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Resumo

A infec¢do do trato urindrio ¢ uma enfermidade comumente diagnosticada em animais de
companhia, sendo responsavel por um amplo nimero de prescricdes de antimicrobianos.
Escherichia coli, Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus sdo 0S microrganismos mais
envolvidos nas infeccoes do trato wurindrio em caes. O surgimento de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos esta crescendo nas ultimas décadas, sendo um problema
alarmante no cendrio mundial. Alternativas de tratamento com novas substancias ja ¢ uma
realidade. Os anestésicos locais tém também a fungdo de serem antimicrobianos. Objetivou-se
com este estudo avaliar a acdo antimicrobiana in vitro do cloridrato de procaina 0,7%
associado ou ndo ao bicarbonato de soédio sobre patdgenos causadores de infecgdo urinaria de
caes e gatos. Para tal, cepas padrao de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 e Proteus mirabilis ATCC 25933 foram utilizadas. As solucdes de cloridrato de
procaina a 0,7%; bicarbonato de sédio a 0,023%; solucao contendo cloridrato de procaina
0,7% com bicarbonato de sddio a 0,023% foram testadas por meio dos métodos de dilui¢ao
em caldo e disco-difusdo (antibiograma) para verificar suas agdes antimicrobianas. Os testes
foram realizados em triplicatas e com controles positivo e negativo. O Staphylococcus aureus
mostrou auséncia de crescimento no teste diluicdo em caldo nas solugdes de cloridrato de
procaina, cloridrato de procaina associado ao bicarbonato de sddio e bicarbonato de sédio, ja
com Escherichia coli e Proteus mirabilis houve crescimento bacteriano. No antibiograma
houve formacdo de halo com as trés bactérias, Staphylococcus aureus com as trés solugdes
(cloridrato de procaina 0,7%, cloridrato de procaina associado a bicarbonato de sodio e
bicarbonato de sodio), j4 com Proteus mirabilis houve formacdo de halo com as duas
solucdes (cloridrato de procaina 0,7% e a associacdo do cloridrato de procaina com
bicarbonato de so6dio) e com Escherichia coli teve formagdao de halo somente com a solugdo
de cloridrato de procaina a 0,7%. Assim, o cloridrato de procaina a 0,7% demonstrou possuir
acdo antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli, Proteus mirabilis e Staphylococcus
aureus ¢ o bicarbonato de soédio sozinho teve acdo antimicrobiana somente com
Staphylococcus aureus. A associagao do cloridrato de procaina e o bicarbonato de sédio teve
acdo somente com Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis, ndo apresentando efeito em

relagdo a Escherichia coli.

Palavras chaves: agentes antimicrobianos, anestésicos locais, resisténcia microbiana a

medicamentos.



Abstract

Urinary tract infection is a commonly diagnosed disease in companion animals, being
responsible for a wide number of antimicrobial prescriptions. Escherichia coli, Proteus
mirabilis and Staphylococcus aureus are microorganisms involved the most in urinary tract
infections in dogs. The rise of multi-resistant bacteria to antimicrobials is growing in recent
decades, being an alarming problem in the world scenario. Alternative treatment with new
substances is already a reality. Local anesthetics have also the function of being antimicrobial.
The objective of this study was to evaluate the antimicrobial action in vitro of 0.7% procaine
hydrochloride associated or not with sodium bicarbonate on pathogens that cause urinary tract
infections in dogs and cats. For this, standard strains of Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Proteus mirabilis ATCC 25933 were used. A
solution of 0.7% procaine hydrochloride, 0.023% sodium bicarbonate, and 0.7% procaine
hydrochloride mixed with 0.023% sodium bicarbonate, were tested using broth dilution and
disk-diffusion (antibiogram) methods to verify their antimicrobial actions. The tests were
performed in triplicates with positive and negative controls. Staphylococcus aureus showed
no growth in the broth dilution test with 0,7 % procaine hydrochloride, procaine
hydrochloride associated with sodium bicarbonate and sodium bicarbonate, while Escherichia
coli and Proteus mirabilis had bacterial growth. In antibiogram, halos were formed with all
three bacteria, Staphylococcus aureus formed a halo with all solutions (0.7% procaine
hydrochloride, procaine hydrochloride associated with sodium bicarbonate and sodium
bicarbonate), Proteus mirabilis formed a halo in two solutions (0.7% procaine hydrochloride
and the association of procaine hydrochloride with sodium bicarbonate) and Escherichia
coli formed a halo only with 0.7% procaine hydrochloride solution. Accordingly to this study,
0.7% procaine hydrochloride solution has demonstrated having antimicrobial action against
all three strains of bacteria Escherichia coli, Proteus mirabilis and Staphylococcus aureus,
whilst sodium bicarbonate alone had antimicrobial action with Staphylococcus aureus. The
association of procaine hydrochloride and sodium bicarbonate had action only

with Staphylococcus aureus and Proteus mirabilis, having no effect on Escherichia coli.

Keywords: antimicrobial agents, local anesthetics, microbial drug resistance.
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1 INTRODUCAO

Na clinica de animais de companhia ¢ alta a frequéncia de animais com infec¢do do
trato urinario (ITU), a qual se caracteriza pela presenca de microrganismos na urina. Os
patogenos mais comuns sdo as bactérias. As infeccoes podem se manifestar de varias
maneiras ou serem assintomadticas (Fongaro, 2011). Estudos revelaram que 95% das ITU em

caes com doengas adjacentes tem manifestagdo subclinica (Menano Maia, 2016).

A caracterizagdo de uma infeccdo do trato urinario deve ser baseada em avaliagdo
clinica e laboratorial. Os testes laboratoriais mais utilizados envolvem a urinalise ¢ a
urocultura. A urocultura permite identificar o microrganismo causador e indica a ocorréncia
de multiplicagdo bacteriana no trato urindrio. Tem também o antibiograma que permite a

analise da efetividade dos antimicrobianos (Fongaro, 2011; Weese et al., 2019).

Os agentes frequentemente isolados nas culturas de cdes com ITU sdo a Escherichia
coli, Proteus spp, Klebsiella spp, Pasteurella spp, Pseudomonas spp, Streptococcus spp,
Staphylococcus spp, Enterococcus spp, Bacillus sp, Corynebacterium spp, Serratia
marcescens, Salmonella spp, Hafnia alvei (Reche Junior, 2005; Carvalho et al., 2014; Ferreira
et al., 2014). Segundo Furini et al. (2013), os principais agentes isolados de urina de caes sdo
Escherichia coli (37,64%), Staphylococcus sp (19,66%) e Proteus spp (13,48%). Também ¢
possivel isolar micoplasmas, mas a sua importancia clinica ndo est4 elucidada (Menano Maia,

2016).

As ITUs estdo entre as infecgdes mais comuns que requerem o uso de antimicrobianos.
A terapia com antimicrobiano deve ser escolhida com base nos resultados do antibiograma.
Porém, a maioria dos animais com infecc¢ao urinaria necessita de tratamento antes da obtencao
dos resultados definitivos dos testes de cultura e antibiograma (Braibante, 2013; Ferreira et

al., 2014).

Para o tratamento ¢ necessario fazer um diagndstico e prescricdo adequadas, além de
conscientizar os veterinarios do uso criterioso de antimicrobianos para evitar selecdo de
microrganismos resistentes (Ban Al-Sayyed et al., 2019). Segundo Penna et al. (2010), Furini
et al. (2013) e Weese et al. (2015), o tratamento empirico contribui para o aumento da
resisténcia bacteriana, infecgdes de repeticdo e complicagdes associadas ao uso

indiscriminado dos antimicrobianos.
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Com o aumento da multirresisténcia bacteriana, levando a um maior aumento na taxa
de mortalidade dos pacientes hospitalizados (Povoa, 2016), ha necessidades de
desenvolvimento de farmacos com efeitos antimicrobianos ¢ medidas complementares para

conter a propagagao de microrganismos resistentes (Scherer et al., 2017).

