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RESUMO

Nos tultimos anos, tem sido relatado um aumento na incidéncia de infecdes causadas por
bactérias, dentre elas Staphylococcus aureus que corresponde a 50% das infecgdes constatadas
em vdrias regides do mundo. Atualmente, os farmacos disponiveis para o tratamento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) sdo limitados e esse microrganismo
desenvolveu resisténcia a praticamente todos os antibidticos indicados para seu tratamento. Este
fato esta associado, principalmente, a alguns de seus fatores de viruléncia, tais como as
hemolisinas, as enterotoxinas estafilococicas, a toxina-1 do choque toxico estafilococico
(TSST-1), a citotoxina Panton-Valentine leucocidina (PVL) e a sua capacidade de formar
biofilme que apresenta até mil vezes mais resisténcia se compararmos a sua forma plactonica.
Diante disso, faz-se necessaria a busca por novas opgoes terapéuticas € um reposicionamento
adequado de farmacos. O reposicionamento de fArmacos ¢ uma alternativa terapéutica, ja que
otimiza o tempo e reduz os custos se comparamos com a implantacao de uma nova molécula
no mercado. O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do diclofenaco sodico
isolado e em combinagdo com a oxacilina frente a células plactonicas, antibiofilme e em
biofilme formado em cepas clinicas de SARM. Para isso, o efeito antibacteriano foi
demonstrado por meio da microdiluicao, seguindo as recomendagdes do protocolo M07-A10,
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) e para determinar seu possivel mecanismo
de acdo utilizou-se a citometria de fluxo. As cepas de SARM apresentaram Concentracdes
Inibitorios Minimas (CIMs) variando entre 156,25 ¢ 1250 pg/mL, o sinergismo com a oxacilina
ocorreu em 13 cepas (80%) e o sinergismo também foi visto frente a antibiofilme e em biofilme
formado de SARM. Os ensaios de citometria mostrou que esses fArmacos alteram a integridade
da membrana e promove danos ao DNA das células de SARM, levando-as a um possivel

processo apoptotico.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, resisténcia, biofilme, sinergismo, reposicionamento

de farmacos.



ABSTRACT

In recent years, an increase in the incidence of infections caused by bacteria has been reported,
including Staphylococcus aureus which corresponds to 50% of infections found in various
regions of the world. Currently, the drugs available for the treatment of Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) are limited and this microorganism has developed resistance
to practically all antibiotics indicated for its treatment. This fact is mainly associated with some
of its wvirulence factors, such as hemolysins, staphylococcal enterotoxins, toxic
shock syndrome toxin 1 (TSST-1), Panton—Valentine leukocidin (PVL) and its ability to form
biofilm that presents up to a thousand times more resistance when compared to its plactonic
form. Therefore, it is necessary to search for new therapeutic options and an adequate
repositioning of drugs. Drug repositioning is a therapeutic alternative, as it optimizes time and
reduces costs when compared to the implantation of a new molecule on the market. The aim of
the study was to evaluate the antimicrobial activity of diclofenac sodium alone and in
combination with oxacillin against plactonic cells, antibiofilm and biofilm formed in clinical
strains of SARM. For this, the antibacterial effect was demonstrated through microdilution,
following the recommendations of the protocol M07-A10, Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) and to determine its possible mechanism of action, flow cytometry was used.
MRSA strains showed Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) ranging from 156.25 to
1250 pg/mL, synergism with oxacillin occurred in 13 strains (80%) and synergism was also
seen against antibiofilm and in biofilm formed from MRSA. Cytometry tests showed that these
drugs alter the integrity of the membrane and promote damage to the DNA of SARM cells,

leading them to a possible apoptotic process.

Keywords: Staphylococcus aureus, resistance, biofilm, drug synergism, drug repositioning.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria gram-positiva, vista na microscopia em
forma de cocos aglomerados. Atualmente, pode ser classificada de acordo com sua
sensibilidade as B- lactamases, em: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) (ENRIGHT, 2002; LOWY, 1998;
SHUKLA et al., 2010).

Esse microrganismo faz parte da microbiota humana e cerca de 30% dos individuos
da populacao mundial sdo colonizados por tal patdgeno na auséncia de sintomas (DELEO et
al., 2010; TONG et al., 2015). No entanto, as pessoas que sao colonizadas apresentam um fator
de risco para as infecgdes subsequentes, principalmente quando sdo colonizadas pelo SARM
(GORWITZ et al., 2008a).

As infecgdes hospitalares sdo considerdveis devido a sua frequéncia, morbidade e
mortalidade, destacando-se dentre elas as infecgdes ocasionadas pela bactéria Staphylococcus
aureus (CATAO et al., 2012). SARM é considerado umas das principais bactérias responsaveis
por infecgdes hospitalares e adquiridas da comunidade (DIEKEMA et al., 2001; LIU et al.,
2015). Acredita-se que mais de 50% das infeccdes relatadas em ambientes hospitalares no Norte
e no Sul da América, Asia e Malta sejam causadas por esse patogeno. Ja na China, Europa,
Africa e Australia esses valores variam entre 25-50% das infeccdes (STEFANI et al., 2012).

Staphylococcus aureus tornou-se um microrganismo preocupante devido a sua alta
resisténcia aos antibioticos indicados para seu tratamento, como a penicilina, a meticilina, a
linezolida e a daptomicina (CHAMBERS, 1997; RAYGADA; LEVINE, 2009). Essa resisténcia
advém do gene mecA, que codifica uma proteina de ligagdo com a penicilina (PBP 2)
(CHAMBERS, 1997; STEFANI et al., 2012; STRYJEWSKI; COREY, 2014).

Atualmente, as infec¢des ocasionadas por esse patdogeno sdo tratadas com
glicopeptideos. No entanto, algumas cepas tém mostrado baixa sensibilidade a esses fA&rmacos,
sendo chamadas de Staphylococcus aureus de sensibilidade intermedidria aos glicopeptidios
(GISA), tornando-se uma grande preocupacdo mundial (ENRIGHT, 2002). Em 2019, por
exemplo, o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) relatou que foram confirmados
119.000 casos de infecgdes ocasionadas por SARM a nivel mundial durante o ano de 2017, com
20.000 mortes ocasionadas por esse patogeno no mesmo ano (Centers for Disease Control and

Prevention, 2019).
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A alta prevaléncia dessas infec¢des pode ser justificada pelos fatores de viruléncia
apresentados por essa bactéria, dentre eles: as hemolisinas, as enterotoxinas estafilococicas, a
toxina-1 do choque toxico estafilococico (TSST-1), a citotoxina Panton-Valentine Leucocidina
(PVL) e a coagulase (LIU et al., 2015; LUO et al., 2018). Além disso, SARM tem a capacidade
de formar biofilmes, podendo exibir de dez a mil vezes mais resisténcia aos antibidticos se
comparado com as bactérias plactonicas (OYAMA et al., 2016).

Portanto, sdo necessarias novas alternativas terapéuticas que consigam combater
esse patdogeno, pois a auséncia de investimentos da industria farmacéutica para a descoberta de
novos antibioticos contribui para a falta de medicamentos que solucionem infecgdes graves por
SARM (WORTHINGTON; MELANDER, 2013)

Dessa forma, o redirecionamento de farmacos torna-se uma boa alternativa, pois,
do ponto de vista economico, pode haver até¢ 40% de redugdo nos custos, visto que ha uma
diminuicdo nos gastos obtidos dos estudos farmacologicos e toxicologicos, além de uma
minimizacdo do tempo para sua inser¢do no mercado (ANDRADE-NETO et al., 2018;
DIMASI; HANSEN; GRABOWSKI, 2003; SAMPAIO et al., 2018).

Nas ultimas décadas, algumas pesquisas vém demonstrando o potencial
antibacteriano do diclofenaco sodico contra alguns patogenos, como Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherischia coli, Staphylococcus aureus e
Mycobacterium tuberculosis (DUTTA et al, 2004; PADMA; YALAVARTHY, 2015;
UMARU et al., 2009). Além disso, podem haver combinacdes de medicamentos com alvos
farmacologicos variados, ou seja, uma associagdo sinérgica, obtendo-se mais beneficios do que
a monoterapia, diminuindo a toxicidade e aumentando a eficacia do tratamento (BAHMANI et

al., 2019; SILES et al., 2013).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccoes por Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma batéria Gram-positiva que se apresenta em forma de
cocos aglomerados, semelhantes a “cachos de uvas” (LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Essa
bactéria faz parte da familia Micrococcaceae, a qual incorpora quatro géneros: Planococcus,
Micrococcus, Stomatococcus e Staphylococcus (KONEMAN et al., 2008).

Essa bactéria tem forma esférica e possui apenas 1 pum de didmetro,
aproximadamente. Ela se distingue de outras espécies de Staphylococcus devido a sua
pigmentagdo em amarelo ouro e a sua positividade para provas bioquimicas de coagulase,
fermentagdo de manitol e testes de desoxirribonuclease (LOWY, 1998).

Staphylococcus aureus apresenta diversos fatores de viruléncia e toxinas que
contribuem para sua transmissao e sua nao eliminacdo pelo sistema imunologico humano,
dentre eles: coagulase, hemolisinas que danificam a membrana celular, enterotoxinas
estafilococias responsaveis por intoxicagdo alimentares, sindrome do choque toxico (TSST-1),
toxinas esfoliativas que ocasionam a sindrome da pele escaldada, proteina estafilocdcica A e
citotoxina Panton-Valentine leucocidina (PVL). Em geral, as diferentes combinagdes desses
fatores contribuem para a obtengdo das mais variadas infec¢des (LIU et al., 2015; LUO et al.,
2018).

Além dos fatores citados acima, esse patdgeno também tem a capacidade de formar
biofilmes, podendo exibir de dez a mil vezes mais resisténcia aos antibioticos se comparado
com as bactérias plactonicas (OYAMA et al., 2016).

Apesar de ser um microrganismo com varias estratégias de disseminac¢ao, acredita-
se que 30% dos individuos da populacdo mundial sdo colonizados por tal patdgeno na auséncia
de sintomas, ou seja, faz parte da microbiota normal desses humanos (DELEO et al., 2010;

TONG et al., 2015).

2.2 Infeccoes causadas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)

Atualmente, Staphylococcus aureus pode ser classificada, de acordo com sua

sensibilidade aos B- lactamicos, em: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) e
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) (ENRIGHT, 2002; LOWY, 1998;
SHUKLA et al., 2010).

O primeiro caso humano de infec¢ao causada por SARM ocorreu na década de 60,
em um paciente no Reino Unido. Posteriormente, varias outras cepas desse patdogeno foram
evidenciadas e relatadas a nivel mundial, principalmente no decorrer na década de 80
(COOKSON, 2011).

Essa bactéria € preocupante devido a sua resisténcia intrinseca aos beta-lactamicos.
Ressalte-se que essa classe de antibioticos inclui as penicilinas, a amoxicilina, a oxacilina, a
meticilina, dentre outras (HAMILTON; MACGOWAN, 2019).

Por esse motivo, SARM ¢ considerado um microrganismo ESKAPE, onde fazem
parte os seguintes microrganismos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter sp, ou seja,
patogenos que tém prioridade e urgéncia em pesquisas cientificas (ROCH et al., 2019;
ANDRADE NETO, 2015).

