas, os carbapenémicos.® O aumento na utilizacdo dos carbapenémicos como
alternativa terapéutica resultou no surgimento de cepas resistentes a estas drogas
nos ultimos anos.2® Os membros da familia Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos tornaram-se responsaveis por surtos em unidades de saude em
varias partes do mundo, de modo que, em algumas localidades, tém se tornado

endémicos.1011

Embora estaveis a maioria das p-lactamases produzidas pelas bactérias da
familia Enterobacteriaceae, os relatos de cepas resistentes aos carbapenémicos tém
aumentado significativamente nos Ultimos anos.'? A resisténcia aos carbapenémicos
pode ocorrer devido a combinacdo de varios mecanismos, como modificacbes na
permeabilidade da membrana externa associada a hiperprodugéo de 3-lactamases do

tipo AmpC ou ESBL e/ou pela superexpressdo de bombas de efluxo, ou ainda pela
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produgdo de B-lactamases especificas, que degradam os carbapenémicos, as

carbapenemases.®12:13

As enzimas carbapenemases representam a familia mais versatil das 3-
lactamases, possuindo amplo espectro de atividade, que compreende quase todos 0s
antimicrobianos B-lactamicos®!4 e sdo classificadas de acordo com seus
requerimentos funcionais, bem como pela estrutura de seu sitio ativo®!?15, podendo
ser divididas em serino-B-lactamases, pertencentes as classes A e D de Ambler, como
as enzimas Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)%>121417-20 @ g oxacilinase
OXA-4851521-25 respectivamente, e em metalo-B-lactamases (MBLs) pertencentes a
classe B de Ambler, exemplificadas pela enzima New Delhi metalo-B-lactamase
(NDM).5:26-29

Os genes que codificam as enzimas carbapenemases s&o, geralmente,
carregados por elementos genéticos méveis, tais como plasmideos e transposons,
podendo abrigar genes responsaveis por conferir resisténcia a outras classes de
antimicrobianos. Esses elementos sao transferiveis e podem ser adquiridos facilmente
por microrganismos de outros géneros, conferindo a eles o perfil de multidroga-
resisténcia.'®% As infeccdes causadas por membros da familia Enterobacteriaceae
produtores de carbapenemase (CPE), comumente resistentes a maioria das classes
de antimicrobianos disponiveis, tém se tornado cada vez mais comuns e de dificil

tratamento, sendo consideradas preditores independentes de mortalidade.%:30:3!

1.3. Polimixinas

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptidicos catibnicos ciclicos
descobertos em 1947 como produtos do metabolismo do microrganismo de solo
Paenibacillus (Bacillus) polymyxa.3?33 Esta classe de antibiéticos é composta por um
grupo de cinco polimixinas quimicamente diferentes: A, B, C, D e E, esta ultima
também chamada de colistina, uma vez que € derivada do Bacillus polymyxa
subespecies colistinus.3?33 Entretanto, apenas a polimixina B e a colistina tém sido

utilizadas na pratica clinica devido a elevada toxicidade das demais.3?-34

Esses antimicrobianos foram disponibilizados para uso terapéutico,

inicialmente, na década de 50, porém, devido ao surgimento de novas drogas com



31

espectro de agao similar ou maior e relatos de alta neurotoxicidade e nefrotoxicidade,
as polimixinas foram gradualmente retiradas da pratica clinica a partir dos anos 1970,
guando eram utilizadas apenas para tratar pacientes com fibrose cistica pulmonar que
sofriam com infec¢cBes pulmonares de repeticdo por bactérias multidroga-resistentes
(MDR) e em solugBes tépicas ou inalatérias no tratamento de infecgbes néo

graves.3233:35

Estruturalmente, as polimixinas consistem de uma cadeia lateral
tripeptidica com um &cido graxo na porcdo terminal ligada a um anel peptidico
policationico.3?36:37 A polimixina B é definida pela presenca de um residuo do
aminoacido p-fenilalanina na posicéo 6; todos os residuos de aminoacidos estdo na .-
configuragéo, exceto por esta p-fenilalanina na posi¢do 6. O produto comercial da
polimixina B para uso parenteral esta disponivel sob a forma de sulfato de polimixina
B e € composto por uma mistura de varios componentes, sendo a polimixina B1 e a
polimixina B2 os componentes majoritarios. Estes componentes diferem entre si pela
cadeia do acido graxo que o compde, sendo que para a polimixina B1 esta é o acido

6-metil-octandico e para a polimixina B2, o acido 6-metil-heptandico.®’

Uma vez que sao antimicrobianos anfipaticos, as polimixinas atuam como
detergentes catidnicos ao perturbar a membrana citoplasmatica bacteriana, causando
extravasamento dos componentes citoplasmaticos e consequente morte celular
através da interacdo com a fracdo lipidio A das moléculas de LPS.3"38 A associagéo
inicial das polimixinas com a membrana bacteriana ocorre através de interacdes
eletrostaticas entre a droga, carregada positivamente, e a fracdo lipidio A das
moléculas de LPS, carregadas negativamente, levando a um desarranjo na membrana
celular; além disso, também ocorre o deslocamento das pontes formadas por cations
divalentes (Mg?* e Ca?*) que normalmente atuam estabilizando as moléculas de LPS.
As cadeias laterais de acidos graxos também interagem com o LPS, contribuindo para
a complexacéo entre as polimixinas e a membrana externa. Como resultado deste
processo, ocorre um aumento na permeabilidade da membrana bacteriana, induzindo
sua ruptura, com extravasamento dos componentes citoplasmaticos e,
subsequentemente, morte celular.3?3637 Além da atividade antibacteriana direta, as
polimixinas também possuem potente atividade anti-endotoxina; a endotoxina das
bactérias Gram-negativas é a fracdo lipidio A das moléculas de LPS, as quais sédo

neutralizadas pela acédo das polimixinas.3236
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As polimixinas possuem excelente atividade bactericida contra varias
espécies de bacilos Gram-negativos (BGN), incluindo enterobactérias e espécies ndo-
fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.; entretanto,
algumas espécies de BGN como Proteus spp., Providencia spp., Morganella
morgannii, Serratia spp. e Burkholderia spp. apresentam resisténcia intrinseca a essas
drogas.®** Estudos recentes do SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program)
apontam que as polimixinas ainda possuem atividade contra BGN, mesmo aqueles
isolados que apresentam resisténcia aos carbapenémicos.®3° Também ¢é valido
ressaltar que as polimixinas ndo apresentam atividade contra espécies de cocos

Gram-positivos e Gram-negativos, bacilos Gram-positivos, anaerébios e fungos.®?