Nesse contexto, farmacos como os anestésicos locais, com ag¢ao antimicrobiana (Adler
et al., 2017), podem ser iniciados com o intuito de auxiliar ou at¢é mesmo tratar a infecgdo
urindria, antes da obten¢ao dos resultados da urocultura e do antibiograma, ou como farmacos
adjuvantes no tratamento contra bactérias resistentes. Lazdunski et al. (1979) verificaram que
a procaina a 0,55% tem efeito inibitdrio sobre o crescimento celular da Escherichia coli.
Johnson et al. (2008) verificaram que a bupivacaina (0,125%-0,75%) e lidocaina (1%) tem
acdo bacteriostatica e bactericida, por meio da inducdo de efeitos em células bacterianas

Gram-positivas e Gram-negativas, além de efeito fungiostatica e fungicida.

Dessa forma, objetivou-se com este estudo avaliar a a¢do antimicrobiana in vitro do
cloridrato de procaina associado ou ndo ao bicarbonato de sddio sobre patdogenos causadores

de infec¢do urinaria de caes e gatos.
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Infeccao do trato urinario em cies e gatos

A infecc¢do do trato urinario (ITU) se caracteriza pela presenga de microrganismos na
urina, e pode se manifestar de varias maneiras ou ser assintomatica (Fongaro, 2011; Menano

Maia, 2016).

A ITU esta relacionada a colonizagdo microbiana do epitélio estratificado dos variados
. e . ,
nichos do trato urindrio” como mucosa uretral, bexiga, ureteres, pelve renal, tibulos
contorcidos e ductos coletores dos rins. A multiplicacdo bacteriana em locais do trato
urogenital deve-se principalmente a ascensdo de bactérias presentes na porcao distal da uretra,
muitas vezes originarias da microbiota intestinal. A criacdo de um ambiente favoravel para tal
fendmeno se da por meio das alteracdes dos mecanismos de defesa do hospedeiro, e a
presenca de fatores de viruléncia bacterianos que as tornam mais aptas para causarem a

infeccdo (Bartges, 2004; Carvalho et al., 2014).

A inflamagdo cronica leva a uma disfuncdo urotelial e alteracao da proliferacao celular

basal, a regenerac¢do urotelial inadequada leva a persisténcia da cistite bacteriana, todo esse
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processo leva a integridade prejudicada do revestimento das células uroteliais e consequente
aumento da permeabilidade da parede da bexiga e todo o trato urinario (Qian- Sheng et al.,

2019).

A caracterizagdo de uma infeccdo do trato urinario deve ser baseada em avaliagdo
clinica e laboratorial. Os testes laboratoriais mais utilizados envolvem a urinalise e a
urocultura. A urocultura permite identificar o microrganismo causador, indica a presenca
bacteriana no trato urinario. J4 o antibiograma permite a andlise da efetividade dos

antimicrobianos (Fongaro, 2011; Weese et al., 2019).

A terapia antimicrobiana deve ser escolhida com base nos resultados do antibiograma.
Assim, ¢ importante que se defina o agente etioldgico com o diagnostico laboratorial para a
realizagdo de uma conduta terapéutica eficaz (Furini et al., 2013; Weese et al., 2019),
direcionando a terapia antimicrobiana ao patéogeno conhecido (Weese ef al., 2015). Ou seja, a
identificacdo dos agentes causadores, junto com seus dados epidemioldgicos e sua
susceptibilidade aos antimicrobianos otimizam o tratamento, e evitam falhas terapéuticas

devido ao uso incorreto e a resisténcia bacteriana (Remonatto, 2006).

Segundo Carvalho ef al. (2014), em 75% dos casos as infec¢cdes t€ém como etiologia
agentes Gram-negativos, sendo a Escherichia Coli (E. coli) o principal agente etiologico
dessa infec¢ao nos animais € no homem. Furini et al. (2013) apds isolarem microrganismos da
urina de 178 animais com ITU, observaram prevaléncia de E. coli (37,64%), Staphylococcus
sp (19,66%) e Proteus spp (13,48%). Segundo Braibante (2013) e Marques et al. (2019), a
Escherichia coli. e o Proteus mirabilis sdo os maiores causadores de ITU, sendo que as
reinfeccdes por bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae surgem decorrentes de um comprometimento do sistema imunoldgico

do paciente.

A E. coli é um bacilo Gram-negativo anaerobio facultativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, mais comum na microbiota intestinal fecal. Segundo Trabulsi e
Alterthum (2015) e Povoa (2016), a E. coli uropatogénica ¢ a maior responsavel pelas
infec¢des do trato urinario. Também, de acordo com Lacerda (2013), a E. coli uropatogénica €
a principal causadora das infecgdes do trato urindrio recorrentes e persistentes em humanos,
principalmente em cistites, prostatites e pielonefrites. Uma das causas dessa resisténcia € o
desenvolvimento de “comunidades” bacterianas intracelulares. As células bacterianas aderem

as cé€lulas do epitélio de transi¢do tipicamente encontrado na bexiga, em seguida ocorre
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invasdo celular, com posterior multiplicagdo intracelular e formagdo dessas comunidades

bacterianas, favorecendo a disseminagao bacteriana e infeccdo de novas células epiteliais.

Proteus spp ¢ uma bactéria membro da familia Enterobacteriaceae, Gram-negativo,
sendo isolada mais comumente em infec¢cdo do trato urindrio persistentes, em pacientes com
anormalidades funcionais ou anatdémicas. Proteus mirabilis tem sido mais frequentemente
associado com ITU em jovens (Povoa, 2016). Segundo Trabulsi e Alterthum (2015) ¢ a

espécie mais importante em relacdo a infecgdes urinarias adquiridas.

Staphylococcus spp sdo cocos Gram-positivos. E uma das espécies bacterianas mais
estudadas, pois apresenta um impacto na saude publica, por ser comensal na mucosa e na pele
(Penna et al., 2010). Segundo Trabulsi e Alterthum (2015) ¢ resistente a praticamente todo

quimioterapico concebido pela humanidade.

De acordo com Shrestha er al. (2019), as bactérias Gram—positivas sdo uma causa
significativa de ITU, sendo o Staphylococcus aureus e o Enterococcus faecalis os patogenos
mais isolados. Nas ITUs adquiridas por cateter, neste estudo, o Staphylococcus aureus foi o
patégeno mais comum. Além disso, este estudo também demonstrou que o uso prolongado de

cateteres vesicais aumenta o risco de ocorréncia de ITU em até 14 vezes.

De acordo com Bartges (2004) e Thornton ef al. (2018), alguns mecanismos de defesa
protegem o organismo contra a invasdo de patogenos, e propriedades da urina fazem parte
dessa defesa. Em um estudo in vitro e em criancas observou-se que a osmolaridade da urina
influenciou no crescimento de E. coli na urina. Esse microrganismo teve maior multiplicagdo
em urina 4cida a neutra e diluida, quando comparada a urina alcalina e concentrada. Segundo
Thornton et al. (2018), também as concentracdes extracelulares de sodio, influenciando o pH,
podem inibir o crescimento de E. coli, que ¢ sensivel a presenca de ion sodio em altas

concentracoes.

Contudo, a ITU esta entre as infeccdes mais comuns que requerem o uso de
antimicrobianos. A terapia com antimicrobiano deve ser escolhida com base nos resultados do
antibiograma (Braibante, 2013; Ferreira et al., 2014). Na década de 30 teve a descoberta das
sulfonamidas e das penicilinas. Porém nas décadas de 50 e 70 ja foram descobertas cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a penicilina (Silva et al., 2017), havendo dessa forma um
rapido desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana no género

Staphylococcus, tanto no homem quanto nos caes (Penna, et al., 2010).
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Na atualidade, varios sdo os antimicrobianos utilizados para o tratamento das infe¢des
urindrias, como os beta-lactamicos, sulfametazol - trimetoprim, fluorquinolonas e
aminoglicosideos (Remonatto, 2006). Segundo Carvalho et al. (2014), a sulfametazol -
trimetoprim, amoxicilina, cefalexina e tetraciclina sdo os farmacos de primeira escolha para
os quadros de cistite bacteriana, entretanto de acordo com esses autores, esses
antimicrobianos ndo mostraram efetividade in vitro para um nimero elevado de patdgenos.
Para Furini ef al. (2013), as fluorquinolonas sdo os farmacos mais utilizados, em caes, por seu
amplo espectro, mas a resisténcia de microrganismos tem aumentado nos ultimos anos.
Segundo Thompson et al. (2011) a resisténcia bacteriana ndo estd crescendo somente com as
fluorquinolonas, mas também com as cefalosporinas de terceira geragdo e amoxicilina com

clavulanato.

