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RESUMO

A melioidose, causada pela bactéria Burkholderia pseudomallei, ¢ uma doenca de grande
importancia para a salde publica. B. pseudomallei, quando em biofilmes tende a ter uma
maior resisténcia aos antibidticos, resultando na cronicidade das infeccGes. Com isso, estudos
tém sido realizados com o intuito de identificar compostos que interfiram na dindmica dos
biofilmes. Dessa forma, esse estudo se prop0s a avaliar o efeito in vitro da droga cloridrato de
fluoxetina (FLU) sobre o crescimento plancténico e de biofilme de B. pseudomallei e sobre a
sensibilidade antimicrobiana dessa bactéria. A sensibilidade plancténica a FLU, isolada e
combinada com os antimicrobianos, foi avaliada pelo teste de microdiluicdo em caldo. Foram
investigados os efeitos da FLU sobre a formacéo dos biofilmes e sobre biofilmes maduros por
meio da avaliacdo da biomassa pela técnica de coloracdo por cristal violeta e da atividade
metabolica do biofilme determinada com resazurina. A concentracao inibitoria minima (CIM)
da FLU foi de 19,53 — 312,5 pg/mL. Quando combinada com os antimicrobianos, houve
aumento significativo na CIM para meropenem (MER), ndo alterando as CIMs das outras
drogas. A FLU alterou a biomassa do biofilme em formacdo na concentragdo de CIM/4,
enquanto no biofilme maduro houve uma reducdo (P<0,05) 23 e 30% nas concentracGes de
625 e 1250 pg/mL, respectivamente. A FLU erradicou os biofilmes de B. pseudomallei,
apresentando valores de concentragbes eliminatorias minimas do biofilme (CEMB) nas
concentragfes de 1250 - 2500 pg/mL. Quanto as drogas antimicrobianas, ndo foram
encontrados valores de CEMB para AMC e os intervalos de CEMB para MER foram 16 —
256 pg/mL e > 256 pg/mL para doxiciclina (DOX). Quando utilizada na concentracdo de
CIM (19,53 — 312,5 pg/mL), a FLU néo reduziu os valores de CEMB para AMC, MER e
DOX contra biofilmes maduros de B. pseudomallei, porém quando utilizada na concentracdo
de CEMB/4 (312,5 e 625 pg/mL), houve reducéo estatisticamente significativa (P<0,05) para
todas as combinagdes testadas nos biofilmes maduros de B. pseudomallei. A FLU inibe o
crescimento planctdnico de B. pseudomallei, mata os biofilmes em formagdo e maduro, além
de sensibiliza-los as drogas AMC, MER e DOX.

Palavras-chave: Burkholderia pseudomallei. Fluoxetina. Biofilmes. Antimicrobianos.



ABSTRACT

Melioidosis, caused by Burkholderia pseudomallei bacteria, is a disease of great importance
to public health. B. pseudomallei, when in biofilms, tends to be more resistant to antibiotics,
resulting in chronic infections. Thus, studies have been conducted in order to identify
compounds that interfere with the dynamics of biofilms. Thus, studies have been conducted in
order to identify compounds that interfere with the dynamics of biofilms. Thus, this study
aimed to evaluate the in vitro effect of fluoxetine hydrochloride (FLU) on the planktonic and
biofilm growth of B. pseudomallei and on the antimicrobial susceptibility of these bacteria.
The planktonic sensitivity to FLU alone and in combination with antimicrobials was
evaluated by the broth microdilution test. The effects of FLU on growing biofilm and on
mature biofilms were investigated by evaluating the biomass by crystal violet staining
technique and the metabolic activity of the biofilm determined with resazurin. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of FLU was 19.53 - 312.5 pg/mL. When combined with the
antimicrobials, there was a significant increase in the MIC for meropenem (MER), while not
changing the MICs of the other drugs. FLU altered the biomass of the growing biofilm at the
concentration of MIC/4, while in the mature biofilm there was a reduction (P<0.05) 23 and
30% at concentrations of 625 and 1250 pg/mL, respectively. FLU eradicated the biofilms of
B. pseudomallei, showing minimum biofilm eliminating concentration (MBEC) values at
concentrations of 1250 - 2500 pug/mL. As for the antimicrobial drugs, no MBEC values were
found for AMC and the MBEC ranges for MER were 16 - 256 pug/mL and >256 pg/mL for
doxycycline (DOX). When used at MIC concentration (19.53 - 312.5 pg/mL), FLU did not
reduce the MBEC values for AMC, MER and DOX against mature biofilms of Burkholderia
pseudomallei, but when used at MBEC/4 concentration (312.5 and 625 pg/mL), there was a
statistically significant reduction (P<0.05) for all combinations tested on mature biofilms of B.
pseudomallei. FLU inhibits planktonic growth of B. pseudomallei, kills growing biofilms and
mature biofilms, and sensitizes them to AMC, MER and DOX drugs.