A avaliacéo do perfil de susceptibilidade in vitro para a polimixina B deve
ser realizada através do método de microdiluicdo em caldo, com a determinacéo da
concentracgéo inibitéria minima (MIC).4° O Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) nao possui pontos de corte com valores da MIC estabelecidos de polimixina B
para enterobactérias, embora a recomendacao seja que enterobactérias com MIC
menor ou igual a 2 pg/mL sejam consideradas sensiveis, e com MIC maior que 4
Hg/mL, resistentes.%4l Ja o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (BrCAST) disponibiliza pontos de corte com valores da MIC estabelecidos
para polimixina B frente as enterobactérias, e preconiza que cepas que apresentem
MIC menor ou igual a 2 pg/mL sejam consideradas sensiveis, e com MIC superior a 2

Hg/mL, resistentes.*?

A disseminacédo de isolados de Acinetobacter spp. produtores de OXA-23,
de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos e de espécies da
familia Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases tém levado ao aumento
do uso das polimixinas, ao passo que essas drogas sao, muitas vezes, a Ultima
alternativa terapéutica de tratamento para as infeccbes causadas por esses
microrganismos.3%38 Entretanto, a reutilizacdo das polimixinas esta associada a um
possivel novo problema terapéutico relevante, o advento de bactérias resistentes a
(quase) todas as classes de agentes antimicrobianos disponiveis, inclusive as
polimixinas, caracterizando as bactérias extensivamente droga-resistentes (XDR) e

pandroga-resistentes (PDR).*?
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Figura 2. Estrutura da polimixina B (onde:(a).- Dab= L-a,y- &cido diaminobutirico, p-Phe=p-
fenilalanina, .-Thr=,-treonina, .-Leu=_-leucina)*

1.4. Resisténcia as polimixinas

A resisténcia as polimixinas tem sido crescentemente relatada em todo o
mundo, especialmente em regides com elevada prevaléncia de producdo de enzimas

carbapenemases, onde, consequentemente, seu uso € maior.30:31:44.46.47

Os BGN utilizam-se de varios mecanismos para se proteger de estimulos
ambientais adversos, incluindo a exposicado a antimicrobianos peptidicos catiénicos,
como as polimixinas. Dentre eles, esta a modificacao na estrutura do LPS bacteriano,
com alteracfes na carga da superficie da célula bacteriana e consequente reducao
na afinidade do antimicrobiano pela membrana externa. Tais modificacbes na
estrutura do LPS ocorrem através da adicdo de 4-amino-4-deoxi-.-arabinose (L-
Ara4N) ou fosfoetanolamina (PEtN) a fragédo lipidio A do LPS.%>48

Em K. pneumoniae, a modificacdo na estrutura do LPS ocorre devido,
principalmente, a adicdo de L-Ara4N a fracdo lipidio A do LPS, o que resulta na
diminuicdo das cargas negativas da superficie bacteriana da K. pneumoniae,

reduzindo a interagdo entre a membrana e as polimixinas.*48

A regulacdo génica do processo de alteracdo na estrutura do LPS é
realizada por sistemas de dois componentes (TCS - Two Component Systems).*8-0
Os TCS séao sistemas globais de regulacdo génica, utilizados por varias espécies
bacterianas para a regulacdo da expressdo de diferentes fatores de resisténcia e
também de viruléncia. Eles séo constituidos por uma proteina sensor de histidina-
quinase que capta estimulos ambientais ou € ativada por mutagfes, sofrendo uma

reacdo de autofosforilacdo, ativando, por conseguinte, uma segunda proteina
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citoplasmatica através de uma reacao de transfosforilagdo. A segunda proteina, entao,
promove a ativacdo ou a repressao dos genes-alvo, desencadeando a resisténcia as

polimixinas.*°

Estudos tém mostrado que os TCS PhoPQ e PmrAB estéo envolvidos com
o desenvolvimento da resisténcia as polimixinas em K. pneumoniae; estes TCS estéo
relacionados com a adicdo de L-Ara4N e/ou PEtN a fracao lipidio A do LPS bacteriano.
O TCS PhoPQ é ativado em situacdes de baixas concentracées de Mg?* e pH acidico
(pH 5,5) ou na presenca de peptideos catidnicos. O sensor histidina-quinase PhoQ,
uma proteina integral de membrana cujo dominio periplasmatico esta envolvido na
deteccédo de sinais, quando ativado, ativa a proteina PhoP por fosforilagdo. Entdo, o
PhoP ativa o operon arnBCADTEF direta ou indiretamente. 5485

Outra via de modificacéo do LPS bacteriano se deve a ativacdo constitutiva
do TCS PmrAB, que pode ser desencadeada por mutacdes nos genes pmrA ou pmrB,
ou ainda devido a concentragGes elevadas de ferro (Fe3*) e pH acidico (pH 5,5). Sob
estas condicfes, o sensor histidina-quinase ligado a membrana PmrB ativa a proteina

reguladora PmrA, a qual promove o up-regulation do operon arnBCADTEF.4551,52

O operon arnBCADTEF (também chamado de pmrF, pgb ou operon
pmrHFIJKLM), uma vez ativado, codifica enzimas responsaveis pela sintese e
transferéncia de L-Ara4N ou PEtN a fracdo lipidio A do LPS bacteriano que, por sua
vez, torna-se menos carregado negativamente, diminuindo sua afinidade as
polimixinas, resultando na resisténcia bacteriana. A adicdo de L-Ara4N requer 0s
produtos do gene pmrE e do operon arnBCADTEF, enquanto que a adi¢cao de PEtN é