Segundo Ollin e Bartges (2015), amoxicilina e sulfametazol - trimetoprim sdo a
primeira opcdo para tratamento de ITU ndo complicada e para a complicada, antes do
resultado da urocultura e do antibiograma. Entretanto, a amoxicilina ¢ ineficaz para bactéria
produtora de B-lactamase. De acordo com Wesse et al. (2019), a amoxicilina ¢ uma boa

opgdo para cistite bacteriana esporadica.

Em um estudo realizado com isolados de E. coli decorrentes de ITU de caes e gatos,
observou-se diferenca entre as espécies quanto a sensibilidade e consequentemente tratamento
com amoxicilina e amoxicilina com clavulanato. Os isolados de E. coli dos cdes mostraram
alta susceptibilidade a amoxicilina com clavulanato, ja nos gatos nenhum isolado mostrou ser
susceptivel a esse antibiotico. O estudo concluiu que ha diferenca na escolha do farmaco de
tratamento entre animais de companhia com a mesma doenca e o mesmo patoégeno (Kukanich

etal., 2019).

Smith et al. (2018) recomendaram a amoxicilina, amoxicilina com clavulanato e
cefalexina como primeira escolha para o tratamento de ITU em caes e gatos. Entretanto, em
estudos retrospectivos de mais de 11.000 pacientes de quatro continentes sugeriram que a
cefazolina apresenta a mesma eficacia, sendo menos nefrotéxica quando comparada as
penicilinas (flucloxacilina, nafcilina e cloxacilina) em pacientes com bacteremia decorrente de

Staphylococcus aureus (Weis et al., 2019).

De acordo com Weese, ef al. (2019), as quinolonas sdo amplamente utilizadas para
tratar infeccdo urinaria em animais. Entre elas a ciprofloxacina, enrofloxacina,

marbofloxacino e orbifloxacino. A ciprofloxacina possui menor biodisponibilidade quando
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administrada oralmente que enrofloxacina, sendo ambas recomendadas quando ha resisténcia
de patdégenos a outros antimicrobianos, pois sdo excretadas na urina na forma ativa. A

doxiciclina também pode ser utilizada quando ha resisténcia.

Menano Maia (2016) descreveu que ¢ essencial que o animal esteja com os adequados
mecanismos de defesa, pois assim a terapia antimicrobiana serd mais eficaz, ja& que nos

pacientes imunossuprimidos observa-se uma menor resposta aos antimicrobianos.

De acordo com Zalewska- Piatek e Piatek (2019), ¢ necessario desenvolver métodos
complementares e estratégias terapéuticas para combater as ITUs, como vacinas, andlogos de
receptores, compostos que interferem na aderéncia bacteriana e terapia bacteriofagica. Esses
tratamentos permitem aumentar a imunidade do hospedeiro para combater patdégenos
externos, e diminuir a aderéncia bacteriana a parede da bexiga. Vacinas mortas e atenuadas de
E. coli e Proteus mirabilis estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de o hospedeiro
produzir anticorpos contra esses patogenos. Essas novas abordagens também sdo responsaveis

pela neutralizag@o de patogenos e pela prote¢do do hospedeiro contra a doenga.
2.2 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana ¢ definida como resisténcia a pelo menos um agente em
trés ou mais classes de antimicrobianos (Shrestha et al., 2019). Ela vem sendo um problema
emergente em animais de companhia e em humanos (Wong et al., 2015). O tratamento
empirico contribui para o aumento da resisténcia, infec¢des de repeticdo e complicagdes
associadas ao uso indiscriminado dos antimicrobianos (Penna et al.,2010; Furini et al., 2013;
Weese et al., 2015). Assim, as linhagens multirresistentes em caes e gatos podem aumentar
com o uso indiscriminado e indevido de antimicrobianos, seja por subdoses, superdoses,
descontinuidade do tratamento e uso como promotores de crescimento (Siqueira ef al., 2008).
Além disso, a terapia antimicrobiana de amplo espectro a longo prazo, comorbidades,
hospitalizagdes anteriores e transmissdo cruzada de patdgenos em pacientes cateterizados

podem explicar o aumento da resisténcia bacteriana (Shrestha et al., 2019).

De acordo com Menano Maia (2016), algumas bactérias tém apresentado perfis
multirresistentes (resistentes a trés ou mais classes diferentes de agentes antimicrobianos)

devido aos seus mecanismos de trocas de material genético.

Weese et al. (2015) relataram que as infeccdes por patdgenos resistentes a

antimicrobianos estdo geralmente associadas ao aumento da morbidade e mortalidade, e
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aumento dos custos dos tratamentos. Segundo este autor, mesmo se for constatado a presenca
do patogeno multirresistente na urina ndo significa a necessidade de uso de um
antimicrobiano de amplo aspecto, podendo ser utilizado um farmaco de menor espectro,

porém comprovadamente eficaz no teste de antibiograma.

Segundo Lacerda (2013), cerca de 80% das infec¢des bacterianas humanas estdo
relacionadas a formagdo de biofilme, e os microrganismos comumente encontrados sdo os
Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, E. coli uropatogénica. De
acordo com Bahr Arias et al. (2008), os microrganismos Gram-negativos sdo a maioria

encontrada nas infec¢gdes por agentes multirresistentes.

Em um levantamento do periodo de fevereiro de 2017 a junho de 2019 de caes e gatos
atendidos no hospital veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais, que apresentavam
infeccdo do trato urinario decorrente de diversas causas, causada por uma ou mais bactérias
multirresistentes, verificou-se presenga de Proteus mirabilis (41,6%), Escherichia coli (25%),
Klebsiella sp (16,6), Acinetobacter sp (8,3%), Enterococcus faecium (8,3%), Leclercia
adecarboxylata (8,3%), Pseudomonas aeruginosa (8,3%), Citrobacter sp (8,3%),
Enterococcus sp (8,3%), Staphylococcus saprophyticus (8,3%) e Staphylococcus
haemolyticus (8,3%). Também encontrou resisténcia bacteriana com relagdo a 33 bases de
antimicrobianos, entre elas a amicacina, ceftriaxona, ceftiofur sodico, meropenen e
vancomicina. Os antimicrobianos que as bactérias apresentaram maior resisténcia foram a
doxiciclina (88%), ceftriaxona (83%), sulfametazol - trimetropim (78%), amoxicilina com
clavulanato (75%), cefalexina (67%), enrofloxacina (60%), nitrofurantoina (46%) e amicacina
(33%). O agente Proteus mirabillis apresentou resisténcia a 18 bases de antimicrobianos,
seguido pelo patogeno Klebsiella sp (15 bases) e Citrobacter (10 bases). Contudo os autores
concluiram que o urotapdgeno Proteus mirabilis foi o microrganismo multirresistente mais
frequente nas infec¢des do trato urindrio, sendo também o que apresentou maior resisténcia

aos antimicrobianos testados (Gongalves e Freitas, 2019).

Em seu estudo, Siqueira ef al. (2008) isolaram 24 linhagens (47,1%) de E. coli da
urina de cdes com ITU, e observaram resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos. De
acordo com esses autores, determinadas linhagens de E. coli apresentam resisténcia aos
antimicrobianos por possuirem em seu DNA fator de resisténcia, ou por selecdo genética,
mutagdes e produgdo de enzimas. Em outro estudo de Thompson et al. (2011) durante um

periodo de nove anos com cdes com ITU mostraram que a resisténcia a E. coli para as
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fluorquinolonas esta crescendo. Sabe se do risco zoonético e implicagdes em saude publica

desses microrganismos resistentes a antimicrobianos.