A supracitada resisténcia surgiu a partir da aquisicdo do “cassete cromossdmico
estafilococico mec” (SCCmec), gene mecA, que codifica uma transpeptidase chamada de
proteina de ligacdo com a penicilina (PBP 2a). Essa proteina ¢ responsavel pela mudanga do
sitio de ligacdo da meticilina, o que ocasiona a resisténcia a esse farmaco (LENCASTRE;
OLIVEIRA; TOMASZ, 2007).

Tradicionalmente, as infec¢des causadas por SARM estavam restritas aos
ambientes hospitalares, sendo chamadas de cepas HA-SARM. No entanto, nas ultimas décadas,
tem havido um crescente aumento de cepas de SARM advindas da comunidade (CA-SARM).
CA-SARM sao definidas como microrganismos que vém dos pacientes ambulatoriais ou de
isolados de pacientes de até 48 horas apds a internacao hospitalar (GELATTI; BECKER, 2009;
GORDON; LOWY, 2008).

Dessa forma, devido ao aumento de infecgcdes por SARM, seu tratamento atual
consiste no uso dos glicopeptideos, principalmente, da vancomicina e da teicoplanina. Essa
classe de farmacos age primordialmente por meio de mecanismos de agdo combinados que
inibem a sintese de pepteoglicando, além de alterar a permeabilidade da membrana
citoplasmética e de interferir na sintese de RNA citoplasmatico. A vista disso, esses
mecanismos inibem a sintese da parede celular bacteriana (REYNOLDS, 1989; VAN
BAMBEKE et al., 2004).
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2.3 Colonizacao por Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pode ser tanto um microrganismo comensal aos seres
humanos quanto um importante causador de infec¢des sérias. Acredita-se que de 30% a 50%
dos adultos saudaveis s3o colonizados por ela e que entre 10% e 20% possuem colonizagdes
persistentes pelo supracitado patogeno (LOWY, 1998).

O local mais acometido por coloniza¢des sdao as fossas nasais, com cerca de 20%
dos individuos colonizados apresentando esse patdgeno em sua microbiota nasal. Apesar de ser
o local mais comumente encontrado, Staphylococcus aureus também pode se abrigar na pele,
no perineo, na faringe, nas axilas, na vagina e no trato gastrointestinal (WERTHEIM et al.,
2005).

Conforme existe a colonizacdo, o individuo fica mais sensivel a ter uma infecgao
futura pela cepa colonizadora (GORDON; LOWY, 2008). Um estudo feito por Brown et al.,
(2013) diz que 80% das bacteremias nosocomiais sdao causadas por cepas colonizadoras
endogenas.

Os pacientes que possuem maior predisposicao a essa colonizagdo sao aqueles que
apresentam diabetes mellitus tipo 1, os usuarios de entorpecentes absorvidos de forma
intravenosa, os que fazem uso de hemodidlise, os que realizam algum procedimento cirargico
e os que sdo portadores do virus causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(LOWY, 1998).

Outros individuos também podem ser colonizados por SARM, sendo eles
portadores assintomaticos, constituindo o principal reservatério e fonte de propagacao da
bactéria (ALVAREZ; LABARCA; SALLES, 2010).

Nos anos de 2003 e 2004, nos Estados Unidos, cerca de 1,5% da populagdo norte
americana eram colonizadas por cepas de SARM, correspondendo a cerca de 4,1 milhdes de
pessoas, sendo 0,8% maior do que anos de 2001 e 2002. O estudo também aponta que a
prevaléncia de colonizacdo por SARM ndo varia se compararmos com sexo, etnia ou raga, mas
que ¢ significativamente maior em pessoas acima de 60 anos (GORWITZ et al., 2008). Estudos
mostram que mais da metade dos pacientes colonizados por SARM permanecem dessa forma
por mais de um ano e que 21% deles podem se manter colonizados por mais de 4 anos
(ROGERS et al., 2014).

Essa situagdo de estado portador de SARM pode ser modificada por meio da

descolonizagdo, consistente na administragdo topica de antimicrobianos ou antissépticos, com
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ou sem terapia antimicrobiana sistémica, que pode erradicar ou suprimir o estado de portador.
A principal vantagem dessa descolonizacdo ¢ a prevengdo do desenvolvimento subsequente de
infeccdo em um paciente colonizado e a interrup¢do da transmissdo de SARM para outros

pacientes (ALVAREZ; LABARCA; SALLES, 2010).

2.4 Fatores de viruléncia

A capacidade de colonizagdo e patogenicidade de S.aureus advém dos seus fatores
de viruléncia que facilitam a adesdo celular, a captacdo de nutrientes e dificultam a resposta
imunolégica do hospedeiro (SANTOS et al., 2007).

Os fatores de viruléncia podem ser segregados em trés categorias: os relacionados
com a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, como a producdo de
fibrinogénio, fibronectina, coldgeno e coagulase; os relacionados com os mecanismos de evasao
do hospedeiro, como as enterotoxinas estafilococicas, a toxina da sindrome do choque toxico
(TSST), a proteina A, lipases e polissacarideos capsulares e os relacionados com a penetracao

na cé¢lula e disseminagao nos tecidos do hospedeiro (GORDON; LOWY, 2008).

2.4.1 Hemolisinas

Essas toxinas receberam essa denominacdao incialmente por sua capacidade de
ocasionar a lise dos eritrocitos, extraindo dessa forma o ferro contido nessas células. O ferro é
um componente indispensavel em diversos processos biologicos da bactéria. As hemolisinas
sdo classificadas em quatro tipos alfa, beta, gama e delta (HUSEBY et al., 2007, KONEMAN
et al., 2008).

A hemolisina alfa tem propriedades pro-inflamatérias que contribuem para a
formagdo de poros na membrana da célula, interrompendo a integridade celular dos hospedeiras
(HADDAD et al., 2018). A hemolisina beta ¢ conhecida como uma esfingomielinase, ou seja,
atua sobre o complexo lipocarboidrato esfingomielina. Ela aumenta sua atividade hemolitica
pela exposi¢ao dos eritrdcitos a temperaturas frias, sendo denominada também por hemolisina
“quente-fria” (KONEMAN et al., 2008; SALGADO-PABON et al., 2014).

A hemolisina gama atua principalmente como surfactante, rompendo a membrana

celular e promovendo o extravasamento do contetdo celular e, por fim, a hemoslisina delta que
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atua sobre os leucocitos, promovendo sua ruptura por meio de alteragdes na permeabilidade

celular dos ions (KONEMAN et al., 2008).

2.4.2 Polissacarideos capsulares

Algumas cepas de S.aureus podem produzir esses tipos de polissacarideos que
comprometem o sistema imune, impedindo a fagocitose do microrganismo (KONEMAN et al.,
2008). Os estudos relatam que existe cerca de onze tipos capsulares, mas as que mais se
sobressaem no isolados clinicos sdo as capsulas do tipo cinco e oito (GORDON; LOWY, 2008;
LOWY, 1998).

Esses tipos cinco e oito sdo envolvidas no impedimento da opsonizagao da bactéria
e também no interferimento da quimiotaxia e no extravasamento dos neutréfilos para o local da

infecgio (GORDON; LOWY, 2008).

2.4.3 Proteina A

A proteina A se encontra na parede celular de S. aureus. Ela age como fator de
viruléncia, pois tem capacidade de se ligar a por¢ao Fc de todas as subclasses de IgG humanas
(RIGI; GHAEDMOHAMMADI; AHMADIAN, 2019). Os estudos mostram que cerca de 99%
das cepas dessa espécie possuem a proteina A (SHOKRI; SALOUTI; ZANJANI, 2015).

Essa proteina interfere na opsonizagao da bactéria pelas células polimorfonucleares
e na ativagdo do sistema complemento que sdo capazes de desencadear respostas de

hipersensibilidade imediata e tardia (MAZIGI et al., 2019; KONEMAM et al., 2008).

2.4.4 Enterotoxinas estafilococicas

As enterotoxinas fazem parte de um grupo de Exotoxinas Pirogénicas
Estafilococicas e Estreptococicas que além dessas toxinas, também compdem essa familia a
toxina da sindrome do choque toxico (TSST) e um grupo de exotoxinas pirogé€nicas de
estreptococos (ORTEGA et al., 2010).

Essa familia de toxinas sdo conhecidas como superantigenos, sendo capazes de
estimular a proliferacdo inespecifica de células de linfocitos do tipo T via ligagdo ao MHC de

classe II, levando a uma tempestade de citocinas (AUNG et al., 2017; ORTEGA et al., 2010).
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Todas elas compartilham trés caracteristicas bioldgicas: pirogenicidade, superantigenicidade e
a capacidade de agir em pequenas quantidades, podendo até mesmo serem letais (KONEMAN
et al., 2008).

As enterotoxinas sao potentes toxinas gastrointestinais produzidas por S. aureus ao
longo da fase logaritmica do crescimento ou durante a fase exponencial para estaciondria
(ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010). Esse grupo esta associado a diversos surtos
alimentares e de intoxicagdo (KEROUANTON et al., 2007).

J4 a toxina da sindrome do choque toxico (TSST) ocasiona uma infec¢do aguda que
¢ caracterizada por um inicio agudo de febre alta, erupgdo cutdnea eritematosa difusa,
descamacao da pele, hipotensdo e envolvimento de trés ou mais falhas de sistemas organicos

(ORTEGA et al., 2010).

2.4.5 Biofilme

Staphylococcus aureus ¢ um patdégeno muito associado a infec¢des ocasionadas por
biofilmes. Como ja citado anteriormente, em infeccdes por SARM, o biofilme ¢ considerado
um importante fator de viruléncia que leva a resisténcia aos antibidticos e a alta tolerancia a
condi¢cdes ambientais adversas (SHIVAEE et al., 2019).

O numero de infecgdes ocasionadas por biofilme bacteriano vem crescendo ao
longo dos anos, principalmente devido ao aumento do uso de dispositivos médicos,
contribuindo para o desenvolvimento e a persisténcia de infecgdes cronicas. Na forma de
biofilme, a resisténcia aos antibidticos aumenta em até 1.000 vezes. Essa problematica estimula
varias pesquisas com alternativas que visem a sua erradicagdo (TOMO et al 2005;
TKHILAISHVILI et al., 2018).

A definicdo de biofilme consiste em ser uma comunidade de microrganismos
fortemente aderidos a uma superficie, produzindo matriz extracelular altamente hidratada
(FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Na etapa de adesdo, provavelmente ocorre a ligagdo das proteinas de superficie
bacterianas ou a ligacdo das proteinas dos receptores do hospedeiro, como fibrinogénio,
fibronectina e vitronectina. Durante a proliferacdo, as células que constituem o biofilme formam
uma matriz que serve de protecdo contra antibioticos e contra as defesas do hospedeiro. Essa

matriz ¢ composta de Polissacarideo de Adesdo Intercelular (PTA), 4cidos teicoicos, proteinas
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e resto de DNA. Por ultimo, existe o descolamento das células estafilococicas do biofilme (LIU

et al., 2020). Essas etapas podem ser observadas conforme a Figura 1.