codificada pelo gene pmrC.4>51

Recentemente, estudos revelaram que a inativacdo do gene mgrB, que
codifica uma pequena proteina transmembrana que exerce feedback negativo no
sistema regulatério PhoPQ, também estd envolvido em modificacbes no LPS
bacteriano que levam a resisténcia as polimixinas. Tem sido proposto que a proteina
MgrB realiza este feedback por inibicdo da atividade quinase do sistema PhoPQ e/ou
estimulando a atividade fosfatase, o que subsequentemente suprime a fosforilagao
deste sistema, levando a repressao dos genes regulados pelo sistema PhoPQ. Assim,
a perturbacdo do gene mgrB em K. pneumoniae tem sido identificada como tendo um

papel proeminente na resisténcia as polimixinas nesta bactéria, uma vez que pode
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resultar em up-regulation no operon arnBCADTEF, o que resultaria na adicdo de L-
Ara4N ao lipidio A. Este up-regulation no operon arnBCADTEF ¢ atribuido ao PmrA
fosforilado, o qual é ativado pela proteina PmrD, que por sua vez é ativada pela
fosforilacdo do PhoP resultante da perturbagdo da proteina MgrB.48:53

Além disso, tem sido demonstrado que inativagdes insercionais por varias
sequéncias de insercdo, mutagcbes pontuais e pequenas — ou mesmo grandes —
delec¢bes no locus mgrB podem resultar na resisténcia as polimixinas. Estes achados
mostram a ocorréncia de muitos eventos mutacionais independentes e sugerem que
a alteracao genética do gene mgrB pode ocorrer com relativa alta frequéncia e sem
maiores consequéncias para o fitness e viruléncia das cepas de K. pneumoniae

produtoras de carbapenemase.>?
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Figura 3. Representacdo esquemaética da ativagdo dos genes envolvidos com a modificagcdo do LPS
relacionados a resisténcia a polimixinas em BGN.*8

Outros mecanismos relacionados com o desenvolvimento de resisténcia as
polimixinas em K. pneumoniae séo a sintese de capsula polissacaridica e bombas de
efluxo. A capsula polissacaridica, uma vez produzida e presente na superficie
bacteriana, é capaz de se ligar as polimixinas, reduzindo a quantidade de droga que
alcanca a superficie celular bacteriana, levando a um aumento na resisténcia as
polimixinas; esse mecanismo € atribuido a interacbes eletrostaticas entre as
polimixinas catibnicas e a capsula polissacaridica anidnica. Poucos estudos tém
mostrado a contribuicdo de bombas de efluxo no desenvolvimento de resisténcia as

polimixinas, entretanto, tém sido demonstrado que as bombas de efluxo AcrAB e
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KpnEF, presentes em cepas selvagens de K. pneumoniae, langcam as polimixinas para
fora da célula bacteriana, em um processo dependente de energia.*®

Recentemente, pesquisadores tém demonstrado que ndo sdo apenas
mutacdes cromossomais que estdo relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia
as polimixinas por BGN, mas que esta resisténcia também pode ser mediada por
plasmideos. Liu e colaboradores® relataram a identificacdo do gene mcr-1 em cepas
de Escherichia coli isoladas de porcos, em 2015, na China. A proteina codificada pelo
gene mcr-1 €& um membro da familia de enzimas da classe
fosfoetanolaminatransferases, cuja expresséo resulta na adicdo de PEtN a fracédo
lipidio A do LPS bacteriano.> Em outro estudo, Quan e colaboradores demonstraram
a presenca do gene mcr-1 em isolados clinicos de E. coli e K. pneumoniae oriundos
de pacientes com infeccéo da corrente sanguinea em varios hospitais na China; este
estudo conclui que infeccbes da corrente sanguinea causadas por isolados positivos
para o gene mcr-1 séo raras, esporadicas, e com resisténcia exclusiva as polimixinas
na auséncia de outros mecanismos de resisténcia associados. Além disso, discute-se
gue a frequéncia de isolamento do gene mcr-1 € maior em cepas de E. coli do que em

cepas de K. pneumoniae.>®

Overejo e colaboradores®® demonstraram que o gene mcr-1 também esta
presente no meio ambiente. Os pesquisadores relataram o isolamento de cepas de E.
coli e K. pneumoniae carreadoras do gene mcr-1 em agua de esgoto proveniente de
duas estacdes de tratamento de agua diferentes na regido de Barcelona, Espanha.
Este estudo revela a preocupacdo com a presenca do gene mcr-1 no meio ambiente,

assim como sugere alta prevaléncia desse gene na comunidade.>®

Apbs sua identificacdo inicial, o gene mcr-1 foi encontrado em mais de 30
paises através dos cinco continentes. Entretanto, pesquisadores identificaram um
novo gene que confere resisténcia as polimixinas mediada por plasmideos em cepas
de E. coliisoladas de suinos e bovinos que ndo carregavam o gene mcr-1, na Bélgica.
Este novo gene, chamado de mcr-2, também faz parte da familia de enzimas da classe
das fosfoetanolaminatransferases e guardam 76,7% de similaridade de nucleotideos

com o gene mcr-1.%

Apesar da prevaléncia dos genes mcr-1/mcr-2 ser bastante baixa entre

humanos — menor que 1%, segundo estudos previamente realizados — sugerindo que
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sua disseminagéo atraves de alimentos, animais e do meio ambiente para humanos é
mais baixa do que se imaginava inicialmente, existe grande preocupacdo com a
possivel disseminacao silenciosa destes genes, sobretudo em cepas ja resistentes a
outras classes de antimicrobianos, notadamente aquelas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase.!®4758-60 Tendo isto em vista, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) emitiu, em 2016, o comunicado n°
01/2016, que trata da importancia e necessidade da deteccdo destes genes em
isolados clinicos no Brasil.5* O primeiro relato de deteccdo do gene mcr-1 em isolado
clinico no Brasil ocorreu em 2016, no Rio Grande do Norte.%?