Segundo Remonatto (2006) um estudo realizado no periodo de 1998 e 1999 em seis
centros brasileiros foi encontrado 47,8% de E. coli urinarias resistentes a sulfametazol -
trimetoprim, 11,5% a cefalotina e 6,4% a ciprofloxacino. Também verificou resisténcia de E.
coli isoladas de ITU de humanos para ampicilina (59%), cefalotina (42%), ciprofloxacino
(22%), gentamicina (6%) e sulfametazol - trimetoprim (50%). Neto et al. (2003) observaram
em 188 pacientes humanos com ITU que a E. coli isolada de urina era mais susceptivel a
imipenem, segunda e terceira geragdes de cefalosporinas, aminoglicosideoos, ciprofloxacino e

nitrofurantoina, sendo resistente a ampicilina, sulfametazol - trimetoprim e norfloxacino.

Majeed et al (2019) também observaram em 120 pacientes humanos bactérias Gram-
negativas, como E. coli e Proteus mirabilis susceptiveis ao imipenem, apresentaram

resisténcia ao amoxicilina e cefalosporinas de terceira geragao.

Marques et al. (2019) em um estudo no qual foram isoladas bactérias de 107 animais
de companhia com ITU, observaram resisténcia para Proteus mirabilis em 22 bases
antimicrobianas de 26 testadas, entre elas a sulfametazol - trimetoprim (35,5%), ampicilina e
cloranfenicol (28%), enrofloxacina (26,2%), amoxicilina com clavulanato (9,4%), cefalotina,
(8,4%), ciprofloxacino (7,5%), levofloxacina (6,5%), gentamicina (5,6%), norfloxacino e
amicacina (2,8%). Segundo Kwiecinska-pirdg et al. (2019), o Proteus mirabilis ¢ a terceira
espécie comum responsavel pelas ITUs, sendo tratadas principalmente com fluorquinolonas
ou aminoglicosideos. Esses autores observaram em um estudo que varios antimicrobianos que
eram capazes de inibir o crescimento de diversas bactérias, foram incapazes de inibir a
formagdo de biofilme do Proteus mirabilis, mostrando assim seu alto poder de resisténcia a

antimicrobianos.

O Staphylococcus aureus estd entre os microrganismos que apresentam maior
resisténcia aos antimicrobianos, podendo desenvolver resisténcia as meticilinas (SARM). Em
um estudo das seis regides mundiais realizado pela Organizacao Mundial de Saude, observou-
se resisténcia a meticilina em 80% das cepas na regido Africana e do Pacifico Ocidental, 90%
na regido Americana, 50% na regido do Mediterrdneo Oriental, 60% na regido Europeia e
25% na regido Sudeste da Asia (Araujo e Longo, 2016). Membros desse género tém alta
frequéncia de conjugacdo e frequentemente adquirem plasmideos que codificam a resisténcia

microbiana (Penna et al., 2010).
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Em um estudo realizado com 70 cdes que apresentavam Staphylococcus sp no exame
de urocultura, a resisténcia foi detectada para ampicilina em 72,9%, para amoxicilina em
71,5%, para sulfametazol - trimetoprim em 67,2% e para oxacilina em 25,7%. Com esse
estudo foi concluido a alarmante resisténcia ao género Staphylococcus isolados de ITU
canina, ¢ os autores enfatizaram a importancia de identificacdo das espécies e realizacdo de
teste de susceptibilidade bacteriana para o correto tratamento do paciente (Penna et al., 2010).
Assim, de acordo com Smith et al. (2018), uma das classes de antimicrobianos que devem ser
utilizados quando ha resisténcia bacteriana sdo os carbapenémicos, pois possuem amplo

espectro, atuando em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerobicos e anaerobicos.

Em um estudo retrospectivo realizado em um hospital veterinario, foi observado que
3% das infecgdes por E. coli e Staphylococcus aureus apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos (Smith et al., 2018). Além dos carbapenémicos, segundo Navaneeth et al.
(2019), a vancomicina ¢ um antibidtico que pode ser usado nos casos de infeccdo por SARM,
além da clindamicina, as tetraciclinas, sulfametazol - trimetoprim, as oxazolidinonas,

daptomicina, ceftarolina fosamida.

Segundo Shrestha, et al. (2019), a fosfomicina, o imipenem, meropenem e a
nitrofurantoina sdo indicadas quando h4 multirresisténcia. A fosfomicina foi utilizada com
sucesso em um estudo para tratamento de pacientes com ITU complicada causada por
enterobactérias produtoras beta-lactamase (Bielen e Likic, 2019). De acordo com estudo de
Xu e He (2019), os carbapenémicos e a fosfomicina foram efetivos para o tratamento das
ITUs causadas por E. coli produtora de beta-lactamase, sendo que a fosfomicina teve um

resultado efetivo mais rapido em menos dias.
2.3 Anestésicos locais como antimicrobianos

As primeiras observagdes que os anestésicos locais inibiam o crescimento bacteriano
foram realizadas em 1909. Nas décadas de 60 e 70 novos estudos foram conduzidos in vitro
com a lidocaina e procaina em bactérias e leveduras (Pelz et al., 2008; Kaewjiaranai et al.,
2018). Em 1990 e 1994 foram demonstradas as atividades bacteriostatica e bactericida da

lidocaina e bupivacaina (Johnson et al., 2008).

Segundo estudo realizado por Pelz et al. (2008), os anestésicos locais bupivacaina,
mepivacaina, prilocaina, lidocaina e procaina apresentaram a¢do antimicrobiana contra

componentes da flora oral, entre eles o S. aureus. Lazdunski et al. (1979) verificaram que a
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procaina a 0,55% tem efeito na inibi¢do do processamento de precursores de proteinas da

membrana externa da E. coli.

Johnson et al. (2008) verificaram que a bupivacaina (0,125%-0,75%) e a lidocaina
(1%) tem acdo bacteriostatica, bactericida, fungiostatica e fungicida, por meio da indugdo de
efeitos em células bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas, como aumento na desordem
lipidica da membrana, com consequente aumento da fluidez e permeabilidade, induzindo
assim alteracdes ultra estruturais. Além disso, segundo Kaewjiaranai et al. (2018) e Kan et al.
(2018), a agdo antimicrobiana dos anestésicos locais ocorre por meio da inibi¢ao da atividade
da membrana respiratdria, o escape de ions K™ do interior do citoplasma bacteriano (devido a

alteragcdo de permeabilidade), e a interferéncia na sintese de DNA e RNA.

Adler et al. (2017) demonstraram a a¢ao antimicrobiana dos anestésicos locais in vitro
contra as bactérias Actinobacillus, Corybacterium, Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas,
Rhodococcus, Staphylococcus e Streptococcus. Concentragdes clinicamente aplicadas de
bupivacaina, lidocaina e mepivacaina inibiram o crescimento visual de 93%, 93% e 80%
desses isolados testados, respectivamente. Quatro desses isolados eram de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina, e cinco E. coli produtoras de beta-lactamase. Esses isolados
eram resistentes a aminoglicosideos, beta-lactdmicos, lincosamidas, macrolideos,
sulfonamidas e tetraciclinas. Segundo os autores, dessas solucdes testadas, a de lidocaina
tinha o conservante metil parahidroxibenzoato, que pode ser responsavel por alguma parte da
atividade antimicrobiana. Nesse estudo observou que as espécies menos susceptiveis foram
Pseudomonas aeroginosa e Staphylococcus aureus. Esses isolados foram extraidos de
equinos da microbiota de mucosa, cutinea e intestinal. O teste utilizado foi de microdilui¢ao
em caldo Mueller — Hinton. Uma limitagdo do estudo foi que o teste de microdiluigdo em

caldo nao necessariamente mimetiza a exposicao in vivo da bactéria aos anestésicos locais.

Leung e Rawal (1977) verificaram em seu estudo a agdo antimicrobiana da tetracaina.
De acordo com esses autores, a tetracaina atuou na membrana plasmatica de Pseudomonas
aeruginosa, onde promoveu extravasamento de compostos intracelulares e lise celular. Nesse
estudo também os autores observaram que a Pseudomonas aeruginosa era resistente a
lidocaina e procaina. A tetracaina tdpica também inibiu o crescimento de Candida albicans,

Staphylococcus albus e Pseudomonas aeruginosa, segundo o estudo realizado por Kleinfield

e Ellis (1967).
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De acordo com Labedan (1988), a presenca de anestésico local parece facilitar a
entrada e agdo dos antibioticos hidrofobico e hidrofilico. Antibioticos usualmente ineficazes
contra células intactas de E. coli de tipo selvagem foram mais eficientes contra células
tratadas conjuntamente com anestésicos locais, houve melhor penetragdo do antibidtico.
Segundo esse autor, o uso de baixas doses de anestésico local com antibioticos pode ser
clinicamente vantajoso, especialmente quando ¢ necessario ampliar e diversificar a gama de

antimicrobianos.