Figura 1 - Etapas de desenvolvimento do biofilme
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Fonte: Adaptado de Tremblay et.al., 2014.

2.5 Patogénese

As patologias causadas pelo S. aureus podem ser resultantes tanto de difusao direta
dos tecidos e de bacteremia primaria, quanto de suas toxinas, unicamente. Tais infec¢des podem
ser encontradas em um ou em varios sitios, recebendo variadas definicdes de acordo com suas
caracteristicas e locais de proliferacdo, tais como: sico (bicho-do-pé); foliculite (infec¢ao do
foliculo piloso); carbunculo; antraz; furanculos localizados na regido cervical posterior;
hordéolo (tercol); hidradenite (inflamacdo das glandulas sudoriparas); e impetigo (LOWY,
1998; SANTOS et al., 2007)

O S. aureus pode ainda causar outras infec¢des, além das piogénicas,
independentemente de estar em um processo infeccioso. Tais mecanismos especificos e
patologias fazem com que o S. aureus possua algumas caracteristicas que, eventualmente, ndo
sdo encontradas em todas as cepas desse Gram-positivo (LANGE et al., 2014).

A capacidade patogénica de uma dada cepa de S. aureus esta pautada no efeito
combinado de toxinas e dos fatores extracelulares, em combinacdo com as propriedades
proliferativas da cepa. Frise-se que a intoxicacdo estafilocdcica alimentar, atribuivel
unicamente a ingestdo de enterotoxina pré-formada, encontra-se em uma extremidade do
espectro patologico. Ja a bacteriemia estafilocdcica e os abscessos disseminados em todos os

orgaos se localizam no outro extremo (SANTOS et al., 2007; LANGE et al., 2014).
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Os variados tipos de toxina provocados pelo S. aureus podem provocar uma
resposta imune, com caracteristicas especificas para cada hospedeiro, a qual é responsavel pelas
manifestagdes clinicas especificas do processo infeccioso, determinando, desse modo, o grau

de severidade dos sintomas sistémicos (KONEMAN et al., 2008; LANGE et al., 2014).

2.6 Diagnostico

As amostras utilizadas para o diagndstico do Staphylococcus aureus podem ser
derivadas de pus coletados por “swab”, de aspirado de abscessos, aspirado traqueal e liquido
cerebrospinal. A escolha da coleta vai depender da localizagao da infecgao (KONEMAN et al.,
2008).

O exame mais simples e de grande importancia, mas que nao fecha o diagnostico,
funcionando como um exame de triagem € o esfregaco. Nesse exame, S. aureus se apresenta
como cocos aglomerados Gram-positivos (KONEMAN et al., 2008, LOWY et al., 1998).

As amostras também podem ser semeadas em placas de agar-sangue e costumam
produzir colonias tipicas em 18 horas a 37°C, porém o padrao de hemdlise demora alguns dias
para seu aparecimento (LANGE et al., 2014). Além disso, pode-se usar dgar sal manitol com
cerca 7,5% de NaCl, pois nessa concentragdo de sal hd inibicdo de varios microrganismos
presentes, mas nao do S.aureus (KONEMAN et al., 2008).

Vale ressaltar, que outros testes como o da catalase e da coagulase também servem
para triagem, ja que grande parte das cepas desse patdogeno sdao positivas nesses tipos de teste
(BROCK et al., 2010).

Por fim, temos os testes de sensibilidade que podem ser feitos por microdilui¢do e
por difusdo em disco. Nessas metodologias € possivel averiguar quais antibioticos determinada
cepa ¢ sensivel. Além de ser verificado a resisténcia a algumas classes de antimicrobianos

(LANGE et al., 2014; PETTI; FOWLER, 2003).

2.7 Prevaléncia de SARM

SARM ¢ reconhecido no mundo todo como sendo um importante patdgeno

causador de infec¢cdes comunitarias e hospitalares (SIT et al., 2017). Segundo o estudo relatado

em 2019 pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doencas (CDC), houveram 20.000 mortes
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causadas por SARM e 119.000 casos confirmados de infec¢des ocasionadas por esse patdogeno
durante o ano de 2017.

Vale ressaltar que as taxas de mortalidade ocasionadas por esse patdégeno sao
semelhantes aquelas causadas por doengas como a AIDS, a tuberculose ¢ a hepatite viral
combinada (SAID et al., 2020).

No entanto, apesar de todos esses casos confirmados, acredita-se que ainda existem
muitos casos subnotificados, principalmente, devido ao fato de a esse microrganismo nao ser
preciso fazer vigilancia epidemiologica em alguns paises e também pelo fato de existirem
pessoas colonizadas por ele que ndo sdo notificadas, ou seja, a incidéncia se baseia
predominantemente em estudos publicados (CCIH, 2013).

Acredita-se que mais de 50% das infec¢des relatadas em ambientes hospitalares no
Norte e no Sul da América, Asia e Malta sejam causadas por esse patogeno (STEFANI et al.,
2012). J4 na China, Europa, Africa e Australia esses valores variam entre 25-50% (STEFANI
et al., 2012).

Em um estudo realizado por Fluit et al., (2001), que analisou 3.051 casos de
infecgdes ocasionadas por Staphylococcus aureus obtidos de hospitais universitarios, observou-
se que a maior prevaléncia de SARM aconteceu em hospitais de Portugal (54%) e da Italia
(43%) e que a prevaléncia mais baixa aconteceu na Suica (2%) e em Barcelona (9%). A
diferenca exacerbada entre esses hospitais pode ter sido devido a identifica¢do rapida da cepa,
as politicas rigidas de isolamento de pacientes com colonizagao ou infec¢do por SARM e a um
programa efetivo para o uso racional de antibioticos.

A prevaléncia de SARM exibe uma variagao norte-sul da Europa, com uma
propor¢ao maior de isolados resistentes nos paises do Sul em comparagdo com os paises do
Norte (HASSOUN; LINDEN; FRIEDMAN, 2017).

E importante ressaltar que as infecgdes ocasionadas por SARM na comunidade
estdo sendo mais prevalentes do que aquelas adquiridas por SARM em hospitais, a nivel
mundial, sendo considerado uma grande ameaca global (HASSOUN; LINDEN; FRIEDMAN,
2017).

Em um estudo cientifico realizado por Cameron et al., (2019) ficou demonstrado
que na Australia a incidéncia das infec¢des adquiridas por SARM na comunidade variam de 44
(Tasmania) e 388 (sul do Territorio do Norte) casos por 100.000 pessoas/ano, sendo

considerada relativamente alta em comparagdo aos demais paises.
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Lessa et al., (2010) afirmam que a incidéncia de infec¢des sanguineas ocasionadas
por SARM de inicio na comunidade foi 6,3 vezes maior nos Estados Unidos do que na
Inglaterra, enquanto a incidéncia de SARM de inicio nos hospitais foi semelhante entre os dois
paises.

Na América Latina, o primeiro relato de SARM advinda da comunidade aconteceu
no Uruguai no ano de 2001, ocasionando infec¢des em quatro criangas na auséncia de fatores
de risco para esse tipo de bactéria (GALLIANA, 2003). No entanto, ¢ importante ressaltar que,
atualmente, além do Uruguai, os demais paises como Peru, Bolivia, Argentina, Paraguai,
relatam infecgdes ocasionadas por essa bactéria de origem comunitdria, sendo visto um
aumento efetivo ao longo dos anos nessas regides (MEIJA; ZURITA; GUZMAN BLANCO,
2010).

Em outro estudo publicado por Said et al., (2020) mostrou-se que, em um hospital
em Al Qassim, na Arabia Saudita, dos 42 isolados obtidos de pesquisas de amostras nasais para
S.aureus, apenas 6 nao eram SARM e que, dessas amostras identificadas como SARM, 50%
delas continham genoétipos advindos da comunidade.

Dessa forma, ¢ extremamente necessario o0 monitoramento continuo da prevaléncia
de infeccdes ocasionadas por SARM (HUSSEIN; SALIH; RASHEED, 2019). Vale ressaltar
que a prevaléncia pode variar de regido para regido, levando em consideragao alguns fatores,
tais como: diferentes tipos de populacao rastreados, estratégias adotadas pelo estudo que podem
focar em todos os pacientes ou somente naqueles de alto risco e por diferentes caracteristicas
dos servigos ou unidades investigadas (SANTOS, 2009).

No Brasil, SARM ¢ responsavel por 26,6% a 71% das cepas de S. aureus isoladas
em diversos estabelecimentos de satide do Pais. Em 1994, foi identificada uma cepa de SARM
de origem comum entre diversas instituicdes hospitalares brasileiras, sugerindo que existia
transmissao inter-hospitalar desse microrganismo (MOREIRA et al., 1998).

Nos anos de 2005 a 2008, o estudo multicéntrico SENTRY, que conta com a
participacdo de quatro hospitais brasileiros, relatou que S. aureus ¢ o principal agente de
infeccdo da corrente circulatoria (20,2%), o principal agente de infeccdes de pele e tecidos
moles (28,1%) e o segundo agente mais comum de pneumonia em pacientes hospitalizados
(24,9%) (GALES et al., 2009).

Em algumas regides do Brasil, o estudo sobre a prevaléncia de infec¢des
ocasionadas por SARM sdo raros, sendo concentradas na sua maioria nas grandes cidades

(FERREIRA et al., 2009). Nos estudos existentes, mostra-se que a prevaléncia de SARM no
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Brasil pode ser considerada alta, com ampla distribuicdo em varios hospitais, principalmente
naqueles tidos como de grande porte (LOUREIRO et al., 2000).

Em um estudo realizando por Ferreira et al., (2009) foi exposto que, em Manaus,
no Amazonas, 44% das amostras estudadas mostraram resisténcia a oxacilina/meticilina, sendo
de 15,5% a prevaléncia de SARM nessas amostras.

Além dele, um estudo publicado por Cavalcanti et al., (2006) mostrou que, em um
hospital universitario em Pernambuco, 13% dos isolados de S. aureus eram meticilina
resistente. Outra pesquisa feita por Spiandorello et al., (2000) mostrou que, em um hospital em
Caxias do Sul, localizado no Rio Grande do Sul, a prevaléncia de isolados de SARM foi1 de
32,7%.

Em Recife, a taxa de prevaléncia do supracitado patdégeno foi de 13% em amostras
de pacientes que estavam em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e, em Salvador, a taxa de
infec¢dao por SARM ficou em torno de 28% (FERREIRA et al., 2009).

Outro estudo realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
apontou que, de 295 episodios de bacteremia, 118, ou seja, 40% dos casos, eram ocasionados
por S.aureus e, desses casos, 66 foram causados por SARM, representando 55,9% dos isolados
(GUILARDE et al., 2007).

Em relagdo a colonizacao de individuos por SARM no Brasil, predominaram nesse
grupo criangas, adolescentes e adultos jovens que haviam sido acometidos com lesao cutanea e
que evoluiram com complicagdes. Alguns estudos apontam que casos de colonizagao por CA-
SARM tem capacidade de evoluirem para quadros de endocardite infecciosa, sepse, pneumonia
necrotizante e osteomielite (EVANGELISTA; DE OLIVEIRA, 2015).