E valido ressaltar, ainda, que a presséo seletiva gerada pelo uso crescente
das polimixinas tem papel importante na selecao de cepas mutantes resistentes, que
tém a capacidade de persistir e rapidamente se disseminar no ambiente hospitalar.4”63
Além disso, existem mecanismos de resisténcia as polimixinas ainda desconhecidos,
para os quais estudos tem sido dirigidos, com o objetivo de compreender, ainda mais

profundamente, a resisténcia a elas.4°

1.5. Complexacédo de metais a polimixina B

Devido a rapida evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos e ao
isolamento de BGN MDR e XDR em amostras clinicas, se faz necessaria a busca por
alternativas que visem contornar os diversos mecanismos de resisténcia.®® Para isso,
varias abordagens tém sido empregadas, entre elas, o desenvolvimento de novos
antimicrobianos a partir da compreensao da relacao estrutura-atividade das drogas ja
disponiveis para uso clinico, possibilitando sua modificacdo estrutural como

alternativa para o desenvolvimento de novas drogas.®®

Seguindo este principio, Velkov e colaboradores®’ demonstraram a sintese
de novas estruturas lipopeptidicas similares a polimixina B através de modificacdes
hidrofébicas nas posi¢cbes R6 ou R7 das moléculas de polimixina B, além de
modificacdes nas cadeias laterais de acidos graxos. Como resultado, este estudo
gerou lipopeptideos com atividade antimicrobiana muito promissora contra cepas de
BGN resistentes as polimixinas, inclusive resultando em atividades in vitro melhores

do que as drogas comercialmente disponiveis.®’
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Outra abordagem empregada € a complexacao de antimicrobianos a ions
metalicos, com o objetivo de gerar novos farmacos com atividade antimicrobiana
superior aos medicamentos comercialmente disponiveis. O interesse pela atividade
exercida por ions metélicos associados a medicamentos teve inicio a partir do ano de
1965, quando Rosenberg e colaboradores demonstraram a atividade antitumoral do
complexo denominado cisplatina, um medicamento a base do metal platina que, ainda
nos dias atuais, € amplamente empregado no tratamento de cancer de ovario e
testiculo, refletindo em altos indices de cura. Como consequéncia, atualmente varios
compostos inorganicos tém sido empregados na pratica clinica, dentre os quais os
complexos de ouro, utilizados no tratamento da artrite reumatoide; o nitroprussiato de
soédio, um complexo de ferro (lll) eficaz no tratamento da hipertenséo; o carbonato de
litio, utilizado no tratamento do transtorno bipolar; a sulfadiazina de prata, um
antimicrobiano topico utilizado para prevencéo e tratamento de infeccdes de pele,

sobretudo em pacientes queimados.®®

Estudos envolvendo a complexacdo de metais de transicdo a
antimicrobianos, como a bacitracina, as sulfonamidas e as fluoroquinolonas, tém sido
realizados; os resultados obtidos tém mostrado atividade antimicrobiana in vitro

superior das drogas associadas a metais em relacéo as drogas livres.%72

A complexacdo de moléculas que por si mesmas apresentam atividade
antimicrobiana a ions metalicos € uma importante estratégia empregada com o intuito
de aumentar sua eficacia, sobretudo frente a cepas resistentes.%? Segundo relatos
da literatura, aspectos como a natureza do ligante e sua capacidade em formar
guelatos com o metal empregado, favorecem a atividade antimicrobiana dos
complexos antimicrobiano-metal. Entretanto, a interacdo entre um ion metalico e um
ligante resulta na obtencdo de complexos com ampla variedade de numeros de
coordenacado, estados de oxidacdo e geometrias; além disso, as caracteristicas
intrinsecas ao ion metalico, adicionadas aos aspectos cinéticos e termodinamicos do
composto obtido, conduzem a estruturas moleculares que possuem amplo espectro
de reatividade. E importante observar que alguns complexos podem ndo ser mais
ativos que as drogas livres devido a baixa solubilidade, instabilidade, diminuicdo do
carater lipofilico do complexo obtido ou fatores relacionados ao mecanismo de acéo,
de modo que a introducdo de um ion metalico pode inativar ou diminuir a atividade do

farmaco ao invés de potencializar sua atividade."?
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A molécula de polimixina B € dividida em cinco regides estruturais: (i) a
cadeia lateral de acido graxo hidrofébica com o N-terminal; (ii) os nove residuos do (-
a,y- acido diaminobutirico (Dab); (iii) o segmento linear tripeptidico; (iv) a regido
hidrofébica nas posi¢cdes R6 e R7 no anel heptapeptidico ciclico; (v) e a espinha dorsal
heptapeptidica.?”:’® Dessa forma, pode-se inferir que a polimixina B possui Varios
sitios para a ligacéo de ions metéalicos, uma vez que possui muitos grupos doadores
de elétrons tanto na cadeia lateral quanto na estrutura ciclica principal, incluindo
grupos amino N-terminais que, apds a desprotonagdo, atuam ancorando o ion

metalico.’

Dada a escassez de agentes antimicrobianos alternativos para o
tratamento de infec¢cbes causadas por microrganismos MDR e XDR, estéa claro que as
polimixinas teréo papel central nesta area por muitos anos. Estudos vem sendo feitos
com o objetivo de produzir uma nova geracao de polimixinas, que tenham papel de
destaque na melhora da terapéutica; compostos com toxicidade reduzida e atividade
direta limitada, mas que potencializam a atividade de outras drogas, além de drogas
com atividade direta superior, que poderiam ser introduzidas no combate a infec¢des

causadas por cepas resistentes as polimixinas, estdo sendo testadas.”

Para este estudo, o ion cobre (ll) foi selecionado para a reagdo com o sal
sulfato de polimixina B devido a disponibilidade, custo e por se tratar de um metal que

apresenta propriedades antimicrobianas inerentes.%¢

1.6. Justificativa

O crescente impacto da resisténcia antimicrobiana € uma preocupacao
global. O Brasil apresenta, de modo geral, niveis elevados de resisténcia bacteriana

entre 0s seus principais agentes patogénicos, particularmente entre os BGN.