A procaina ¢ um anestésico local que pertence ao grupo éster, o primeiro anestésico
local sintético injetavel. Foi descoberta em 1905 por Alfred Einhorn, um bioquimico
austriaco. Ela ¢ hidrolisada em &cido para animobenzodico (PABA) e dietilaminoetanol
(DEAE), sendo rapidamente absorvida apds a administracdo intramuscular, intradérmica e
subcutanea. A procaina ¢ rapidamente hidrolisada, ndo se acumula nos tecidos e plasma, se
liga pouco a proteinas. E metabolizada no plasma pelas pseudocolinesterases. O PABA
aparece 80, 90% conjugado na urina, a DEAE também aparece na urina 33,3% inalterada, o
restante ¢ degradado em outros metabolitos. O tempo médio de degradacdo ¢ de sete a vinte

minutos (Bulcdo et al., 2011).

A procaina a 1% induz uma tensdo bioelétrica na membrana celular de cerca de 290
milivolts, tendo a capacidade de repolarizar e estabilizar o potencial de membrana das células
afetadas, permitindo assim recuperar-se e estabilizar o sistema neurovegetativo (Burrel,
2008). Ela ingressa no citosol e modifica as interagdes elétricas entre citosol e os
microtibulos de maneira que altera a propagacdo de sinais. Atua sobre campos
eletromagnéticos reestabelecendo e reordenando os cristais liquidos do organismo. Passa
através das membranas danificadas, aumenta o consumo de oxigénio o que ajuda na reparacao

da membrana celular (Fischer, 2000; Castro, 2011).

A escolha da dose para utilizagdo em animais leva em consideracdo a toxicidade do
farmaco, que em caes que ¢ de aproximadamente 15 mg/kg, sendo que a LD50 do cloridrato
de procaina em caes ¢ de 250 mg/kg quando injetado de forma intradérmica. Em um estudo
realizado em caes com dermatite atdpica, utilizou-se cloridrato de procaina a 0,7% conforme ¢é
utilizada na Terapia Neural. Neste trabalho foi realizada nos animais aplica¢do venosa na dose
de 0,1 mg/Kg associada a aplicacdo intradérmicas, (10 a 25) papulas ndo excedendo a dose de

7,0mg/kg por sessao, com bons resultados no controle da atopia (Bravo-Monsalvo, 2008).
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As bases teoricas da Terapia Neural fazem parte da fisiologia russa de meados do
século XIX. Posteriormente, na primeira metade do século XX os irmaos alemaes Huneke
aprofundaram na pesquisa e pratica da Terapia Neural. Praticamente teve inicio com a
descoberta do primeiro anestésico sintético, a procaina. Consiste na utilizagdo de anestésicos
locais (lidocaina e procaina) com baixas concentragdes em partes do corpo escolhidas,

conforme o distarbio (Castro, 2011).

|Com o desenvolvimento e dispersdao da Terapia Neural nos ultimos 30 anos a procaina
tem sido utilizada para o tratamento de doencas agudas e cronicas, possui agdo anti-

inflamatoéria sendo benéfica também em doengas inflamatoérias (Bulcdo et al, 2011).

O bicarbonato de sodio a 1,1% tem efeito antibacteriano e efeito tampao no pH salivar
(Soncco & Mamani, 2018), possuindo ag@o antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas in
vitro, como o Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus (Pinto et al., 2013). O
bicarbonato de sodio altera o pH do meio, ele aumenta o pH extracelular e diminui o pH
intracelular (Levraut et al., 1996; Shoichiro Ibusuki et al.,1998). Segundo Dokai et al. (2018)
os patogenos agem de forma diferente a presenga de minerais, como o Staphylococcus aureus

¢ a Pseudomonas aeroginosa.

Segundo Dokai et al. (2018) a adi¢ao de bicarbonato de sddio alcaliniza o pH externo,
essa mudanca de pH no meio provoca um estresse bacteriano que influencia diretamente na
sobrevivéncia e no crescimento das bactérias. Segundo esses autores o bicarbonato de sddio
tem acdo bacteriostitica, mas em associacdo com a lidocaina, por exemplo, tem efeito
bactericida. J4 Miyasaki et al. (1986) alega que o bicarbonato de sddio pode ter agdo
bactericida em bactérias Gram-negativas em altas concentragdes. Segundo Xie et al. (2010) a
acdo bactericida do bicarbonato de sodio ¢ devido a inibicdo da expressiao de genes e

supressao da sintese proteica.

O bicarbonato de so6dio pode ser utilizado juntamente com a procaina, realizando-se
uma solugdo, com o intuito de promover um tampao natural, promovendo a solvatagdo do
farmaco, permitindo assim uma estabilidade da solucao, obtendo uma alteracao na degradagao
plasmatica da procaina. Assim, a adi¢do de bicarbonato de sodio a solugdo de procaina serve

para tamponar o pH, solvatar o farmaco e diminuir a dor da injeg¢ao (Reuter et al., 2017).

Em um estudo clinico com mais de 500.000 pessoas, tratados com aplicagdao de

procaina intravenosa junto com o bicarbonato de sddio observou-se uma resposta clinica geral
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positiva da utilizacdo dessa solugcdo nos pacientes, devido a sua agdo analgésica, anti-
inflamatoéria, antirreumatica, anticancerigena e aumento de vitalidade (Harris, 2010; Reuter et
al., 2017). Em um estudo em ratos com osteoartrite observou se a¢cdo superior antirreumatica e
protetora de articulagdo apos aplicacdo intra-articular dessa solucdo comparado com a

dexametasona (Reuter et al., 2017).
2.4 Métodos complementares e outros agentes antimicrobianos

Alguns métodos complementares t€ém a finalidade de auxiliar o tratamento de
infecgdes urindrias, principalmente as que apresentam resisténcias aos antimicrobianos (Qian

— Sheng et al.; Zalewska -Piatek e Piatek, 2019).

Qian-Sheng et al. (2019) apos utilizarem plasma rico em plaquetas intra-vesical em
pacientes humanos com desordens do trato urindrio inferior como ITU, verificaram aumento
na fungdo regenerativa urotelial e redu¢do da inflamacdo cronica com consequente melhoria
clinica em 70% dos pacientes. O mesmo efeito se espera do uso da procaina intra-vesical
devido as acdes antimicrobiana e anti-inflamatdria seguindo os principios da Terapia Neural

(Bulcao et al., 2011; Reuter et al., 2017).

Tanaka et al. (2002) verificaram o efeito do EDTA (4cido etileno diamino tetra
acético) e o Tris (hidroximetil-aminometano) sobre afeccdes de animais domésticos e
silvestres, entre elas a cistite. Segundo esses autores, 0 EDTA aumenta a permeabilidade da
parede celular bacteriana e altera a estabilidade dos ribossomos, e o Tris potencializa os
efeitos do EDTA nos microrganismos, pois atua na sintese de peptideoglicano, o que impede
a biossintese da parede celular. Também EDTA - Tris potencializou a acdo de outros
antimicrobianos em amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas de diferentes afecc¢des
(otite, cistite, endometrite, laminite, mastite, dermatite, pneumonia, abscesso, enterite,
conjuntivite e onfaloflebite) de animais domésticos e silvestres. Esses mesmos autores
observaram que essas mesmas amostras mostraram resisténcia a diversos antimicrobianos
quando testadas sozinhas, mas quando adicionou o EDTA - Tris obtiveram aumento da
sensibilidade. Os aminoglicosideos, quinolonas e cefalosporinas apresentaram maior ganho de

efetividade com a associagao com EDTA - Tris.

De acordo com Ollin e Bartges (2015), a clorexidina, o EDTA ¢ EDTA - Tris
mostraram acdo benéfica quando utilizados por via intra-vesical no homem. Segundo esses

autores, a clorexidina a 0,02% mostrou diminui¢do da bacteritria pds-operatoria, ja o EDTA -
p p J
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Tris demostrou efeito sinérgico com os antimicrobianos. Um estudo em caes mostrou que
apos utilizarem irrigagdo diaria de EDTA - Tris na bexiga com cistite cronica por sete dias
verificou que estes possuiam acao bactericida, mantendo a urina sem microrganismos por até

180 dias apds o tratamento.