O primeiro caso de colonizagao por SARM no Brasil ocorreu no ano de 2004 e foi
descrito por Ribeiro et al., (2005). Esses isolados foram obtidos de dois pacientes, um homem
de 23 anos de idade e uma mulher de 34 anos, ambos diagnosticados com infec¢do de pele e
tecidos moles.

Posteriormente, houve a descrigdo do primeiro caso de endocardite ocasionado por
CA-SARM, reportado no ano de 2006 em uma unidade hospitalar do Rio de Janeiro. O paciente
acometido foi um homem de 27 anos que havia sido internado para tratamento de uma ferida
no pé, que posteriormente se agravou, levando a um quando clinico de endocardite (FORTES
et al., 2008).

Em 2017, Bes et al., (2018) relatou que no Hospital das Clinicas de Sao Paulo, 5,5%

dos pacientes eram colonizados por S.aureus e que, desses individuos, 2,5% apresentavam
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colonizagdo por SARM. Nesse relato, a colonizagdo foi considerada baixa quando comparada
com outras regides do Brasil e do mundo.

Portanto, ¢ possivel observar a emergéncia de CA-SARM, tornando-se um fato
efetivamente preocupante. Frise-se que, apesar de existirem alguns estudos, a escassez de dados
de prevaléncia acaba sendo um fator limitante do conhecimento da epidemiologia local

relacionada ao CA-SARM (GELATTI; BECKER, 2009).

2.8 Arsenal farmacologico

Atualmente, o arsenal farmacolégico disponivel no mercado para tratamento de
SARM ¢ extremamente limitado, contando apenas com um farmaco como op¢do para
medicacao de uso topico, além de poucas opgdes como recursos terapéuticos orais e algumas

alternativas para tratamento por via intravenosa (LIU et al., 2011; LUNA et al., 2010).

2.8.1 Agente topicos

A opgao terapéutica usada para tratamento topico € a mupirocina, bem como para
descolonizacdo da mucosa nasal e lesdes cutaneas de pacientes ou profissionais da satude (DE
MOURA et al., 2010).

Seu mecanismo de ac¢do consiste em uma competicdo com o aminoacido isoleucina
pelo sitio ativo da bactéria isoleucil-tRNA-sintetase e, consequentemente, nao ha incorporacao
deste aminoacido a cadeia polipeptidica do microrganismo, inibindo a sintese protéica
bacteriana. A vista disso, esse farmaco ¢ considerado bactericida (FERREIRA, 2010).

Entretanto, devido ao uso continuo e exacerbado da mupirocina, atualmente ¢
possivel observar o aumento crescente da resisténcia a esse medicamento, principalmente

devido a alteragdes isoleucil-tRNA-sintetase (SHITTU; UDO; LIN, 2009).
2.8.2 Agentes orais
Os farmacos orais mais prescritos para infecgdes de SARM sio a tetraciclina e a

rifampicina, combinados, assim como a clindamicina, a linezolida e o sulfametoxazol-

trimetoprim (LUNA et al., 2010).
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As tetraciclinas agem inibindo o aporte e a ligacdo dos aminoacidos que fazem parte
da sintese proteica por meio da ligacao da por¢ao 30S do ribossomo bacteriano. J4 a rifampicina
age inibindo a biossintese do RNA bacteriano ao promover o bloqueio da subunidade beta da
RNA-polimerase que depende do DNA. Dessa forma, ndo ha a unido da enzima do DNA,
impedindo o inicio da transcricdo do RNA e, consequentemente, impossibilitando a sintese
proteica da bactéria (TAVARES, 2014).

Ja a clindamicina, que faz parte do grupo das lincosamidas, e a linezolida, que €
integrante da classe das oxazolidinonas, possuem mecanismo de acdo semelhantes, ou seja,
agem interferindo na sintese proteica da bactéria, ligando-se a unidade 50S dos ribossomos,
sendo consideradas farmacos bacteriostaticos (MOELLERING JR, 2003; BALLOW et al.,
2002).

Por fim, o sulfametoxazol-trimetoprima faz parte do grupo das sulfonamidas, o
qual atua inibindo a sintese de acidos nucleicos e de proteinas. O sulfametoxazol inibe a
producdo das sintetases que convertem o acido para aminobenzoico (PABA) em acido folico e
a trimetoprima bloqueia as redutases que impedem a transformacao do 4cido folico em acido
folinico, por meio disso, ndo se tem a formacdo dos acidos nucleicos, exercendo um efeito

bacteriostatico sobre a bactéria (TAVARES, 2014).

2.8.3 Agentes intravenosos

Para infeccoes de SARM que necessitam de um tratamento intravenoso, t€ém-se
algumas opg¢des de farmacos, como vancomicina, teicoplanina, tigeciclina, daptomicina
(LUNA et al., 2010). Geralmente, para tratar as infec¢des por SARM, os medicamentos de
escolha sdo a vancomicina ou a daptomicina, de acordo com as recomendagdes de 2011 da
Infectious Diseases Society of America guidelines (HASSOUN; LINDEN; FRIEDMAN, 2017;
LIU et al.,, 2011).

A vancomicina e a teicoplanina fazem parte da classe dos glicopeptideos e esses
farmacos agem promovendo a inibi¢do da sintese da parede celular bacteriana, por meio da
ligagdo terminal com as unidades precursoras da parede celular, D-alanil-D-alanil, ou seja,
bloqueando a sintese de peptideoglicano (LEONE; AYEM; MARTIN, 2000; ZENG et al.,
2016).
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Ja a tigeciclina integra-se a classe das glicilciclinas que tem por mecanismo de acao
a inibicao da sintese proteica bacteriana por meio da ligacdo da subunidade 30S do ribossomo,
bloqueando a entrada do RNA transportador (GREER, 2016).

Outrossim, a daptomicina ¢ considerada um lipopeptideo ciclico que age
interferindo na funcionalidade da membrana celular do microrganismo. Esse fArmaco promove
uma despolarizacdo na membrana celular, perdendo o potencial da membrana que interfere na
formacao de proteinas, do DNA e do RNA, ocasionando a morte da bactéria (PATEL; SAW.,
2019).

Além desses farmacos relatados, existem as cefalosporinas de quinta geragdo que
sdo efetivas contra SARM, contudo, seu uso ainda ndo esta disponivel em todos os paises. Os
principais representantes dessa classe sdo a ceftopibrole e a ceftaroline, ambas administradas
por via introvenosa (TAVARES, 2014).

Aqui no Brasil, so estd liberada para o uso terapéutico a ceftaroline, que obteve a
aprovacao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2014. Em outros paises,
como nos Estados Unidos e na Europa, o uso desse farmaco comegou a ser realizado em 2010
e em 2012, respectivamente (BATISTA, 2015).

O que difere essas cefalosporinas das de outras geragdes ¢ sua atividade contra
SARM. Isso ¢ obtido por meio da sua alta afinidade por proteinas de ligagao com a penicilina,
que se liga principalmente a um local alostérico da PBP2a, proximo ao dominio da
transpeptidase. A ligacdo a este sitio causa alteragdes conformacionais que abrem o sitio ativo
da molécula, permitindo a ligagdo de uma segunda molécula do farmaco, obtendo,
consequentemente, a inibicdo de sua atividade enzimatica (CHOO; CHAMBERS, 2016;
FARRELL et al., 2012).

2.9 Novas estratégias terapéuticas

O surgimento de resisténcia aos antibioticos representa um grande problema de
satde aos humanos (CONLON et al, 2016). Desde a ascensio de cepas resistentes,
especialmente de SARM, o tratamento para essa infec¢do vem se tornando cada vez mais dificil,
representando um grave problema de saude publica (RAYGADA; LEVINE, 2009).

Além disso, outro fator ainda mais preocupante ¢ a falta de investimentos da
industria farmacéutica para a descoberta de novos antibioticos, devido ao baixo retorno que

esses farmacos trazem se comparados com os medicamentos utilizados em doengas crdnicas,
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contribuindo ainda mais para a escassez de alternativas terapéuticas relacionadas a infec¢des
graves (WORTHINGTON; MELANDER, 2012).

Urge ponderar que, para que uma nova molécula seja langada no mercado, sdo
necessarios varios anos de analises, existindo, além dos estudos pré-clinicos que fazem analises
farmacocinéticas, farmacodindmicas e toxicoldgicas, as pesquisas clinicas que de fato levam a
molécula a ser testada em seres humanos, estando divididas por fases, durando em média 10
anos (LIMA; REZA, 2003).

Ademais, estima-se que o custo para a inser¢do de um medicamento novo no
mercado farmacéutico seja, em média, US$ 2,6 bilhdes, divididos em um periodo de
aproximadamente 15 anos, segundo dados publicados em novembro de 2014 e promovidos pelo
Centro para o Estudo e Desenvolvimento de Farmacos - Tufts Center for the Study of Drug
Development (DIMASI, 2014). A vista disso, levando em consideragdo ainda o fato de que
aproximadamente 90% dos farmacos acabam obtendo resultados frustrados durante o
prosseguimento na fase I dos ensaios clinicos, tal investimento € considerado de elevado risco,
segundo o viés econdmico-financeiro (LI; JONES, 2012).

Dessa forma, o reposicionamento de farmacos torna-se uma boa alternativa, pois,
do ponto de vista econdmico, alguns estudos relatam que hé diminuicao de cerca de 40% dos
custos do que com a introdu¢ao de uma nova droga no mercado, visto que especificamente ha
uma redugdo nos gastos obtidos com os estudos farmacologicos e toxicoldgicos (DIMASI;
HANSEN; GRABOWSKI, 2003).

Os termos reposicionamento de firmaco ou reaproveitamento de farmaco sao
considerados atribui¢des farmacoldgicas para um medicamento que ja ¢ utilizado clinicamente,
ou seja, novos usos e aplicagdes terapéuticas que ndo estdo descritas em sua bula (REAUME,
2011; SHIM; LIU, 2014). Trata-se do processo de encontrar novas utilizagdes para o farmaco,
que ndo estdo na indicacdo médica original, sendo esse medicamento ja encontrado em uso no
mercado ou algum composto que teve, por ventura, sua pesquisa descontinuada (MARUSINA
et al., 2012).

Nesse contexto, surge a op¢do de realizar mudangas estruturais de farmacos ja
existentes no mercado, melhorando seus aspectos farmacocinéticos, farmacodinamicos e
toxicologicos. Essa alternativa ¢ considerada bastante eficaz na identificacdo de novos
compostos potencialmente aceitdveis, por conta da possibilidade de utilizar moléculas-
prototipo com eficécia terapéutica comprovada como modelo para o planejamento de fArmacos

(WERMUTH, 2003).
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2.10 Diclofenaco soédico

O diclofenaco ¢ um derivado do acido fenilacético (2- [2,6-acido dicloranilino]
fenilacético), sendo classificado como um anti-inflamatdrio nio esteroide (AINE), comumente
prescrito para o uso analgésico, antipirético e anti-inflamatério (SKOUTAKIS et al., 1988).