Os isolados de K. pneumoniae apresentam a capacidade de adquirir e
expressar diversos mecanismos de resisténcia contra varios agentes antimicrobianos,
0 que tem se tornado uma realidade assustadora em muitos hospitais de todo o
mundo. Varios estudos tém mostrado que o isolamento de espécimes de K.

hY

pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e a polimixina B esta associado a
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elevadas taxas de mortalidade, sendo, inclusive, preditores independentes de

mortalidade.”6-79

Desta forma, a pesquisa e o desenvolvimento de novas drogas com
propriedades antimicrobianas se mostra cada vez mais importante, haja visto a falta
de opcdes terapéuticas para o tratamento destas infec¢gdes. Neste contexto, 0s
metalofarmacos, drogas as quais foram inseridos atomos de metais através de
reacoes de coordenacao, ganham extrema relevancia.

A sintese e caracterizacao de metalofarmacos tendo como base a molécula
da polimixina B, a qual foi complexado o ion Cu?*, nos permitiu demonstrar a atividade
bactericida do complexo formado frente a espécimes de K. pneumoniae previamente
caracterizados como resistentes aos carbapenémicos e a polimixina B disponivel

comercialmente.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver metalofarmaco através da complexacao do ion metalico cobre
(Cu?*) a molécula de sulfato de polimixina B e avaliar sua atividade antimicrobiana
frente a espécimes previamente selecionados de K. pneumoniae resistentes aos

carbapenémicos e a polimixina B.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Sintetizar o complexo antimicrobiano-metal através de reacdo de coordenacao

entre sulfato de polimixina B e cobre (I1).

« Caracterizar a estrutura molecular do complexo antimicrobiano-metal através

de técnicas de analise quimica.

« Determinar a atividade antimicrobiana do complexo antimicrobiano-metal

gerado através da determinacao da MIC por técnica de microdiluicdo em caldo.



WMonuserite



53

Polymyxin B Copper (Il) Complex: synthesis, characterization and biological
activity assessment against extensively drug-resistant Klebsiella pneumoniae

Rafael Vecchi?, Aniele de Moura?, Adriano de Souza Pessoa®, Carlos Henrique Camargo®, Flavio Junior
Caires?®, James Venturini8

1 Sdo Paulo State University (UNESP), Botucatu Medicine School, Tropical Diseases and Imaging
Diagnosis Department, 18618-687, Botucatu, SP, Brazil

2 S0 Paulo State University (UNESP), School of Sciences, Chemistry Department, 17033-260, Bauru,
SP, Brazil

3 University of Sdo Paulo (USP), Bauru School of Dentistry, Department of Biological Sciences, 17012-
901, Bauru, SP, Brazil

4 Adolfo Lutz Institute (IAL), Enteric Diseases and Special Pathogens Center, Bacteriology Center,
01246-000, Sdo Paulo, SP, Brazil

5> S3do Paulo State University (UNESP), Institute of Chemistry, 14800-060, Araraquara, SP, Brazil

6 Federal University Mato Grosso do Sul (UFMS), School of Medicine, 79070-900, Campo Grande, MS,
Brazil

Corresponding author: James Venturini — e-mail: james.venturini@ufms.br

Keywords: polymyxin B, copper (II) complex, Klebsiella pneumoniae, multidrug-resistance



54

ABSTRACT

The increase of multidrug-resistant Gram-negative bacilli is a matter of worldwide
relevance. Therefore, the development of new antimicrobials drugs is necessary. In
this context, coordination of metal ions to drugs has emerged as one exciting strategy
for the development of compounds with antimicrobial activities. In the present study,
we synthesized and characterized a complex formed by a coordination reaction
between polymyxin B sulfate and copper (ll) ions. We also determined the antimicrobial
activity of copper (lI) complex against carbapenem- and polymyxin B-resistant
Klebsiella pneumoniae (CPRKp). Our findings showed that the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the copper complex was 44.4% lower, 33.3% was equal, and
22.23% was higher than polymyxin B in the CPRKp isolates. These results are
encouraging and should lead to further studies about toxicity and in vivo activity of the

copper (II) complex.
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1. INTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative microorganism very prevalent in
the hospital setting, causing infections in several body sites associated with high rates
of morbidity and mortality. The isolation of drug-resistant strains such as carbapenem
and polymyxin B has led to a serious public health problem, resulting in a shortage of

alternatives for the treatment of this infections!-3.

Polymyxin B, an antibiotic used primarily for resistant Gram-negative
infections, is a positively charged cyclic cationic polypeptide antimicrobial and interacts
electrostatically with the lipid A fraction of the negatively charged bacterial
lipopolysaccharide (LPS), promoting the displacement of the bridges formed by
divalent ions (Mg?* and Ca?*) acting to stabilize its structure. The side chains of
polymyxin B, which have the terminal fatty acid, also interact with LPS, contributing to
the complexation between the drug and the outer membrane. The result of this
interaction is the destruction of the bacterial outer membrane, with an increase of its
permeability, extravasation of the cytoplasmic content and its rupture, culminating in

the cellular death*11.

Resistance to polymyxin B is mediated by chromosomal mechanisms
related to environmental stimuli or mutations in the chromosomal genes of the Two-
Component Systems (TCS)'?'4 and enzymes loaded by mobile genetic elements,

such as MCR?1%:16,

In this context, the research for new antimicrobials is extremally urgent’-2L,
Several approaches have been employed, including the complexation of metals with
antimicrobials???°, The interaction between a metal ion and an organic compound

results in a coordination compound with new properties such as molecular structure,
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thermodynamic aspects, thermal stability, and reactivity?#2®, Several reports have
demonstrating an improvement of the biological activity by several compounds
complexed with transitional metals?42¢. Therefore, the aim of this study was to
synthesize and characterize a copper (Il) complex with polymyxin B and evaluate its
antimicrobial activity against selected isolates of carbapenem- and polymyxin B-

resistant Klebsiella pneumoniae (CPRKp).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Selection of specimens

Eighteen CPRKQp isolates were obtained from April 2016 to November 2018
at the Bauru State Hospital (HEB), a tertiary hospital that serves patients from the city
of Bauru, State of S&o Paulo, Brazil. The resistance to carbapenem and polymyxin B
were initially reported by the Vitek® 2 Compact automatized platform (BioMérieux).
Next, we confirmed the resistance the polymyxin B by broth microdilution technique,
the gold standard test for the determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
values according to European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)?’ for confirmation of resistance to this drug. The samples were aliquoted
into tryptone soy broth (TSB) with 10% glycerol (v/v) and stored in a freezer at -80 °C

until the tests are performed.