As plantas medicinais com finalidade terapéutica t€ém grande importancia mundial,
principalmente em paises em desenvolvimento. A planta Anacardium occidentale mostrou
acdo antimicrobiana em amostras de Staphylococcus aureus resistentes e sensiveis a
meticilina (Silva et al,, 2017). Segundo Gellen e Silva (2016), a sucupira (Pterodon
emarginatus) tem acdo bactericida e fungicida, assim como a Byrsonima crassifolia, que
possui agdo bactericida contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas
aeruginosa. De acordo com Araujo e Longo (2016), o orégano (Origanum vulgare) também
possui propriedade terapéutica e acdo antimicrobiana, bactericida e bacteriostatica sobre cepas

de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Kwiecinska-Pirog et al. (2019) ap6s adicionarem acido ascorbico aos antimicrobianos
fluorquinolonas (ciprofloxacino, norfloxacino e levofloxacino) e aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina) para tratamento de cistite causada por Proteus mirabilis,
observaram diminui¢do do efeito inibitorio deles na formacao de biofilme, ja essa associagdo

mostrou ser antagonica.

Ollin e Bartges (2015) ao utilizarem o cranberry (Vaccinium macrocarpon) em
homens com ITU verificaram que este inibe a adesdo da E. coli na bexiga e nas células

epiteliais vaginais, auxiliando assim no tratamento das cistites.
3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na area de controle de qualidade e pesquisa da Farméacia

Casa das Formulas, na cidade de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais.

Foram utilizadas trés cepas bacterianas, FEscherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Proteus mirabilis ATCC 25933. Adquiriram-se as
cepas dos patogenos isoladamente de um laboratério de biosseguranca. Sendo assim, ndo foi
feito o isolamento dos patogenos dos fluidos e ou excregdes de humanos ou animais. As cepas
bacterianas foram compradas ja previamente isoladas. Elas foram replicadas em agar sangue e
incubadas a 37°C por 24 horas antes da realizacao dos testes (Figuras 1 e 2). O 4gar sangue ¢

um meio de cultura rico em nutrientes utilizado para isolamento de microrganismos.
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Figura 1. Imagem fotografica da placa de Petri contendo Staphylococcus aureus ATCC 25923
replicado em agar sangue.

Figura 2. Imagem fotografica da placa de Petri contendo Escherichia coli ATCC 25922 replicada em
agar sangue.
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Foram testadas as solugdes: cloridrato de procaina a 0,7%!; bicarbonato de sodio a
0,023%?2; solugdo contendo cloridrato de procaina 0,7% com bicarbonato de sodio 0,023%* e
solucdo fisioldgica a 0,9%*. Essas solu¢des foram preparadas pela propria farmécia e ndo

continham conservantes.

Para testar a acdo antimicrobiana frente aos microrganismos descritos, foram
utilizados dois métodos: diluicdo em caldo e o disco-difusdo (antibiograma). Esses realizados
em caldo Mueller-Hinton e em Agar Mueller-Hinton e a padronizacdo da concentracdo de

bactérias feita pela escala de MacFarland, de acordo com as normas da Anvisa.

Foram realizadas em triplicatas e controles: meio com inoculacdo do patégeno e meio
sem inoculacdo do patogeno. E ndo houve crescimento microbiano nas solugdes testadas,

portanto nao estavam contaminadas.

A solucao de McFarland foi utilizada como padriao de concentragdo estimada de
bactérias em Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Tendo como base a turbidez da escala

de McFarland 0,5. A solucdo equivale a 1,5x10% UFC.

Os ino6culos foram preparados em capela de exaustao de fluxo continuo, em ambiente

estéril para que se evitasse a contaminacao cruzada.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada observando se houve
crescimento bacteriano no caldo (turbidez) e se houve a formagdo de halos de inibi¢ao ao
redor dos discos, conforme CLSI (2011). Os diametros dos halos de inibi¢do do crescimento
bacteriano ao redor de cada disco sdo mensurados em milimetros. O halo de inibigao ¢ a area
sem crescimento detectavel a olho nu, esta relacionado a sensibilidade da amostra bacteriana e
a velocidade de difusdo do antimicrobiano no dgar. Mas para as substincias testadas nao tem

critérios interpretativos conforme CLSI.

Para o teste de caldo: A suspensdo McFarland 0,5 (1 x 10® UFC/mL) foi diluida 1:10
antes da inoculagdo no tubo de ensaio para se conseguir uma diluigdo de 10’ UFC/mL. Cada
tubo de ensaio apresentava 10mL do caldo Mueller-Hinton e colocou se com alga

bacterioldgica 0,05 mL desse indculo e 0,05 ml das solucdes a serem testadas, cloridrato de

1 Cloridrato de Procaina 0,7%, Casa das Formulas, Belo Horizonte, Minas Gerais

2 Bicarbonato de Sédio 0,023%, Casa das Formulas, Belo Horizonte, Minas Gerais

3 Cloridrato de Procaina 0,7% com Bicarbonato de Sodio 0,023%, Casa das Formulas, Belo Horizonte, Minas
Gerais

4 Solugio Fisiologica 0,9%, Casa das Formulas, Belo Horizonte, Minas Gerais
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procaina 0,7%, bicarbonato de sodio a 0,023%, solugdo de cloridrato de procaina a 0,7% com
bicarbonato de sodio 0,023% e solucdo fisiologica a 0,9%. Cada solu¢do em um tudo de
ensaio. Apods as inoculagdes a concentragdo final de bactérias nos tubos de ensaio era de

aproximadamente 5 x 10° UFC/mL (Figura 3).

Alga bacteriolGgica

Alga bacteriol6gica Py
com inéculo

com solugao =

_/

Caldo Mueller- Hinton

Figura 3. Esquema esquematico do teste de caldo.

Apos as inoculagdes das bactérias e das solucdes nos tubos de ensaio contendo caldo
Mueller-Hinton foi realizada incubagdo a 37°C. Apds 24 horas da incubagdo foi realizada a
observa¢do macroscopica dos tubos quanto a turbidez para certificar se houve ou nado

crescimento bacteriano.

O ino6culo microbiano, a solu¢do de MacFarland 0,5, foi semeado, na superficie das
placas de Agar Mueller-Hinton com auxilio de swabs estéreis. Foi realizado um semeio em

toda a placa de ponta a ponta.

As placas foram inoculadas com os microrganismos a serem testados Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Proteus mirabilis ACTT 25933. Um
microrganismo por placa. Apds a inoculagdo com o swab, foi realizada uma pré - incubagao

em uma incubadora bacterioldgica a uma temperatura de 36°C por 5 min.

Posteriormente, os monodiscos estéreis de papel filtro impregnados com cada solugao
a ser testada, cloridrato de procaina a 0,7%, bicarbonato de sodio a 0,023%, cloridrato de
procaina 0,7% com bicarbonato de sodio e solugdo fisiologica a 0,9% foram aplicados com

pinga estéril sobre a placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton, com intervalo de no
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minimo 3,0 cm de distancia (Figura 4). Cada placa de petri continha um disco com cada
solugdo e foram realizadas em triplicatas. Ocorreu todo o processo de validacdo dos discos

pela farmécia de acordo com as normativas da vigilancia sanitaria.

Cloridrato de
procaina 0,7%

Bicarbonato de
sadio 0,023%

m—

-
o Cloridrato de procaina 0,7% +
bicarbonato de soédio 0,023%

Solugao

Agar Mueller-Hinton fisilogica 0,9%

Figura 4. Desenho esquematico da placa de petri com os discos testados

Logo em seguida foi realizada a incubagdo a 37°C por 20 horas. Apo6s incubacdo
foram realizadas as medicdes dos halos de inibi¢do com paquimetro a cada 24 horas durante

14 dias.