Esse fArmaco ¢ o AINE mais prescrito mundialmente. Estudos apontam que ele € o
oitavo medicamento mais comercializado no mundo, tendo sido utilizado por mais de um bilhao
de pacientes desde o seu descobrimento (GELLER et al., 2012).

A formula molecular do diclofenaco de sdédio ¢ C14H10CI2NNaO2. J& o nome
oficial desse farmaco ¢ 2-[(2,6-Diclorofenil)amino] benzoacetato de sd6dio. Quando puro, € um
solido branco cristalino ou levemente amarelado com pouca solubilidade em agua
(FARMACOPEIA, 2002).

O uso do diclofenaco soddico iniciou-se no Japao a partir de 1974, mas hoje ¢
prescrito em mais de 120 paises e € indicado para o tratamento de dor leve a moderada, artrite
reumatoide, osteoartrite e espondilite anquilosante (GAN, 2010). Ele ¢ apresentado em duas

formas: sédica e potassica (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica do diclofenaco sédico e potéssico

COONa Cl
Cl
H
N NH
Cl OH
Cl O
[ Diclofenaco de Sodiol | Diclofenaco de Potassiol

Fonte: Autor

Seu mecanismo de acdo constitui na inibicdo das cicloxigenases (COX),
componente essencial na biossintese de prostaglandinas. Com a producdo reduzida de
prostaglandinas, ha uma diminui¢do da dor e da inflamacdao (RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011).
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O diclofenaco sodico possui varias formas de apresentagdo, tais como: via oral, via
topica e via intramuscular. A posologia recomendada ¢ de 75 mg para dores leves e, no maximo,
a dose de 150 mg por dia em casos de dores mais severas (GELLER et al., 2012; MOORE et
al., 2004).

Atualmente, algumas pesquisas vém demonstrando o potencial antibacteriano do
diclofenaco sédico contra alguns patdégenos, como Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi, Escherischia coli e Staphylococcus aureus (PADMA; YALAVARTHY,
2015).

Em um estudo realizado por Abbas, (2015) mostrou-se que o diclofenaco sédico
reduz os fatores de viruléncia, como a motilidade, os pigmentos piocianina e pioverdina,
proteases, biofilme e a atividade hemolitica da Pseudomonas aeruginosa, que também ¢ um
patogeno que apresenta resisténcia a varios antibidticos.

Outra pesquisa desempenhada por Dutta et al., (2007) exibiu que o diclofenaco
sodico, na concentracdo de 1,5 a 3 gramas, quando administrados em murinos, reduzia a
letalidade contra infecgdes graves ocasionadas por Salmonella.

Além de bactérias, um estudo executado por Ghalehnoo et al., (2010) expds que
esse medicamento também inibe a filamentacao ¢ a formacao de hifas de Candida albicans em
concentragdes de 500 mg/mL.

O que se acredita ¢ que o diclofenaco sddico frente a bactérias altera os genes
associados a regulagdo e a aquisicdo de resisténcia das bactérias, reduzindo assim, os sistemas
de efluxo de drogas. Dessa forma, com a reducao da expressao das bombas de efluxo, pode-se
obter o acimulo intracelular dos antibioticos, diminuindo os CIMs desses farmacos quando eles

estao associados ao diclofenaco sodico (RIORDAN et al., 2011).
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3. HIPOTESES

3.1. Diclofenaco sodico apresenta atividade antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina.

3.2. Diclofenaco sédico possui sinergismo quando associado a oxacilina.

3.3. Diclofenaco sodico apresenta atividade antibiofilme isolado e em sinergismo frente a cepas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

3.4. Diclofenaco sodico apresenta atividade antibacteriana frente a biofilme maduro de forma
isolada e em sinergismo frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

3.5. Diclofenaco sodico fragmenta o DNA bacteriano.

3.6. Diclofenaco sodico interfere na membrana plasmatica Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.

3.7 Diclofenaco sddico ndo possui efeito antibacteriana em células plactonicas e em biofilme

frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito antimicrobiano do diclofenaco sédico frente a cepas clinicas de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Determinar a Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) do diclofenaco sodico frente a cepas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina;

4.2.2. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do diclofenaco sédico associado a
oxacilina frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina;

4.2.3. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do diclofenaco sodico frente a
antibiofilme formado por cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina;

4.2.4. Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do diclofenaco sodico frente ao
biofilme maduro formado por cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina;

4.2.5. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do diclofenaco sédico associado a
oxacilina frente ao antibiofilme formado por cepas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina;

4.2.6. Determinar a Concentragao Inibitoria Minima (CIM) do diclofenaco sédico associado a
oxacilina frente ao biofilme maduro formado por cepas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina;

4.2.7. Investigar o possivel mecanismo de acdo antimicrobiano do diclofenaco sodico através

de citometria de fluxo.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Microrganismos

No presente estudo, foram utilizadas 15 cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (SARM), sendo uma American Type Culture Collection (ATCC) de SARM
(65398) e outra ATCC de Staphylococcus aureus (6538), utilizadas como controle, e 13 cepas
clinicas dos mais variados sitios de coleta, como sangue, liquido pleural, ponta de cateter,
secrecao de abscesso e secre¢ao ocular. Essas cepas foram obtidas do acervo do Laboratério de
Bioprospeccao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

Essas cepas ficaram preservadas em solucdo contendo caldo Mueller Hinton
(HiMedia, Mumbai, India), com alto teor de glicose (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) e
glicerol (Dinamica, Sao Paulo, Brasil) e ficaram estocadas em baixas temperaturas (— 20°C).

Quando vao ser utilizadas, essas cepas sdo descongeladas e uma pequena aliquota
delas sdo ressuspendidas em ImL de caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India) e
posteriormente sao levadas para estufa, durante 24 horas a 35°C.

Apoés esse procedimento, as cepas foram repicadas em agar Mueller Hinton e
incubadas por 48 horas a 35°C. Todo esse processo foi realizado sob padrdes de biosseguranga

2 (ANDRADE NETO et al., 2019; JOSINO et al., 2021).
5.2 Farmacos

Os farmacos utilizados na pesquisa foram o diclofenaco sédico e a oxacilina. Eles
foram adquiridos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich Co. (USA) e, posteriormente,
dissolvidos com 4gua destilada estéril.
5.3 Teste de Sensibilidade aos Farmacos

5.3.1 Determinacgao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

O CIM foi avaliado utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo seguindo o

protocolo M07-A10 (CLSI, 2015). O CIM considerado foi aquele que a menor concentracao
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do farmaco foi capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano, sendo avaliado pela turbidez
de crescimento. O diclofenaco sodico (Sigma-Aldrich Co., USA) foi avaliado na faixa de
concentragdo de 1,95 — 1250ug/mL e a oxacilina (Sigma-Aldrich Co., USA) foi usada como
controle positivo na faixa de concentragdo 0,25 - 64 pg/mL.

Para a realizagdo do teste, foi utilizado o meio caldo Mueller Hinton (HiMedia,
Mumbai, india) de cation ajustado (CAMHB) e também placas de poliestireno de 96 pogos em
fundo “U”. Inicialmente, foi adicionado 195ul. do farmaco na coluna dois ¢ em seguida
realizou-se a diluicdo seriada para obtencdo do intervalo de concentragdo desejado dos
farmacos. A coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do meio CAMHB e a coluna
12 como controle positivo do teste (indculo + meio).

Para preparar o indculo, as cepas foram semeadas em agar Mueller Hinton e
incubadas por 24 horas. Depois, foram preparadas suspensdes de cada cepa em solugdo salina
0,9% de acordo com a escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, Sao Paulo, Brasil). Em seguida,
100 pL dessas suspensdes foram colocados em 900 uLL. de CAMHB e 5 pL. foram adicionados
em cada pog¢o da placa, com exce¢do dos pogos da coluna 1. As placas foram incubadas por 20
horas a 35 °C e, ap0s esse periodo, foi feita a leitura visual.

Com a finalidade de comprovar a ocorréncia de resisténcia a oxacilina de todas as
cepas, foram levados em consideracao o ponto de corte: CIM > 2 ng/ mL para oxacilina (CLSI,
2012). Os experimentos foram realizados em triplicata, além de serem utilizadas as cepas

padrdes como controle, conforme Figura 3.

Figura 3 - Desenho esquematico do protocolo do Teste de Sensibilidade M07-A10
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5.3.2 Sinergismo do diclofenaco sodico com a oxacilina

A oxacilina foi combinada com o diclofenaco sddico, tendo como referéncia os
CIM de cada uma das drogas. Apos essa combinagao, foi utilizada a técnica do checkboard para
obtenc¢ao da Concentragdo Inibitoria Fracionada (FICI) (LEE; JUNG; CHA, 2014). A relagao
foi determinada por meio de equagdo FICI=[FC]/[CFS] + [AC]/[CAS], onde [FC] e [AC] sao
os CIMs do diclofenaco sédico e da oxacilina associados e [CFS] e [CAS] sdao os CIMs das
referidas drogas sozinhas (Tabela 1). Apos o resultado dessa equacao, o FICI foi classificado
como: sinérgico (SIN) (FICI <0.5), indiferente (IND) (0.5 >FICI <4.0), ou antagonista (ANT)
(FICI >4.0) (ODDS, 2003).

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados em triplicata em diferentes dias.

As médias geométricas foram usadas estatisticamente para avaliar os resultados do CIM.

Tabela 1 - Determinagdo do FICI e parametros para analise dos dados

Calculo do FICI Parametros
FICA+ FICB FICI <0,5 SINERGISMO
FICA = CIM A em combinacgio 0,5 < FICI < 4,0 INDIFERENTE
N CIM Aisolado
CIM B em combinacgao FICI > 4,0 ANTAGONISMO
FIC B = -
CIM B isolado

Fonte: Autor

5.4 Ensaios de citometria

5.4.1 Preparo da suspensdo de células de SARM

Foi utilizada, para os experimentos de citometria de fluxo, a cepa 572. A cepa foi

semeada em agar Mueller Hinton a 35 °C por 24 horas. Apos isso, a cepa foi suspensa em 5 mL
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de meio caldo Infusdo Cérebro e Coragao (BHI) e reincubada sob as mesmas condigdes citadas
acima.

Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugagdo (3000 g, 5 min) e
lavadas trés vezes com solu¢do salina 0,85%. Por fim, as células (~10° células/mL) foram

ressuspensas em meio BHI. (DA SILVA et al.,, 2013; NETO et al., 2014).

5.4.2 Integridade de membrana

A integridade de membrana foi realizada seguindo os protocolos de Neto et al.,
(2015); Shi et al., (2007); Silva et al., (2011). Para isso, fo1 utilizado o teste de exclusdo com
iodeto de propideo (IP) na concentracao de 2mg/L.

Apo6s a incubagdo com as amostras durante 20 horas, a fluorescéncia celular foi
determinada no citométro Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) e analisada usando o
software CyroSoft 4.1. Um total de 10.000 eventos foram avaliados por analise (n=2) e os

detritos celulares foram omitidos.

5.4.3 Analise de fragmentacdo do DNA

A fragmentacao do DNA foi vista utilizando a técnica Terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labeling assay (TUNEL) descrita por Dwyer et al., (2012);
Andrade Neto et al., (2015). Para isso, as células foram tratadas e fixadas com paraformaldeido
a 7%.