Keywords: Burkholderia pseudomallei. Fluoxetine. Biofilms. Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

A melioidose, causada pela bactéria Burkholderia pseudomallei, € uma doenca de grande
importancia para a saGde publica no Sudeste da Asia e Norte da Australia, onde é
hiperendémica, podendo alcancar uma incidéncia anual de 2000 casos e uma taxa de
letalidade de 40%. No Brasil, a melioidose é descrita principalmente no Estado do Ceara, com
mais de 90% dos casos no pais, 0 que resultou na inclusdo desse estado na lista de regides
endémicas para a melioidose. Além do Ceard, ha registro isolado da doencga nos estados de
Mato Grosso e Alagoas. B. pseudomallei é intrinsecamente resistente a muitos antibidticos e,
mais recentemente, vem desenvolvendo resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados
no tratamento da melioidose, principalmente, quando se apresenta na forma de biofilme.

A formacdo de biofilmes € um importante fator de viruléncia para B. pseudomallei, pois
confere & bactéria uma maior resisténcia aos mecanismos efetores do sistema imunoldgico,
visto que o sistema imune € capaz de neutralizar células persistentes na forma planctonica,
porém devido a essa protecdo conferida pela arquitetura do biofilme, apds, a pausa do
tratamento com drogas antimicrobianas, as células persistentes retomam seu crescimento no
biofilme, causando recidiva da doenca.

Estudos tém sido realizados com o intuito de identificar compostos que interferem na
dindmica de biofilmes microbianos, podendo ajudar no tratamento da melioidose. As drogas
psicotropicas demonstraram ter atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos.
Algumas dessas drogas, como os inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (ISRSs) sdo
conhecidos por atuar como inibidores de bomba de efluxo.

Nesse contexto, o cloridrato de fluoxetina (FLU) € um dos principais antidepressivos da
classe dos ISRSs, usado geralmente para a maioria dos transtornos de ansiedade. Foi relatada
que a FLU possui atividade contra Candida spp., Cryptococcus neoformans,
Corynebacterium urealyticum, Proteus mirabilis, Lactobacillus salivarius, Staphylococcus
aureus sensivel e resistente a meticilina. No entanto, pouco se sabe sobre a atividade dessa
droga contra Burkholderia pseudomallei na forma planctdnica e de biofilme. Diante disso, 0
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro do composto cloridrato de fluoxetina
sobre o crescimento planctonico e de biofilme de B. pseudomallei e sobre a sensibilidade

antimicrobiana dessa bactéria.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Panorama historico da melioidose

Em 1912, o patologista Alfred Whitmore e seu assistente Krishnaswami descreveram
casos de uma doenca séptica, recentemente observada. Alguns casos fatais eram de viciados
em morfina e os achados da autopsia foram caracterizados por consolidacdo caseosa
generalizada dos pulmdes, classicamente com abscessos no figado, baco, rim e tecidos
subcutaneos. Whitmore notou que o bacilo isolado dos pulmdes e outros Orgaos era
semelhante ao causador do mormo (Burkholderia mallei), exceto pelo fato de apresentar
motilidade. Com isso, como se tratava de um agente desconhecido que causava infecgdes
pulmonares fatais, Whitmore denominou de Bacillus pseudomallei para o agente
(WHITMORE; KRISNASWAMI, 1912; WHITMORE, 1913).

Em 1921, Stanton e Fletcher (1921) reconheceram a semelhancga entre os agentes
isolados e, entdo, denominaram a doenca de melioidose, baseado em uma derivacdo do grego
melis (doenca de jumentos) e eidos (semelhante). Desde 0 momento em que 0 organismo
etioldgico foi identificado pela primeira vez, ele foi renomeado vérias vezes: Bacillus
whitmori, Malleomyces pseudomallei, Loefflerella pseudomallei, Pfeifferella whitmori. Apos
varios nomes, a bactéria foi denominada de Pseudomonas pseudomallei, por apresentar
caracteristicas ~ fenotipicas  semelhantes a  Pseudomonas  (LEELARASAMEE;
BOVORNKITTI, 1989). Porém, somente em 1992, a bactéria foi reclassificada recebendo o
nome de Burkholderia pseudomallei, devido a diferenciacdo das sequéncias de &cido
ribonucleico ribossémico 16S (RNA16S), valores de homologia de acido desoxirribonucleico
(DNA)-DNA, composicdo de lipideos e acidos graxos (YABUUCHI et al., 1992). O novo
género recebeu o nome do microbiologista norte-americano Walter Burkholder, que, em
1949, descreveu pela primeira vez a Burkholderia cepacia (CURRIE, 2003).