Amostras e os resultados receberam tratamento estatistico adotado pelo processo de
validacdo da ANVISA e certificagdo ISO 9001. Aplicou se andlise estatistica descritiva da

média.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha dos microrganismos Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis e
Escherichia coli para serem testados neste estudo, foi decorrente desses patdgenos serem,
segundo Furini et al. (2013) e Carvalho et al. (2014), os principais agentes responsaveis pelas

infecgdes urindrias nos animais € no homem.

As solugdes de cloridrato de procaina a 0,7%, bicarbonato de sodio a 0,023%, e
solucdo de procaina acrescida de bicarbonato de sdédio inibiram o crescimento de
Staphylococcus aureus, nos testes de dilui¢do em caldo (Tabela 1) e teste de disco-difusao
(antibiograma) (Tabela 2 e Figura 5).

Tabela 1. Crescimento de Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis ¢ Escherichia coli no teste de

dilui¢@o em caldo com uso de cloridrato de procaina a 0,7%, bicarbonato de sodio a 0,023%, solugdo
de cloridrato de procaina a 0,7% acrescida de bicarbonato de sodio a 0,023%.

Substancia Staphylococcus aureus Proteus mirabilis Escherichia coli
Cloridrato de procaina Nao houve Houve crescimento Houve crescimento
0,7% crescimento
Bicarbonato de sodio Nao houve Houve crescimento Houve crescimento
0,023% crescimento
Cloridrato de procaina Nao houve Houve crescimento Houve crescimento
0,7% com bicarbonato crescimento
de sodio 0,023%

Solugdo fisioloégica | Houve crescimento Houve crescimento Houve crescimento
0,9%

- Controle (agar e o indculo) houve crescimento bacteriano;

- Controle (somente agar) ndo houve crescimento bacteriano.
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Tabela 2. Formagao de halo do Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis e Escherichia coli no teste
de disco-difusdo com uso de cloridrato de procaina a 0,7%, bicarbonato de sédio a 0,023% e solugao

de cloridrato de procaina a 0,7% acrescida de bicarbonato de sodio a 0,023%.

Bacteéria

A ke Proteus mirabilis Escherichia coli
Substancia aureus
Presenca Tamanho Presenca Tamanho Presenca Tamanho
Halo Halo Halo Halo Halo Halo
lori ,
cloridrato de procaina + 16,0mm + 6.0mm + 8.0mm
0,7%
bicarbonato de sodio
20,4 - - - -
0,023% + 0,4mm
cloridrato de procaina
0,7% + bicarbonato de -+ 18,0mm + 8,0mm - -
sodio 0,023%

Presenca: +; Auséncia: -

Desvio Padrao de 0,05%;
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Figura 5. Imagem fotografica da placa de Agar Mueller - Hinton inoculada com Staphylococcus
aureus, utilizando disco de cloridrato de procaina a 0,7% para teste de disco-difusdo (antibiograma).
Observe formacao de halo (seta vermelha) ao redor do disco.

A inibicdo do crescimento promovido pela procaina com relagdo ao Staphylococcus
aureus foi decorrente do efeito antimicrobiano encontrado nos anestésicos locais. Esse efeito,
de acordo com Johnson et al. (2008), pode ser decorrente da inducdo de efeitos em células
bacterianas Gram-positivas, como aumento na desordem lipidica da membrana, com
consequente aumento da fluidez e permeabilidade, induzindo assim alteragdes ultra
estruturais. Além disso, segundo Kaewjiaranai et al. (2018) e Kan et al. (2018), a agdo
antimicrobiana dos anestésicos locais pode ocorrer por meio da inibicdo da atividade da
membrana respiratoria, o escape de ions K' do interior do citoplasma bacteriano, € a

interferéncia na sintese de DNA e RNA.



32

Assim, esse resultado encontrado concorda com o descrito por Pelz et al. (2008), que
relataram que a procaina possui acdo antimicrobiana contra componentes da flora oral, entre
eles o Staphylococcus aureus. Também, de acordo com Silva et al. (1979), os anestésicos
locais podem apresentar efeitos diretos sobre bactérias Gram-positivas, dentre os quais pode
causar a inibicdo do crescimento. Fato observado neste estudo, j4 que a procaina inibiu o
crescimento do Staphylococcus aureus, um microrganismo Gram-positivo. Semelhante a acao
das plantas medicinais Anacardium occidentale, que mostrou agdo antimicrobiana em
amostras de Staphylococcus aureus resistentes e sensiveis a meticilina (Silva et al., 2017), e
Byrsonima crassifolia, que possui agao bactericida contra Staphylococcus aureus (Gellen e
Silva, 2016). Achados esses que discordam do descrito por Adler ef al. (2017), que relataram
que o Staphylococcus aureus € o patdogeno menos susceptivel a agdo bactericida dos
anestésicos locais. Esses autores, entretanto, ndo testaram o anestésico procaina em seu

estudo, utilizando somente os anestésicos bupivacaina, lidocaina e mepivacaina.

Além disso, neste estudo, a solu¢ao de bicarbonato de sodio também inibiu o
crescimento do Staphylococcus aureus (Tabelas 1 e 2), corroborando com Pinto ef al. (2013),
que descreveram que o bicarbonato de sédio possui agdo antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas in vitro, como o Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus. Esse efeito,
segundo Shoichiro Ibusuki ef al. (1998), pode ser decorrente do bicarbonato de sodio alterar o
pH do meio, agindo assim como 4cido fraco e base fraca dependendo do meio, aumentando o
pH extracelular e diminuindo o pH intracelular. De acordo com Xie et al. (2010) a agdo
antimicrobiana do bicarbonato de sddio ¢ devido a inibicdo da expressdo de genes e supressao

da sintese protéica.

O mesmo resultado foi encontrado ao associar a procaina e o bicarbonato de sddio em
uma mesma solucdo (Tabelas 1 e 2). De acordo com Reuter ef al. (2017), o bicarbonato de
sodio pode ser utilizado juntamente com a procaina, realizando-se uma solugdo, com o intuito
de promover um tampao natural, promovendo a solvatacdo do farmaco, permitindo assim uma
estabilidade da soluc¢ao, melhorando suas atuacdes, entre elas, o efeito antimicrobiano. Além
disso, segundo Shoichiro Ibusuki et al. (1998) e Dokai et al. (2018), a adi¢do do bicarbonato
de sédio a procaina pode alterar o pH intracelular, agindo assim como bactericida natural,
essa alteracdo de pH provoca um estresse bacteriano que influencia diretamente no

crescimento das bactérias.
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No teste de disco-difusdo observaram-se os halos de inibicdo que o cloridrato de
procaina e o bicarbonato de s6dio promoveram com relagdo ao Staphylococus aureus, esses
estiveram presentes durante 14 dias. Indicando assim um efeito longo desses fairmacos sobre o
microrganismo. Sendo assim, esses farmacos poderiam ajudar no tratamento de infec¢des
crOnicas em pacientes causadas por este agente, podendo diminuir dessa forma a resisténcia
antimicrobiana. Pois, segundo Shrestha et al. (2019), a terapia a longo prazo com

antimicrobianos pode promover aumento da resisténcia a classes de antimicrobianos.

Vale ainda ressaltar que o Staphylococcus aureus ¢ um microrganismo que pode
apresentar resisténcia alta com relacao a diversos antimicrobianos, como descrito por Penna et
al. (2010) e Scherer et al. (2017). Necessitando muitas vezes de antimicrobianos de amplo
espectro, que podem induzir a maior resisténcia dos microrganismos, como o caso dos
carbapenémicos (Smith et al., 2018). Assim, o uso de outros agentes bactericidas, como o
caso do cloridrato de procaina e do bicarbonato de sodio poderia reduzir de forma
significativa o uso de agentes antimicrobianos, diminuindo consequentemente a resisténcia e a

multirresisténcia microbiana.

Com relagdo ao microrganismo Proteus mirabilis, no teste de dilui¢do em caldo, as
substancias cloridrato de procaina, bicarbonato de sddio e a solucao de procaina acrescida de

bicarbonato, ndo inibiram o seu crescimento (Tabela 1 e figura 6).
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Figura 6. Imagem fotografica do tubo de ensaio contendo caldo Mueller-Hinton, Proteus mirabilis e
solugdo de cloridrato de procaina a 0,7% acrescida de bicarbonato de sodio a 0,023% para teste de
dilui¢do em caldo. Observe presenca de turbidez na solucao (seta vermelha).