2.2. Synthesis of copper (ll) complex

The 1 mmol mass of polymyxin B sulfate salt (Sigma-Aldrich) was
solubilized in distilled water and then deprotonated by the dropping of a 0.1 mol L

aqueous sodium hydroxide solution, the solution pH was 6.5. After generation of the
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sodium ligand, this was added to a 3 mmol ethanolic solution of copper chloride
(Sigma-Aldrich). This final solution was heated in conventional microwave oven for 60
seconds, with the formation of blue precipitate which was centrifuged and washed with
distilled water, until sulfate and chloride were not detected by qualitative tests with

BaCl> and AgNOs/ HNOs3, respectively.

2.3 Characterization of copper (Il) complex

Simultaneous Thermogravimetry- Differential Thermal Analysis (TG-DTA)

Simultaneous TG-DTA curves were obtained using the thermal analysis
system from Netzsch, model STA 449 F3. Approximately 5 mg of sample were weighed
and placed in a 200 pL a-alumina open crucible. The parameters were set at a heating
rate of 10 °C min, and a flow rate of 50 mL min! in a dry air atmosphere. The
temperature range was from 30 °C to 1000 °C. When necessary, the measurement
was performed under an inert atmosphere (N2), using the same conditions mentioned
above. Were applied to TG curve, the first derivative (DTG) to better comprehend the
curves, hence the curves are shown together with the TG-DTA curves (as TG/DTG-

DTA curves).

Complexometry

The preparation of the metal ion solution was based on the calcination of
100 mg in a muffle furnace at 800 °C for 40 minutes, for conversion of the complex to
its respective oxide. Thereafter, the resultant product of this calcination was dissolved
in concentrated hydrochloric acid. After this, excess hydrochloric acid was removed
and the volume was made up with distilled water. From complexometry with EDTA

solution (Sigma-Aldrich), acting as complexing agent, at a concentration of 1x102 mol
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L1, it was possible to determine the total content of the metal ion. 1 mg murexide was
used as a titrating indicator. Titrations were performed in triplicate with 1 mL aliquots

of metal chloride solutions.
Mid-infrared Spectroscopy (MIR)

The MIR spectrum was recorded on a Thermo Scientific Nicolet iS10 IR
spectrophotometer, through the attenuated total reflectance technique with germanium
crystal, in the range between 675 cm™ to 4000 cm?, 4 cm* resolution and 32 scans

per spectrum.
X-ray powder Diffractometry (XRPD)

The crystallinity of the worked compounds was evaluated by the XRPD
technique. X-ray powder diffractograms were obtained on the Rigaku MiniFlex 600
diffractometer using a 20 kV copper tube, 20 mA current, Cu ka, A = 1.54056 A, in the

range of 10-80°, with a step of 10° per minute.

2.4. Broth microdilution for copper chloride, polymyxin B and copper (ll)

complex

Broth microdilution was performed according to the methodology described
according to the guidelines of EUCAST?’ for aerobic bacteria, with modifications.
Bacterial suspension was prepared from the turbidity of sterile physiological saline up
to 0.5 on the McFarland scale, equivalent to 1.5x108 CFU mL* as determined by
DensiCHEK Plus (BioMérieux) equipment. These solutions were then diluted to a
concentration of 2.5x10° CFU mL, ideal for the assay. Copper chloride, polymyxin B
and copper (II) complex were suspended in a solution of propyleneglycol (PPG) /

phosphate buffered saline (PBS) (1:1) at the concentration of 1 mg mL* (stock
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solution). Subsequently, serial dilution with cation-adjusted Miuller-Hinton (CAMH)
broth was performed to obtain different concentrations of the drugs, starting from the
stock solution. Then, in 96-well polystyrene microplate were added 50 yL of the
different concentrations of the compounds, 50 pL of the bacterial suspension
containing 2.5x10° CFU mL* and incubated at 36 + 1 °C for 18-24 hours. Afterward,
the microplates were incubated at 36 + 1°C for 18-24 hours. The MIC was visually
determined as the first well that did no show turbidity after incubation. Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 27853™ and Escherichia coli ATCC® 25922™ standard strains
were also tested for validation of each microplate. Each assay was tested in duplicate

for each compound.
2.5. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE typing of the isolates was performed according to the modified
protocol of McDougal et al.?8. Similarity analysis was performed using BioNumerics®
software (version 7.1; Applied Maths, Belgium). Dendrogram creation was performed
by Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) with band position
tolerance and optimization adjusted to 1.25 and 0.5% respectively. The Dice similarity

coefficient = 80% was chosen to determine clusters.

3. RESULTS AND DISCUSSION

For the characterization of the synthesized copper (lI) complex several
techniques were performed. First, TG/DTG-DTA curves provided information about the
thermal behavior of the ligand (polymyxin B) and the coordination compound,
furthermore by the analyzing of copper (II) complex residue (metal oxide) it was

possible to suggest its minimum formula®*. TG/DTG-DTA techniques for polymyxin
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B are shown in Figure 1. In it, it can be observed that the compound presents at least
four steps of mass loss and that the anhydrous compound exhibits thermal stability up
to 173 °C. The first step of mass loss was observed in the range temperature of 30 °C
to 173 °C (Am = 5.03%), which refers to the loss of water; this is probably due to the
adsorbed water by the compound, once it is hygroscopic. Subsequently, the second
mass loss step was observed between 173 °C to 316.5 °C (Am = 25.95%), associated
to the exothermic event in 232 °C in the DTA curve. The third step of mass loss
occurred between 316.5 °C to 456.4 °C (Am = 15.95%).The fourth step of mass loss
occurred between the range temperature 456.4 °C to 714.1 °C (Am = 40.48%),
associated to the exothermic peak at 536.2 °C in the DTA curve, related to degradation

of the organic matter of the compound.
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Figure 1. TG/DTG-DTA curves of the polymyxin B ligand in a dry air atmosphere.