Em 1973, 343 casos de melioidose foram reportados em soldados americanos devido a
exposicdo ambiental aos aerossois da B. pseudomallei, através de feridas e queimaduras
contaminadas por inalacdo da poeira gerada pela movimentacdo das hélices dos helicopteros
(GOSHORN, 1987). Em 2002, a Burkholderia pseudomallei foi classificada na categoria B
como agente potencial de bioterrorismo e em 2012 foi categorizada como agente de nivel 1,
devido ao risco de ocorrer propagacdo da doenca (Centers for Disease Control, 2012). Em
2017, houve o sequenciamento de todo 0 genoma para mapear a distribuicdo geografica da B.
pseudomallei, que apontou que a Australia é o reservatdrio inicial da doenca (WIERSINGA et
al., 2018).
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2.2 Aspectos epidemiolégicos

B. pseudomallei € um organismo saprofita ambiental, predominantemente encontrado
no solo Umido, raizes de plantas, aguas superficiais e subterraneas em regides tropicais e
subtropicais (FONG et al., 2021). E endémica no sudoeste da Asia e norte da Australia,
embora relatos crescentes tenham surgido na América do Sul e no subcontinente indiano
(VELUSAMY; MUHI, 2020). A taxa de incidéncia estimada varia de pais para pais: 41,7 por
100.000 pessoas-ano na Australia e 21,3 por 100.000 pessoas-ano na Tailandia, sendo essas
regides hiperendémicas para a melioidose, com picos sazonais da doenca nas estacdes Umidas
(CURRIE, 2015; LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016). Em julho de 2020, mais de 35.000
casos humanos foram relatados globalmente (CHOWDHURY et al., 2022).

B. pseudomallei foi originada na Austrélia e a dispersdo no sudeste da Asia ocorreu
durante um periodo glacial, no qual, a distribuicdo do organismo foi influenciada pela
migracdo humana (PEARSON et al., 2009; BAKER et al., 2013). A melioidose é endémica
em aproximadamente 46 paises, mas subnotificada e é provavelmente endémica em outros 33
paises que ainda nao relataram casos autoctones (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016;
ALMOG et al., 2016). A figura 1 mostra a distribuicdo global de B. pseudomallei,
mortalidade estimada e casos relatados de melioidose. As estimativas atuais baseadas em um
estudo de modelagem sugerem que todos 0s anos, ha cerca de 165.000 casos a nivel mundial e
estima-se que 54% sejam fatais (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016).

Figura 1. Distribuicdo global da melioidose

Murtes por Casos
S repocindas

m =10 e =100
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Fonte: WHITE (2020).
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A melioidose na Australia foi descrita primeiro em ovinos em 1949 e posteriormente
em humanos em 1950 (COTTEW, 1950; RIMINGTON, 1962). Estudos epidemiol6gicos
australianos relataram uma incidéncia média anual de 19,6 casos por 100.000 habitantes,
variando de 54 a 41,7 durante eventos climdticos no territorio norte
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016). Um periodo de chuvas acima da média no territorio
norte, resultou nas maiores incidéncias anuais documentadas no mundo, com 50,2 casos por
100.000 habitantes e 102,4 na populacdo indigena (PARAMESWARAN et al., 2012). Na
Tailandia, a melioidose é subnotificada, devido a falta de recursos no diagnostico e dados
epidemioldgicos incompletos (TRAKULSOMBOON et al., 1999; HINJOY et al., 2018). Um
estudo realizado no nordeste da Tailandia demonstrou um pico de incidéncia de 21,3 por
100.000 habitantes em 2006 e uma média de 12,7 por ano no periodo de 1997 a 2006
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010).

Em Bangladesh, foram relatados apenas 14 casos de melioidose de 1988 a 2016
(TIPRE et al, 2018). Na India, a maioria dos estados relatou casos confirmados de
melioidose. De 1991 a 2018, 583 casos foram notificados, com a regido sul de Karnataka e
Tamil Nadu representando quase 80% desses casos (GOPALAKRISHNAN et al., 2013;
MUKHOPADHYAY et al., 2018).