As células fixadas foram penetradas com 1% de Triton X-100 em gelo durante 10
minutos e depois incubadas com a mistura reacional TUNEL durante 1 hora a 37 °C. Este
experimento descrito acima, seguiu as recomendagdes do fabricante do kit (Roche, Suica).

Ap0s isso, 200 células foram contadas por amostra para determinar as porcentagens

de células positivas por meio de um microscépio de fluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japan).

5.4.4 Andlise de ruptura do DNA por teste de cometa alcalino

O ensaio em cometa alcalino foi realizado essencialmente como descrito por

(Miloshev; Mihayloy; Anachkova , (2001). Cerca de 200 pL de agarose 0,5% (Invitrogen,
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Grand Island, NY, USA) foram espalhados em cada lamina e secados a temperatura ambiente
antes da aplicacdo da suspensdo de células sobre as laminas.

As células de SARM foram lavadas com agua destilada e ressuspensas em tampao
S (sorbitol 1 M e fosfato monopotéassico KH2PO4 25 mM, pH 6,5). Posteriormente, cerca de
5x10* células da bactéria foram fundidas com agarose a 0,7% de baixo ponto de fusdo (37°C),
contendo 2 mg/mL de Zymolase 20T (Seikagaku Corp., Japao) e incubadas por 20 min a 30°C.
A fim de minimizar a atividade de enzimas celulares enddgenas, todos os procedimentos que
se seguem foram realizados em uma sala fria de 8 a 10 °C.

ApOs esse tempo, as ldminas foram emergidas com NaOH 30 mM, NaCl 1 M, lauril
sarcosina a 0,1% e EDTA 50 mM (pH 12,3) durante 1 hora. As laminas foram lavadas trés
vezes durante 20 minutos cada em uma solugdo (30 mM de NaOH, 10 mM de EDTA e pH 12,4)
para o desenrolamento do DNA e, em seguida, submetidas a eletroforese no mesmo tampao e
executadas a eletroforese por 20 minutos a 0,5V/cm e 24 mA.

Por fim, ap6s a eletroforese, os géis foram neutralizados por submersao das laminas
em 10 mM Tris HCI pH 7,5 durante 10 minutos, seguidos por incubagdes consecutivas por 10
minutos em etanol 76% e 96%. Depois, foram coradas com brometo de etidio (1 mg/mL) e
analisados por microscopia de fluorescéncia (Olympus, Toquio, Japao), como foi descrito por
Pinkerton et al., (2010). Todos os passos acima foram realizados no escuro para evitar danos
adicionais no DNA.

Para cada grupo experimental, foram examinadas 100 células e as imagens foram
escolhidas aleatoriamente por meio da microscopia de fluorescéncia. A leitura ¢ feita através
de escores de acordo com o tamanho da cauda e o indice de dano ao DNA foi quantificado
visualmente, variando entre 0 (completamente intacto: 100 células X 0) e 400 (dano maximo:

100 células X 4) (COLLINS, 2004).

5.5 Ensaios de biofilme

Ap6s a realizagao dos ensaios descritos anteriormente, no qual foi visto o potencial
antibacteriano do diclofenaco sodico e do diclofenaco sédico mais oxacilina em células
planctonicas, houve a necessidade de avaliar o potencial desses farmacos de maneira isolada e
associada frente a antibiofilme e biofilme maduro de SARM, utilizando placas de poliestireno

de 96 pogos de fundo chato.
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5.5.1 Atividade antibiofilme (em formacao)

A atividade antibiofilme foi determinada seguindo o protocolo Costa et al., (2014),
com algumas modificacdes. Inicialmente, as cepas foram colocadas em TSB suplementado com
glicose a 2%. Posteriormente, elas foram centrifugadas a 3.500 rpm e lavadas por 3 vezes com
PBS.

Ap6s isso, foram feitos indculos em caldo TSB a 0,5 da escala de McFarland
(1x108células) e 200 pl foram adicionados em cada pogo de uma placa de 96 pogos de
poliestireno juntamente com as drogas diclofenaco sédico e diclofenaco sddico com oxacilina
em varias dilui¢des, seguindo o CIM de cada uma das cepas. As placas foram incubadas a 35
°C por 48 h.

Posteriormente, o contetido foi removido e lavado 3 vezes com PBS. Para a
avaliagdo da viabilidade dos biofilmes, foi realizado o ensaio de reducdo do MTT (2 mg/ml em
PBS). A partir dessa solucao, foram adicionados 150 ul em cada pogo e deixados na estufa por
2ha35°C.

Ap6s o intervalo tempo supracitado, a solucao do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl) -2,5-difenil tetrazolium (MTT) foi retirada e foram colocados 100 pl dimetilsulfoxido
(DMSO) para dissolver o {E, Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-diphenylformazan} (sal de
formazan).

Posteriormente, 100 ul DMSO foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos
e foirealizada a leitura em um leitor de placas a 570 nm. Os resultados obtidos foram analisados
a partir da média £ EPM de 3 experimentos independentes.

Para a verificagdo da ocorréncia de diferencgas significativas entre as concentragdes
usadas, os dados foram comparados por meio de analise de varidncia (ANOVA), seguidos pelos
testes de Tukey (p<0,05) realizados pelo programa GraphPad Prism® 6.0 (GraphPadSoftware,
San Diego, CA, USA).

5.5.2 Biofilme formado
A atividade do diclofenaco sodico e do diclofenaco sédico com oxacilina foi testada

em biofilme maduro seguindo o protocolo estabelecido por Branbilla et.al. (2017) com algumas

modificagdes.
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Inicialmente, foram feitos indculos em caldo TSB a 0,5 da escala de McFarland
(1x108células), posteriormente 200 ul foram postos em cada um dos pocos em uma placa de 96
pocos de poliestireno e incubados em estufa a 35 °C por 48 horas.

Em seguida, o contetudo foi removido e lavado 3 vezes com PBS e apds isso, foram
adicionadas dilui¢des das drogas citadas acima, seguindo o valor dos CIMs para cada um dos
microrganismos. Decorrido 24 horas, o conteudo foi removido e lavado 3 vezes com PBS,
subsequentemente foi testado com MTT sua viabilidade celular.

O MTT foi adicionado 150 pl em cada pocgo e deixados na estufa por 2 h a 35 °C.
Ap0s esse tempo, MTT foi retirada e foram colocados 100 pl DMSO para dissolver o sal de
formazan. Posteriormente, 100 pl DMSO foi transferido para uma nova placa de 96 pocos e foi
realizada a leitura em um leitor de placas a 570 nm.

Os resultados obtidos foram analisados a partir da média = EPM de 3 experimentos
independentes.

Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre as concentragdes
usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia (ANOV A) seguidos pelos
testes de Tukey (p< 0,05) realizados pelo programa GraphPad Prism® 6.0 (GraphPadSoftware,
San Diego, CA, USA).

5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Essa metodologia foi realizada com a cepa 572 em biofilme maduro com o fAirmaco
diclofenaco sédico sozinho e em sinergirmo com a oxacilina. Para isso, foi seguido o protocolo
de Branbilla et.al. (2017) com pequenas modificagdes.

Inicialmente, foi feito um indculo em caldo TSB que continha cerca de 1,0x108
células/mL e 1.000 pl dessa suspensdo foram adicionados em laminulas de vidro, colocadas
posteriormente em uma placa de 12 pogos de poliestireno.

Essa placa foi incubada a 35 °C por 48 horas. Em seguida, foi lavada com PBS 3
vezes e colocada em contato com os farmacos citados acima por 24 horas a 35 °C. Apds isso,
os pogos foram lavados novamente com PBS e fixados com glutaraldeido a 2,5% por 24 horas
a4°C.

No dia seguinte, as laminulas foram 2 vezes lavadas com tampao cacodilato 0,1 M

por 10 minutos e, em seguida, desidratadas com concentragdes crescentes de alcool cada uma,
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passando 10 minutos em contato com a laminula (30, 50, 70, 80,90, 95, ¢ 100%). Essas amostras

foram analisadas no equipamento Quanta 450 FEG - FEI.

5.7 Analise estatistica

Todos os ensaios realizados foram feitos em triplicata, em dias diferentes. As
médias geométricas foram utilizadas para determinagdo dos CIMs. Ja para os testes em
biofilmes, os resultados foram analisados estatisticamente pela ANOV A, sendo considerados
significativos p <0,05, realizados pelo programa GraphPad Prism® 6.0 (GraphPadSoftware,
San Diego, CA, USA) e para os ensaios de citometria foi utilizado Mann-Whitney U Test, com

significancia p <0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Atividade antibacteriana do diclofenaco sodico

6.1.1 Resultados dos CIMs do diclofenaco sodico sozinho e em sinergismo com a oxacilina

Jrente a cepas de SARM.

Conforme mostrado na Tabela 2, os CIMs para o diclofenaco sodico variaram de
156,25 pg/mL a 1250 ug/mL. Ja para a oxacilina, os CIMs foram de 8 pg/mL a > 64 pg/mL.
Além disso, o efeito sinérgico do diclofenaco sodico associado com a oxacilina foi constatado
em 12 cepas, ou seja, em 80% delas e, em 3 (20%), o resultado foi indiferente. Nao houve

nenhum resultado apresentando antagonismo.
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Tabela 2 - Efeito do diclofenaco sddico e da oxacilina sozinho e combinado frente a cepas de SARM

determinado pelo método da Concentragdo Inibitoria Fracionada (FICI).

CIM ® (ug/ml)

Isolado © Combinado ¢
Cepas ? DS OXA DS OXA FICI Interpretacao
SARM 1 156,25 8 78,25 4 1,0 IND
SARM 2 156,25 8 39,06 2 0,5 SIN
SARM 3 156,25 8 39,06 2 0,5 SIN
SARM 4 156,25 16 39,06 4 0,5 SIN
SARM 5 156,25 16 39,06 4 0,5 SIN
SARM 6 156,25 16 78,25 8 1,0 IND
SARM 7 156,25 64 19,53 8 0,25 SIN
SARM 8 156,25 64 78,25 32,0 1,0 IND
SARM 9 156,25 64 39,06 16 0,5 SIN
SARM 10 625 64 78,12 8 0,25 SIN
SARM 11 1250 64 39,06 2 0,06 SIN
SARM 12 312,5 16 39,12 2 0,25 SIN
SARM 13 312,5 8 78,25 1 0,38 SIN
SA ATCCrm
14 1250 2 39,60 0,065 0,06 SIN
SARM ATCCrm
15 1250 16 312,5 4 0,50 SIN

2 Cepas SARM isoladas da colegdo do LABIMAN ° CIM — Concentragdo Inibitéria Minima necesséria para inibir 100% do crescimento do micrornaismo ap6s incubagao de 20
horas. ¢ A microdiluigdo em caldo procedeu de acordo com o protocolo M07-A10 do CLSI para drogas isoladas. ¢ Combinagio do diclofenaco sédico mais oxacilina . SIN-

Sinergismo ; IND- indiferente; DS- diclofenaco sédico; OXA- oxacilina.