It was not possible to observe the fusion of this compound in an oxidizing

atmosphere, since the DTA curve does not suggest any characteristic endothermic
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events. In order to evaluate the action of the atmosphere on this compound, the sample

was subjected to heating under N2 atmosphere. TG/DTG-DTA curves to polymyxin B

under inert atmosphere can be observed in Figure 2.
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Figure 2. TG/DTG-DTA curves of the polymyxin B ligand in N2 atmosphere.

As shown, the compound degrades into three stages of mass loss as

suggested by the TG curve. The first stage of mass loss occurs between 30 °C and

132.8 °C (Am =9.30%), while the second stage occurs between 132.8 °C and 300.1 °C

(Am = 30.15%). However, according to the DTG curve, this mass loss step is a complex

event with overlapping stages, which are associated with the exotherm indication

between 196.7 °C to 250.2 °C. The last stage of mass loss occurs between 300.1 °C
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to 797.7 °C (Am = 55.75%) and is associated with exotherm event between 461.2 °C
to 796.2 °C. The presence of 4.80% residue occurs because the atmosphere is not
oxidizing and part of the compound is not degraded. As in oxidizing atmosphere, no
fusion point was observed for polymyxin B in inert atmosphere, demonstrating that it

does not overlap this event.

The TG/DTG-DTA curves of copper (1) complex (Figure 3) shown four mass
loss steps. The first step occurs between 30 °C to 159.5 °C, and may be associated
with the loss of seven water molecules of hydration (Amcac = 8.40%, Amrc = 8.35%).
Then, according to the DTG curve, two overlapped mass loss steps were observed in
the temperature range of 159.5 °C to 238.9 °C and 238.9 °C to 392.4 °C, due to the
degradation of the ligand. The fourth and final step of thermal degradation of the
complex are observed between 392.4 °C and 557.8 °C and is associated to the
exothermic peak at 473.8 °C in the DTA curve, respective to the oxidation of
carbonized material. The residue (Amrc = 15.56%) is relative to copper oxide (CuO),
and is in agreement with the calculated value (Amcac = 15.80%). Therefore, it is

suggested that the minimum formula for the complex is [Cuspb] .7H20.
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Figure 3. TG/DTG-DTA curves of the copper (Il) complex in a dry air atmosphere.

Table 1 shows the mass loss steps and peak temperature observed for the

polymyxin B (ligand) and the copper (II) complex in dry air atmosphere.

Table 1: Temperature ranges (0°C), mass loss (Am) and peak temperature (Tr) observed at each step
in the TG/DTG-DTA curves of the ligand (polymyxin B) and the copper (II) complex in dry air atmosphere.

Compound 15t step 2" step 39 step 4 step
06/°C  30.0-173.0 173.0-316.5 316.5-456.4 456.4-714.1
Polymyxin B AM/% 5.03 25.95 15.25 40.48
Trl°C 232.07 536.21
0/°C 30-159.5 159.5-238.9 238.9-392.4 392.4-557.8
[Cuspb]-7H20 AM/% 8.40 12.17 27.83 36.04
Trl°C 473.81

T=exothermic peak

Then, [Cuspb] complexometry was performed and copper oxide theoretical

and the one formed after calcination at 800 °C diffractograms were compared, as
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shown in the Figures 4.a and 4.b, respectively. Analyzing the diffractograms, it is clear
that the peaks are equivalent, mainly the most intense at 35.62° and 38.65°
(highlighted in red). Thus, it is possible to state that the calculations performed from
the copper (Il) complex TG curve are in concordance with the final residue (CuO) and

the error allowed by the technique.

Relative Intensity / %

10 20 30 40 50 60 70 80

Figure 4. Theoretical (Program Mercury) (a) and calcined (b) copper (Il) oxide diffractogram by
complexometry.

According to the complexometry calculations, the percentage of copper
present in the calcined metal oxide was obtained. The copper content was 12.53%,

while according to the data obtained by the TG curve these values are 12.43%, which
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are in accordance with the proposed minimum formula considering the TG residue of

15.56%.

In order to obtain structural information about the compounds, the MIR
technique was employed. Analyzing the MIR spectrum of polymyxin B (Figure 5.a),
was observed a broad band between 3600 and 3420 cm™, relative to the O-H stretch,
while the bands at 3057 and 2057 cm™* was attributed to C-H sp? stretches. The intense
bands at 1647 and 1533 cm™? were related to carbonyl stretches and angular

deformations of N-H bond, respectively.

Analysis of copper (II) complex MIR spectrum (Figure 5.b) revealed that the
O-H band is more pronounced; this is due to the presence of water of hydration in the
coordination compound. Moreover, were observed that the band related to the angular
deformation band of N-H is displaced (1537 cm™), and was observed a new band at
1546 cmt. This suggests that there may have been an interaction of metal with this
group. However, since the O-H band overlaps the N-H stretch bands of the ligand, and
the structural complexity of the molecule, coupled with the failure to synthesize a single

crystal, it is difficult to confirm that coordination occurs exactly with these groups.
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Figure 5. MIR spectrum of the polymyxin B (a) and copper (Il) complex (b).

Finally, XRPD crystallography was performed and the polymyxin B and
copper (II) complex diffractograms are shown in Figure 6. As can be seen, the
polymyxin B diffractogram (Figure 6.a) shows that the compound is not crystalline,
unlike the complex (Figure 6.b), which even having a halo amorphization, presents a

more crystalline diffraction pattern when compared to polymyxin B, with higher peaks

at 16.29°, 31.75°, 35.61° and 39.79°.
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Figure 6. Diffractogram of polymyxin B (a) and copper (Il) complex (b) according to the XRPD.

After synthesis and characterization steps, the biological activity of the
copper (Il) complex was evaluated for 18 isolates of CPRKp and compared with
polymyxin B. In addition, PPG and copper chloride tests were also performed to ensure
that, at the concentrations used, it did not exert direct activity on the tested bacterial

suspension, inhibiting its growth.