Entretanto, no teste do disco-difusdo (antibiograma) encontrou-se formagdo de halo
(Tabela 2), indicando assim inibicdo do crescimento desse patégeno quando se utilizou o
cloridrato de procaina e a solugdo de cloridrato de procaina acrescida de bicarbonato de sodio.
Esses resultados divergentes sdo provavelmente decorrentes da diferenca de sensibilidade
entre os testes. De acordo com Araujo (2007) e Bona et al. (2014), o método de dilui¢do em
caldo utilizado no estudo mede quantitativamente a atividade in vitro de um agente
antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano. Contudo, o antibiograma ou disco-
difusdo ¢ o mais utilizado na rotina, pois mede qualitativamente a atividade antimicrobiana in
vitro. Assim sendo, o teste de antibiograma ¢ mais efetivo, segundo os parametros de analise
microbioldgica (Antunes, et al. 2006; Remonatto, 2006). Por essa razdo foram realizados os

dois testes no experimento, um quantitativo e outro qualitativo.
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Deste modo, o cloridrato de procaina e solugdo de cloridrato de procaina acrescida por
bicarbonato de sodio testadas neste estudo inibiram o crescimento do Proteus mirabilis,
possuindo uma inibi¢do de crescimento por 48h, pois apds este periodo notou-se o
desaparecimento do halo de inibi¢do. Concordando com o relatado por Johnson et al. (2008),
que descreveram que os anestésicos locais possuem atividade bacteriostatica e bactericida, por
meio da indugdo de efeitos em células bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas. Segundo
Labedan (1988), em bactérias Gram-negativas, como o Proteus mirabilis, os anestésicos
locais podem induzir alteragdes na fluidez da membrana citoplasmatica e induzir inibicdo de
crescimento bacteriano. E segundo Dokai et al., (2018) a agdo do bicarbonato de s6dio pode

ser potencializada em associa¢do com outro antimicrobiano, como um anestésico local.

J4, o bicarbonato de sddio ndo inibiu o crescimento desse microrganismo em nenhum
dos dois testes (Tabelas 1 e 2). Labedan (1988) relataram que a membrana externa de uma
bactéria Gram-negativa confere uma barreira hidrofébica adicional dificultando a penetragao
de algumas substancias o que confere maior resisténcia ao patdogeno. Sendo assim, pode ter
causado a falta de atuacdo do bicarbonato de sodio sobre o Proteus mirabilis, mesmo este
tendo atuado sobre os Staphylococcus aureus, mas este ¢ Gram-positivo. Também
Kwieci nska-Pirdg et al. (2019) ndo notaram aumento na eficiéncia de antibidticos contra o
Proteus mirabilis apos terem adicionados éacido ascorbico, para tratamento de cistite no

homem.

E preciso ressaltar que o Proteus mirabilis ¢ um dos microrganismos mais comuns nas
infeccdes urinarias (Marques et al., 2019), e que apresenta alta resisténcia a diversos
antimicrobianos, devido sua capacidade de formar biofilme (Kwieci nska-Pirdg et al., 2019).
Assim, a utilizagcdo do cloridrato de procaina no tratamento de infec¢des urinarias causadas
por este patogeno, poderia agir de forma sinérgica com os antimicrobianos. Pois de acordo
com Labedan (1988), em bactérias Gram-negativas, os anestésicos locais sdo capazes de
tornar a membrana externa permeavel a antibidticos aos quais normalmente ¢ resistente, além
de induzir alteracdes na fluidez da membrana citoplasmatica e induzir inibicdo de

crescimento.

Com relacdo ao microrganismo Escherichia coli (E. coli), no teste de diluicdo em
caldo, as substancias cloridrato de procaina, bicarbonato de sédio e a solugdo de procaina
acrescida de bicarbonato de sddio, ndo inibiram o seu crescimento (Tabela 1). Entretanto, no

teste do disco-difusdo (antibiograma) encontrou-se formacao de halo (Tabela 2 e figura 7),
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indicando assim inibi¢do do crescimento desse patdogeno quando se utilizou a solugdo de
cloridrato de procaina a 0,7%. Esses resultados divergentes sdo provavelmente decorrentes da
diferenca de sensibilidade entre os testes. Segundo Remonatto (2006), o teste antibiograma ¢
mais efetivo, pois se avalia qualitativamente a atividade antimicrobiana, como descrito acima

para o microrganismo Proteus mirabilis.

Figura 7. Imagem fotografica da placa de Agar Mueller - Hinton inoculada com Escherichia coli,
utilizando disco de cloridrato de procaina a 0,7% para teste de disco-difusdo (antibiograma). Observe
formacao de halo (seta vermelha) ao redor do disco.

Assim, cloridrato de procaina neste estudo inibiu o crescimento do E. coli, possuindo
uma inibi¢do de crescimento por 72h, pois apds este periodo notou-se o desaparecimento do
halo de inibi¢do. Esse resultado concorda com o descrito por Labedan (1988), onde constatou
que os anestésicos locais inibiram células de E. coli de tipo selvagem. Também com Adler et
al. (2017), os quais demonstraram a a¢do antimicrobiana dos anestésicos locais in vitro contra

as bactérias E. coli produtoras de beta-lactamase. Segundo Lazdunski ef al. (1979), esse efeito
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antimicrobiano ¢ decorrente de promover inibicdo do processamento de precursores de
proteinas da membrana externa da E. coli. Contudo, Pelz et al. (2008), verificaram que o
cloridrato de procaina apresentou menor atividade antimicrobiana, inibiu 47% das espécies

bacterianas testadas, entre elas E. coli.

Desta forma, a associacdo do cloridrato de procaina ao tratamento das infec¢des
urinarias por E. coli pode colaborar para melhorar a eficdcia dos antimicrobianos contra esse
agente. Pois de acordo com estudo de Siqueira et al. (2008), nas infec¢des urinarias por E.

coli em caes, pode encontrar este patdgeno com resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos.

Entretanto, a solugdo de cloridrato de procaina acrescida ao bicarbonato de sodio e a
solugdo de bicarbonato de so6dio ndo inibiram o crescimento desse microrganismo em nenhum
dos dois testes (Tabelas 1 e 2). Contrariando o descrito por Thornton ef al. (2018), os quais
relataram que a solu¢dao contendo sédio poderia causar inibi¢do do crescimento da E. coli.
Mas segundo Xie et al. (2010) o bicarbonato de sddio sé terd acdo em E. coli em altas
concentragdes. Contudo, talvez o bicarbonato de sodio quanto isolado ou associado a procaina
pode ter agido como d4cido fraco, como descrito por Shoichiro Ibusuki et al. (1998),
colaborando dessa forma para a multiplicagdo da E. coli, que de acordo com Thornton et al.
(2018), o meio acido pode favorecer a sua multiplicacdo. E cada patdégeno tem a sua resposta

individual diante do bicarbonato de sddio conforme descrito por Dokai et al. (2018).
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5 CONCLUSOES
Com base neste estudo pode-se concluir que:

- O cloridrato de procaina a 0,7% possui agdo antimicrobiana in vifro contra as

bactérias Escherichia coli, Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus.

- O bicarbonato de sodio a 0,023% teve agdo antimicrobiana in vitro somente contra

Staphylococcus aureus.

- A associagdo do cloridrato de procaina e o bicarbonato de sdédio teve agdo
antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis, ndo apresentando

efeito em relacdo a Escherichia coli.

Contudo, a eficacia dos anestésicos locais in vivo precisa ser aprofundada. Essas
observagoes servirdao de base para o tratamento do sistema urindrio pela Terapia Neural e

desenvolvimento de mais trabalhos clinicos in vivo em humanos € animais.

Seria interessante testar outros anestésicos locais ¢ outras concentragcdes com o
objetivo de averiguar a sensibilidade bacteriana. Pela primeira vez os discos de anestésicos

locais foram utilizados. E um tratamento de baixo custo perante outros antimicrobianos.

O resultado deste experimento mostra uma possibilidade para o tratamento in vivo
intra - vesical de cistites sensiveis a anestésicos locais e possiveis associacdes com outros

antimicrobianos.
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