Nas Américas, cinco paises da Ameérica do Sul relataram casos comprovados de
melioidose: Brasil, Coldmbia, Venezuela, Equador e Peru (FONG et al., 2021). Atualmente, o
Brasil responde por dois tercos dos casos de melioidose na América do Sul (BENOIT et al.,
2015). O nordeste do Brasil relatou o primeiro caso comprovado de melioidose em marco de
2003, no municipio de Tejuguoca, estado do Ceard, quando um surto ocorreu em quatro
irmdos, no entanto trés das criancas morreram devido a faléncia de mdultiplos 6rgaos, apds
exposicdo a agua contaminada durante um banho numa barragem (ROLIM et al., 2005). Em
2007, um caso da doenca também foi relatado em uma paciente de 17 anos, com fibrose
cistica, que vivia no Mato Grosso do Sul. Essa paciente foi diagnosticada com melioidose na
forma pulmonar (BARTH et al., 2007). Em janeiro de 2010, em Alagoas, 0 primeiro caso foi
confirmado (CIEVS, 2010).

A incidéncia anual estimada na América do Sul é de 1200 casos e 500 mortes, porém a
verdadeira incidéncia € incerta, pois o Ceard, € o unico estado com notificacdo compulséria de
casos desde 2005, e poucos laboratorios nessa regido identificaram B. pseudomallei
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016; ROLIM et al., 2018). Novos casos da doenca vém

sendo detectados no Ceard, onde, de janeiro de 2011 a junho de 2021, dos 34 casos
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notificados, 18 (52,9%) foram confirmados em 13 diferentes municipios. Destes, a maior
frequéncia de registros foi em Granja (3; 16,7%). Canindé, Aquiraz e Itapitna contabilizaram
dois casos (11,1%) cada um. Outros municipios, como Tabuleiro do Norte, Solondpole, Ipu,
Fortaleza, Forquilha, Uruoca, Graca, Caucaia e Milagres notificaram apenas um (1; 5,5%)

caso (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo dos casos de melioidose por municipio no Ceara.

Municipio n Municipio n
Granja 3 Fortaleza 1
Canindé 2 Forquilha 1
Aquiraz 2 Uruoca 1
Itapitina 2 Gracga 1
Tabuleiro do Norte 1 Caucaia 1
Solondpole 1 Milagres 1
Ipu 1 TOTAL 18

X Melioidose (2011 a 2021)
2% 0 25 S0 75 100km [ Sem casos
- I Com casos

Fonte: SESA, 2021. Legenda: Em branco: sem casos notificados e em marrom: casos notificados por municipio.

Nesse periodo, foi observado uma tendéncia crescente de 2015 a 2019, passando de
5,6% em 2015 para 22,2% em 2019. Nao houve registros nos anos de 2012, 2013 e 2020. Em
2021, a tendéncia voltou a crescer, com quatro (22,2%) casos distribuidos nos municipios de

Itapitina, Caucaia e Milagres (Figura 3) (SESA, 2021).
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Figura 3. Frequéncia de casos confirmados de melioidose por ano de notificagéo.
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0 \

00 5011 12072 [ 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021
——%| 56 | 00 | 00 56 | 56 11,1 | 11,1 | 167 | 222 | 00 | 222

N° de Casos Confirmados

Ano de Notificagao
Fonte: SESA, 2021.
Diversos fatores climaticos como temperatura, pH, chuvas, raios UV e composicao

fisica, quimica e bioldgica do solo influenciam a distribuicao, proliferacdo e sobrevivéncia da
B. pseudomallei no solo cearense (Tabela 1), pois essa bactéria sobrevive na auséncia de

nutrientes, solos acidos e com baixo teor de 4gua (SESA, 2017).

Tabela 1. Aspectos favoraveis ao desenvolvimento de B. pseudomallei.

Localizagio Regdo tropical e subtropscal entre Latinude 20° N e 2005 da linha do Equador

Tipo de solo Prancipalmenie argiloso com elevados teores de nutrientes, dcxdos (pH entre 4 ¢ 5) e superficais (media de Mem de
profindidade)

Pluviosidade Churvas nas ines 24bh Em dreas endémicas 75% a 83% dos cased se manifesiam na estaglo chuvosa som ventos
fioriia

Clima [vopecal quetite ¢ semi-drido

|/midade Solos dmidos (umidade acmma de 4006)

Temperatura 23 4 40°C (miervalo Glimo para o desenvolvimento da bactéria

Declividade Terrenos siusdos em locais de maior declividade

Vegetagio Prefentneia por drexs desmataids recenlements e par determinados lipos de culuras plantsdas {leguminesas). Locas
sorbreadis. 580 mais propicios 4 bacténa

Saneamento Areas semn saneamenta, filles no processn de rakmento & A mos §slens o ahaslecimentn, S, 3Em
Lralamento, vazamenlos @ relso madequads

Atividade Atvidades husnanas (ocupacinais & de bazer) e presenga de animas

Fonte: SESA, 2008.