As demonstrated in the Figure 7, MICs of the copper (Il) complex were
44.4% lower, 33.3% was equal, and 22.23% was higher in the CPRKp isolates than
MIC’s polymyxin B. For copper chloride was higher than 64 pg mL?, maximum

concentration tested, for all samples.
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Figure 7. Biological activity determination of copper chloride, polymyxin B and [Cuspb] complex by
broth microdilution technique (ug mL™) against 18 isolates of CPRKp (tested in duplicate).

* Highest concentration tested.

Initially, it may be noted that the binding of Cu?* ions to polymyxin B
generated significant structural modifications therein, since the complex generated
became insoluble in various solvents, such as water and dimethyl sulfoxide (DMSO),
for example, while the secondary pattern polymyxin B used as the basis for the
synthesis was highly soluble therein. Furthermore, differences in MIC values between
polymyxin B and [Cuspb] obtained from the 18 isolates of CPRKp can be attributed to

specific differences between the isolates tested.
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In order to understand these specific differences, the PFGE technique was
proposed to determine the clonality of the 18 isolates tested. The analysis of the
dendrogram created (Figure 8) showed that there were several distinct clones between
them and that, even within the same cluster, the effectiveness of the copper (ll)
complex ranged from higher, equivalent or lower compared to polymyxin B. Thus, itis
possible to state that the clonality of the isolates is not a determining factor for
understanding the difference in effectiveness of the complex [Cuspb] between the
different CPRKp isolates tested, however, there must be other factors that help us

explain this difference in effectiveness.
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Figure 8. Dendrogram showing the clonality of the 18 isolates tested against the copper (I1) complex.

The coordination of drugs with antimicrobial activity to metal ions aims to

generate compounds that present biological activity superior to the drugs used as the
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basis for the synthesis. This approach has already been employed in the research for
new drugs. Cohan et al. showed that the coordination of metal ions to sulfonamides
generated complexes with significant to moderate biological activity when tested
against different microorganisms3!. Martins et al. showed that norfloxacin coordinated
to copper (ll) ions is more active in relation than free fluoroquinolone against
bloodstream trypomastigotes®2. In addition, Stokowa-Soltys et al. demonstrated that
colistin is able to efficiently chelate Cu?* ions, exert oxidative activity and promote the
destruction of DNA plasmids when accompanied by hydrogen peroxide or ascorbic

acid®,

Thus, the introduction of the Cu?* metal ion to the polymyxin B molecule
aims to make it more effective for the CPRKp isolates, reducing the effects of the
reduction in the number of negative charges on the lipid A fraction of the bacterial LPS
due to the various polymyxin B resistance mechanisms. It should be noted that the
metal ion itself exerts antibacterial activity and because this characteristic was selected
for the coordination reaction with polymyxin B. Further studies should be conducted
with the objective of determining other characteristics of the synthesized complex, such
as its activity in vivo, toxicity and the reason for the difference in effectiveness found

among CPRKp isolates.

4. CONCLUSION

Through the TG / DTG-DTA curves it was possible to suggest the minimum
formula of the complex as [Cuspb].7H2-0 and using MIR it can be suggested that Cu
(1) coordinates with polymyxin B with amino and hydroxyl groups. The evaluation of

the biological activity of the coordination complex in the CPRKp isolates showed that
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it was more active in 44.44% of the specimens tested than polymyxin B. Therefore, the
excellent results obtained in this preliminary study with the [Cuspb] complex should
stimulate further research aimed at understanding their bacterial activity, toxicity and

the differences between the isolates that culminated in different results.
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4. CONCLUSOES

e O complexo de cobre (ll) foi sintetizado com sucesso, o que foi demonstrado
pelas analises de TG e pelo espectro MIR, que evidenciaram a formula minima
do complexo como [Cuspb].7H20 e sugerindo que a interacédo do ion metélico

Cu?* deve ocorrer com as aminas da polimixina B.

e A determinacdo da atividade biolégica do complexo [Cuspb] mostrou-se
promissora, uma vez que houve uma melhora da atividade bacteriana do
complexo gerado em relagéo a polimixina B para a maioria dos isolados de
CPRKp testados, de modo que novos estudos devem ser dirigidos para a
melhor compreenséao da atividade do complexo, sua toxicidade e as diferencas

entre os isolados que geraram resultados diferentes.
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Tabela 2. Valores médios de MIC (ug mL™) para os 18 isolados de CPRKp testados

frente a polimixina B (em duplicata).

Amostra MIC polimixina B MIC polimixina B
(Mg mL™) (Mg mL™)
(primeira replicata) (segundareplicata)
01 32 16
02 16 32
03 16 8
04 16 8
05 16 8
06 16 8
07 32 16
08 4 4
09 32 8
10 64 32
11 8 8
12 64 64
13 64 32
14 64 64
15 64 64
16 64 64
17 4 4




18
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Tabela 3. Valores médios de MIC (ug mL™) para os 18 isolados de CPRKp testados

frente ao complexo Cuspb (em duplicata).

Amostra MIC Cuspb MIC Cuspb
(Mg mL™) (Mg mL™)
(primeira replicata) (segunda replicata)
01 32 16
02 8 8
03 16 8
04 8 8
05 32 32
06 8 4
07 64 32
08 4 4
09 64 32
10 8 16
11 32 16
12 32 16
13 16 8
14 64 64
15 64 64
16 64 64
17 2 1




18

84



ANEXO 03

85

Tabela 4. Valores médios de MIC (ug mL™) para os 18 isolados de CPRKp testados

frente ao sulfato de cobre (em duplicata).

Amostra MIC CuSOq4 MIC CuSOq4
(Mg mL™) (Mg mL™)
(primeira replicata) (segundareplicata)
01 64* 64*
02 64* 64*
03 64* 64*
04 64* 64*
05 64* 64*
06 64* 64*
07 64* 64*
08 64* 64*
09 64* 64*
10 64* 64*
11 64* 64*
12 64* 64*
13 64* 64*
14 64* 64*
15 64* 64*
16 64* 64*
17 64* 64*




18

64*

64*

* Maior concentracdo testada, em pg mL™.
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