48



6.2 Analise do mecanismo de ac¢io do diclofenaco sédico e em combinac¢io com a oxacilina

frente a células de SARM

6.2.1 Reducdo do niimero de células de SARM apés o tratamento com diclofenaco sodico

isolado e associado a oxacilina

As células de SARM foram tratadas com oxacilina (16 pg/mL), diclofenaco sodico
(312,5 pg/mL), diclofenaco s6dico mais oxacilina (39,06 pg/mL e 2 ug/mL, respectivamente)
durante 24 horas. Ap0s esse periodo, houve uma redugdo significativa da viabilidade celular (p
<0,05) tanto do diclofenaco sodico sozinho como em associagdo com a oxacilina. Vale ressaltar,

que a forma combinada houve uma redugdo mais acentuada, como mostrado no Grafico 1.

Grafico 1 - Resultado do diclofenaco sddico isolado e combinado com a oxacilina na viabilidade

celular de células de SARM.
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Grafico 1 - Efeito do diclofenaco sddico no niumero de c€lulas vidveis na cepa representativa
de SARM avaliada por citometria de fluxo. O BHI foi utilizado como controle negativo. * p
<0,05 comparado ao controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

6.2.2 Fragmentacdo do DNA induzida pelo diclofenaco soddico isolado e associado a

oxacilina evidenciada pela técnica do TUNEL

A fragmentacdo do DNA foi observada por meio da técnica do TUNEL, mostrando
que as cé¢lulas de SARM que foram submetidas ao tratamendo do diclofenaco sodico (312,5
pg/mlL) e da associagdo com a oxacilina (39,06 ug/mL e 2 pg/mL, respectivamente)
apresentavam DNA fragmentado, principalmente, na combinagdo entre as duas drogas. Esse

dano ao DNA para o diclofenaco soédico sozinho foi de 20,5 + 2,9%, para oxacilina foi de 40,3
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+ 4,1% e para associagdo do diclofenaco sodico e oxacilina de 65,1 + 3,0% foram positivos

para o TUNEL. O controle apresentou 4,79 + 1,3%, como pode ser observado no Grafico 2.

Grafico 2 - Fragmentacao do DNA ocasionado pelo diclofenaco sédico isolado e em associagdo

com oxacilina frente a cepa de SARM evidenciado pela técnica do TUNEL.
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Grafico 2: Teste TUNEL contra cepa representativa de SARM, mostrando fragmentagao de
DNA apds incubagao com diclofenaco de sddio. * p <0,05 comparado ao controle por ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls.

6.2.3 Ruptura do DNA induzida pelo diclofenaco sédico isolado e associado a oxacilina

evidenciada pela técnica do Cometa alcalino

Por meio dessa técnica, ¢ possivel avaliar os danos DNA a nivel subnuclear. Os
resultados demonstraram uma ruptura de DNA mais acentuada na combinacao da oxacilina com
o diclofenaco sédico (39,06 pg/mL e 2 pg/mL, respectivamente) do que nos tratamentos das
células de SARM com o diclofenaco sddico (312,5 pg/mL) e oxacilina (16pg/mL) isolados. O
dano do DNA na associagdo das drogas foi de 138 + 12,6%, ja4 no diclofenaco sédico e na
oxacilina o dano ao DNA foide 61+ 10,1% e 33,5 = 6,0% respectivamente, como mostrado no

Grafico 3.
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Grafico 3 - Avaliacao do indice de danos ao DNA em cepa de SARM.
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Grafico 3: As células foram tratadas com oxacilina (CIM = 16 pg / ml), diclofenaco sédico
(CIM = 312,5 pg / ml), diclofenaco sédico + oxacilina (CIM = 39,06 + 2,0 ug / mL) e BHI
(controle negativo) por 24 horas e a avaliacdo do indice de danos ao DNA foi realizada por
meio da técnica do cometa alcalino *p <0,05 comparado ao controle por ANOVA seguido pelo

teste de Newman — Keuls.

6.3 Analise do diclofenaco sédico isolado e em combinacdo com a oxacilina frente a

biofilme em formacao e formado em SARM
6.3.1 Ac¢do antibiofilme do diclofenaco sodico sozinho e em combinagdo com a oxacilina

Apos a avaliacdo da biomassa dos biofilmes formados pelas 15 cepas de SARM, 5
delas foram consideradas boas formadoras de biofilme segundo a metodologia de
(STEPANOVIC et al., 2000) e prosseguiram com os ensaios de a¢do antibiofilme com o
diclofenaco sodico isolado ¢ em associagao com a oxacilina. As concentragdes adotadas foram
de CIM/4, CIM/2, CIM e 4XCIM, tendo como referéncia o valor do CIM de cada cepa,
conforme os resultados mostrados no Grafico 4.

Nas 5 cepas avaliadas, os valores de CIM/2, CIM e 4XCIM obtiveram significancia
em relagdo ao controle para o diclofenaco sddico sozinho, tendo reducdes de mais de 50% na

inibicdo de formagao dos biofilmes por SARM.
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Jé& para a combinagdo do diclofenaco sddico mais oxacilina, houve significancia em
relagdo ao controle para todas as cepas nos valores de CIM e 4XCIM, com redugdes em cerca

de 60% na atividade antibiofilme de SARM.
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Grafico 4 - Atividade antibiofilme do diclofenaco sédico (DS) e em associagdo com a oxacilina (OXA) frente a cepas de SARM.
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Grafico 4: A- diclofenaco sodico isolado; BHI- Controle; SARM 1, SARM 2, SARM 3: CIM/ 4 (39,06 pg/mL); CIM/2 (78,12 pg/mL); CIM (156,25 pg/mL); 4XCIM (625 pg/mL). SARM 4:
CIM/4 (78,12 pg/mL); CIM/2 (156,25 pg/mL); CIM (312,50 pg/mL); 4XCIM (1250 pg/mL). SARMS: CIM/4 (156,25 pg/mL); CIM/2 (312,50 pg/mL); CIM (625 pg/mL); 4XCIM (2500 pg/mL).
B- diclofenaco sédico (DS) mais oxacilina (OXA)- SARM 1: CIM/4 (9,78DS + 4 OXA pg/mL); CIM/2 (19,53 DS+ 8 OXA ng/mL); CIM (39,06 DS+16 OXA pg/mL); 4XCIM (156,24 DS+64
OXA pg/mL). SARM 2, SARM 3, SARM 4: CIM/ 4 (19,53 DS + 1 OXA pg/mL); CIM/2 (39,06 DS+ 2 OXA pg/mL); CIM (78,12 DS + 4 OXA pg/mL); 4XCIM (312,5 DS+16 OXA pg/mL).
SARM 5: CIM/4 (39,12 DS + 4 OXA pg/mL); CIM/2 (78,24 DS+ 8 OXA pg/mL); CIM (156,50 DS+16 OXA pug/mL); 4XCIM (625 DS+64 OXA pg/mL).
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6.3.2 Agdo do diclofenaco sodico isolado e em sinergismo com a oxacilina em biofilme

Jormado

As cinco cepas mencionadas anteriormente foram selecionadas para avaliacdo de
sua atividade frente a biofilme formado com os mesmos farmacos supracitados (diclofenaco
sodico e diclofenaco sodico + oxacilina).

Para esta forma de biofilme, todas as cepas de SARM tiveram significancia em
relacdo ao controle para o diclofenaco sddico sozinho nas concentragcdes mais baixas testadas,
com reducdo de cerca de 50% do biofilme em concentragdes, variando entre 36,06 ¢ 78,12
pug/mL. Na avaliagdao do sinergismo, todas as cepas tiveram reducao a partir da concentracao

do CIM, com inibi¢ao do biofilme maduro em cerca de 60%, conforme o Grafico 5.
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Grafico 5 - Atividade em biofilme formado do diclofenaco sédico (DS) isolado e em associagcdo com a oxacilina (OXA) frente as cepas de SARM.
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Grafico 5: A- diclofenaco sodico isolado - BHI- controle; SARM 1, SARM 2, SARM 3, SARM 5: CIM/4 (39,06 pg/mL); CIM/2 (78,12 pg/mL); CIM (156,25 pg/mL); 4XCIM(625 pg/mL). SARM
4: CIM/4 (78,12 pg/mL); CIM/2 (156,25 pg/mL); CIM (312,50 pg/mL); 4XCIM (1250 pg/mL). B- diclofenaco sodico (DS) e oxacilina (OXA) - SARM 1: CIM/4 (9,78DS + 4 OXA ng/mL);
CIM/2 (19,53 DS+ 8 OXA pg/mL); CIM (39,06 DS+16 OXA pg/mL); 4XCIM (156,24 DS+64 OXA pg/mL). SARM 2, SARM 4: CIM/4 (19,53 DS + 1 OXA pg/mL); CIM/2 (39,06 DS+ 2 OXA
pug/mL); CIM (78,12 DS + 4 OXA pg/mL); 4XCIM (312,5 DS+16 OXA pg/mL). SARM 3: CIM/4 (19,53 DS + 2 OXA pg/mL); CIM/2 (39,06 DS+ 4 OXA pg/mL); CIM (78,12 DS + 8 OXA
pug/mL); 4XCIM (312,5 DS+32 OXA pg/mL). SARM 5: CIM/4 (39,12 DS + 4 OXA pg/mL); CIM/2 (78,24 DS+ 8 OXA pg/mL); CIM (156,58 DS + 16 OXA pg/mL); 4XCIM (626 DS+64 OXA
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6.3.3 Analise de imagens do MEV

As imagens apresentaram um indicativo de reducdo no nimero de células de
SARM, com o aumento da dose do diclofenaco soddico e do diclofenaco soédico com oxacilina,
se comparado com o controle. Em CIMs mais elevados é possivel visualizar alteracdes na
morfologia celular onde as células se apresentaram com retracdo celular e em formas mais
alongadas (Figura 4).

Foi possivel observar que nas maiores concentragdes, tanto de diclofenaco isolado
quanto em combinagdo com a oxacilina, houve reducao consideravel na quantidade de células
presentes, bem como modificacdes da morfologia celular, levando a crer que as células

passaram por um possivel processo apoptotico, em decorréncia dos farmacos utilizados.

Figura 4 - Microscopia Eletronica de Varredura, mostrando o crescimento de biofilme de

SARM.

Sy ——— — &/ e r—

Figura 4. A: controle. B: biofilme tratado com 1250 pg/mL de diclofenaco sodico, C: biofilme
tratado com 156.48 ng/mL de diclofenaco sodico e 8ug/mL oxacilina. D: biofilme tratado com
312.5pg/mL de diclofenaco sodico. E: biofilme tratado com 39.12 pg/mL de diclofenaco sodico

e 2pg/mL oxacilina. F: biofilme tratado com 156.25ug/mL de diclofenaco sddico. G: biofilme
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tratado com 19.56 pg/mL de diclofenaco sodico e 1 pg/mL oxacilina. H: biofilme tratado com
78.12png /mL de diclofenaco sédico. I: biofilme tratado com 9.78ug/mL de diclofenaco sédico
e 0.5ug/mL oxacilina. Magnificence: 20000x. Bar:5 pm.
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7. DISCUSSAO

SARM causa cerca de 60-70% de infec¢des ocasionadas por Staphylococcus aureus
em hospitais, desenvolvendo resisténcia a praticamente todos os antibioticos utilizados
atualmente em seu tratamento, tornando-se um grande problema clinico e urgente a nivel
mundial (BENDER; KRISTIANSEN, 1999; SALEM-MILANI et al., 2013).

Atualmente, existe pouco investimento da industria farmacéutica para o
descobrimento de novos firmacos antimicrobianos, devido ao baixo retorno financeiro que
esses medicamentos trazem (WORTHINGTON; MELANDER, 2012).

Nesse contexto, surge a possibilidade de realizar o reaproveitamento de farmacos
jé& existentes no mercado, atribuindo fungdes farmacolégicas diferentes de seu uso habitual.
Com isso, ha cerca de 40% da diminui¢cdo dos custos, visto que hd uma redugdo consideravel
nos gastos obtidos através dos estudos farmacologicos e toxicoldgicos (DIMASI; HANSEN;
GRABOWSKI, 2003).

O diclofenaco soédico é comumente utilizado como um AINE, exibindo
propriedades anti-inflamatoria, antipirética e analgésica (MCCORMACK; SCOTT, 2008). No
entanto, no presente estudo, averiguamos sua atividade antibacteriana de maneira isolada e em
sinergismo com a oxacilina frente as cepas de SARM. Em sua forma isolada, seu CIM variou
entre 156,25 e 1250 pg/mL. A atividade antibacteriana de alguns AINEs como ibuprofeno,
diclofenaco sédico, acetominofeno e aspirina ja foi demostrada perante alguns microrganismos
(BENDER; KRISTIANSEN, 1999; HUSSEIN; AL-JANABI, 2010; LAUDY, 2018; S.
SAMPAIO et al., 2018). Em relagdo ao diclofenaco sodico, sua atividade antibacteriana ja foi
vista frente a Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherischia coli e
Staphylococcus aureus (PADMA; YALAVARTHY, 2015; WORTHINGTON; MELANDER,
2012).

Salem-Milani et al., (2013) mostrou a atividade antibacteriana do diclofenaco
sodico e do ibuprofeno frente a Enterococcus faecalis na concentragdo de 50 pg/mL em ambos
os medicamentos. Em outro estudo, realizado por Dutta et al., (2004) mostrou a atividade do
diclofenaco sodico frente a 45 cepas Mycobacterium spp. em CIM variando entre 10- 25 pg/mL.
Além disso, Mazumdar et al., (2009) a atividade do diclofenaco so6dico variando o CIM de 50-
100 pg/mL contra Staphylococcus aureus e Bacillus spp. Nesse mesmo estudo, o diclofenaco

sodico ¢ apontado como um agente promissor para a criacdo de novos e mais eficazes agentes
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antibacterianos, onde, por meio de sua molécula, serd possivel obter substancias mais ativas
contra infec¢des (MAZUMDAR et al., 2009).

Apesar de nossa concentragdo na forma isolada do diclofenaco ter sido um pouco
mais elevada em comparacdo aos estudos acima relatados, Chan et al., (2017) encontrou CIM
semelhantes aos nossos para SARM, com concentagdes variando entre 312,5 e 2500 pg/mL.
Haja vista que, em tratamentos descritos em sua bula, o diclofenaco sddico pode chegar a dose
diaria de 150 mg, ele ainda pode ser considerado um farmaco seguro e eficiente para o
tratamento de infec¢des. Além disso, em sua forma farmacéutica de gel para uso topico, essa
concentragdo ainda ¢ bem superior, sendo de 10 mg/g (MOHSEN et al., 2015; RESLINSK;
DABROWIECKI; GLOWACKAD, 2015).

Outro importante achado do nosso estudo foi o sinergismo do diclofenaco sédico
com a oxacilina, onde sua associagdo pode reduzir entre 4 e 32 vezes a concentragao dos
farmacos se compararmos com suas concentracdes utilizadas de maneira isolada. Essa
associacao foi pouco estudada na literatura, apenas estudos semelhantes como o realizado por
Altaf et al., (2019) que mostrou a associacdo do diclofenaco sodico e do meloxicam associado
a oxitetraciclina e gentamicina em tratamento de mastites caprinas ocasionadas por SARM com
resultados satisfatorios, demostrando que os AINEs podem ser adjuvantes no tratamento.

Em outro estudo realizado por Annadurai et al., 2002 demonstrou a associa¢ao
sinérgica entre o diclofenaco sddico e a estreptomicina frente a Staphylococcus aures, Bacillus
pumilus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae € Vibrio cholerae.

Vale ressaltar que, em nosso estudo, também foi encontrado agao antibiofilme e em
biofilme maduro de SARM, tanto do diclofenaco sédico sozinho, como em associagao como a
oxacilina, mostrando o potencial desses medicamentos, tendo em vista que, nessa forma de
biofilme, o microrganismo pode exibir de dez a mil vezes mais resisténcia aos antibioticos se
comparado com as bactérias plactonicas. (OYAMA et al., 2016)

Em um estudo semelhante ao nosso, realizado por Mohsen et al., (2015), foi
mostrada a atividade antibiofilme dos AINES (cetoprofeno, ibuprofeno e diclofenaco sddico) e
seu sinergismo com N-acetilcistéina (NAC) frente a S.aureus, K. pneumoniae, P. mirabilis, P.
aeruginosa, além da atividade desses fArmacos frente a biofilme maduro no qual o diclofenaco
sodico teve maior potencial em relacdo aos outros medicamentos, com exce¢do apenas da K.
pneumoniae.

Reslinski; Dabrowiecki; Glowacka, (2015) mostrou a atividade antibiofilme do

diclofenaco sodico e do ibuprofeno frente a 70 cepas de S. aureus e 70 de E. coli, obtidas de
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pacientes internados que iriam ser submetidos a cirurgia de hérnia com uso de material
implantado, mostrando uma reducao da contagem de unidade formadora de colonias (UFC) de
42x10° UFC ml™! para 10x10° UFC ml"! com o uso do diclofenaco sodico e para 9,6x10° UFC
ml'com a utilizagdo do ibuprofeno frente a S.aureus; bem como de 21,8x10° para 7.9x10°
(diclofenaco) e para 7,4x10° (ibuprofeno) frente a E.coli, mostrando que esses farmacos podem
ser utilizados no pré-operatorio, pois aumentam a eficacia dos antibidticos aplicados para fins
profilaticos.

She et al., (2019) mostrou a atividade antibiofilme e em biofilme maduro da
auranofina (anti-reumadtico) de maneira isolada e sinérgica com a linezolina frente a S. aureus
e SARM, diminuindo a concentra¢do minima de erradicagdo do biofilme (MBECS50) 2 e >8
para auronofina e linezolida, respectivamente. No nosso estudo, a reducdo do diclofenaco
sodico em MBECS50 para o sinergismo foi semelhante, diminuindo a concentragdo inicial de 2
a 8 vezes em relagdo a concentragao inicial do diclofenaco.

Em outro estudo apresentado por Oh et al., (2018) também houve a¢ao antibiofilme
de SARM de um antioxidante aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e a
bacitracina, um antibidtico comumente utilizado em pomadas, onde em sinergia a concentracao
de bacitracina caiu de 10~! U/mL para 10> U/mL com a utilizagdo de 2 pg/mL do antioxidante.
Esses estudos corroboram que o reposicionamento de firmaco juntamente com a associacao de
antibioticos consiste em uma interessante alternativa para combater o crescimento de resisténcia
dos microrganismos.

Além disso, no nosso estudo também foi analisado o possivel mecanismo de acao
desses farmacos, ja que na literatura os mecanismos que levam os AINES, bem como o
diclofenaco sodico, a agirem frente aos microrganismos nao estdo bem elucidados (PRESTON
et al., 1987; MOHSEN et al., 2015).

No presente estudo foi mostrado que as células de SARM expostas ao diclofenaco
sodico, principalmente, quando associado com a oxacilina, aumentavam a absorc¢ao do iodeto
de propidio, mostrando que esses fArmacos promovem danos significativos a membrana celular
da bactéria (PINKERTON et al., 2015; COLLINS et al., 2004). Estudos apontam que danos na
membrana plasmatica formam poros que promovem falhas na permeabilidade de ions, afetando
o potencial eletroquimico da célula que ndo se mantém em equilibrio osmético, levando a morte
celular (ANDRADE NETO et al., 2020).

Oliveira et al., (2019) em um estudo que corroborou ao nosso mostrou que o

ibuprofeno aumentava significativamente a permeabilidade de células de S. aureus com
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aumento de cerca de 98% da captacdo do iodeto de propidio (IP), além de mudancas
significativas na liberacdo intracelular de potéssio, propondo claramente a desestabilizacdo e
ruptura da membrana citoplasmatica bacteriana. Pina- Vaz et al., (2000) também mostrou que
o ibuprofeno nas concentragdes de 10 a 20 mg/mL também promove danos na membrana
plasmatica de Candida albicans.

Nesse estudo, também foi visto por meio do ensaio do TUNEL e do cometa alcalino
que o tratamento das células de SARM, principalmente com a combinagdo sinérgica da
oxacilina com o diclofenaco so6dico, ocasionava fragmentacdo do DNA e condensagdo nuclear
(ANDRADE NETO et al., 2020). Em cultura de células de colesteotoma, o estudo também
mostrou que o diclofenaco sddico induz a apoptose celular (KARA et al., 2019). Outro estudo
mostrou que esse mesmo farmaco induz a morte celular programada de hepatdcitos, ativando a
via mitocondrial de apoptose, por meio da caspases 3, 8 e 9 que abrem um poro mitocondrial,
e a fragmentacdo do DNA (GOMEZ-LECHON et al., 2003)

Algumas pesquisas relatam que o diclofenaco € capaz de interferir na biossintese
do DNA por meio da incorporacgao da desoxitimidina, o que corrobora nossos resultados, ja que
¢ possivel constatar por meios dos nossos testes a fragmentagao e a ruptura do DNA bacteriano
(DASTIDAR et al., 2000). Padma; Yalavarthy, (2015) mostrou que o diclofenaco modifica
mecanismos intrinsecos de fenotipicos de resisténcia antimicrobiana em S. aureus, tornando-os
mais sensiveis a alguns antimicrobianos usados na clinica.

Nossos resultados mostram que o possivel mecanismo de agdo do sinergismo se da
por meio da inducdo de processos apoptoticos nas células de SARM, bem como através da

alteracdo na permeabilidade celular.
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8. CONCLUSAO

A resisténcia antimicrobiana ¢ apontada em varios estudos como um grande
problema na atualidade, portanto o reposicionamento de farmacos ¢ uma excelente alternativa
que surge como alternativa terapéutica.

Nesse contexto, nossos resultados mostraram que o diclofenaco sddico juntamente
com a oxacilina consiste em um possivel adjuvante futuro contra células planctonicas e em
forma de biofilme de SARM, ja que ele promove alteragdes na membrana plasmatica e atua
sobre o DNA bacteriano, ocasionando provaveis danos que levam as cé€lulas bacterianas a

apoptose.
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