2.3 Agente etioldgico

B. pseudomallei esta classificado taxonomicamente em Reino Bacteria, Filo
Proteobacteria, Ordem Burkholderiales, Familia Burkholderiaceae, Género Burkholderia e
Espécie Burkholderia pseudomallei (SCHOCH et al, 2020). B. pseudomallei ¢ um bacilo
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Gram-negativo, possui capsula polissacaridica, movel, com um flagelo polar, aerébio e néo
esporulado. E oxidase positiva pelo teste de citocromo oxidase, ligeiramente curvo e mede
aproximadamente 0,5 a 1 pum de largura. Apresenta coloracdo bipolar devido a sua
vacuolizagdo central, e muitas vezes essa estrutura se assemelha a “alfinete de seguranca”
(Figura 4), essa caracteristica deve-se ao acumulo central de granulos de polihidroxibutirato
(PHB), que néo retém os reagentes de coloracdo (RECKSEIDLER-ZENTENO; DE VINNEY;
WOODS, 2005; INGLIS; SAGRIPANTI, 2006).

Figura 4. Coloracdo de Gram demonstrando a estrutura de “alfinete de seguranga”.

Fonte: Prof.2 Luciana Cangussu. Legenda: A seta indica o bacilo vacuolizado na porcdo central. Ampliacdo de

100x. Link: https://www.luciacangussu.bio.br/atlas/burkolderia-pseudomallei/

O genoma de B. pseudomallei é um dos maiores genomas bacterianos até agora
sequenciados. Compreende 7,24 Mb, divididos desigualmente entre dois cromossomos
circulares (4,07 Mb e 3,17 Mb) (CHEWAPREECHA et al., 2017). B. pseudomallei, como
muitas bactérias do solo, € um organismo dificil de matar: pode sobreviver em agua
triplamente destilada durante décadas, é resistente as defensinas complementares e
lisossdmicas e aos peptideos catibnicos, além de produzir proteases, lipase, lecitinase,

catalase, peroxidase, hemolisinas e sideroforos (WIERSINGA et al., 2018). O organismo


https://www.luciacangussu.bio.br/atlas/burkolderia-pseudomallei/
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cresce bem em &gar MacConkey, agar sangue e agar chocolate. O isolamento aprimorado de
B. pseudomallei de locais com microbiota normal pode ser obtido usando o meio seletivo
Ashdown que contém agar tripticase de soja, vermelho neutro, cristal violeta e gentamicina
(GILAD; SCHWARTZ; AMSALEM, 2007). O diagnostico laboratorial da melioidose pode
ser dificil. Muitas vezes, a bactéria ndo é prontamente isolada de espécimes clinicos e pode
ndo ser identificada corretamente quando isolada. Além de ser descartada como um
contaminante da cultura ou erroneamente identificado como Pseudomonas spp. Quando
amostras clinicas ou ambientais ndo estéreis sdo cultivadas (LAU et al., 2015).

A morfologia da col6nia nas primeiras 24 a 48 h de crescimento em agar sangue revela
coldnias lisas e cremosas (HEMARAJATA et al., 2016). No agar Ashdown (Figura 5), as
colbnias sdo pontuais, planas, secas e roxas e podem ser enrugadas (EDLER et al., 2017). B.
pseudomallei é negativo para indol, vermelho de metila negativo, negativo para Voges-
Proskauer e negativo para sulfeto de hidrogénio (H.S). A caracteristica no &gar triplice ferro-
acucar € acida-alcalina com producdo de gas (HEMARAJATA et al., 2016).

Figura 5. Morfologia da col6nia de B. pseudomallei em agar Ashdown.
ASH

24 hr

Fonte: GASSIEP; ARMSTRONG; NORTON, 2020. Legenda: A esquerda, sio mostradas as culturas com 24 h

de incubacdo e, a direita, as culturas com 48 h.

2.4 Transmissao e prevencao

A transmissdo (Figura 6) geralmente é ambiental e pode ser adquirida de trés formas:
por inoculagdo percutanea através de lesdes cutaneas apds exposicdo a solos ou agua
contaminada, aquisicdo por inalacdo de aerossdis ou aspiracdo que geralmente ocorre apos
chuvas intensas e tempestades e por ingestdo de agua contaminada que é clinicamente

relevante em 4areas endémicas, particularmente de &gua potavel ndo clorada
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(CHAKRAVORTY; HEATH 2019). A incidéncia da doenca aumenta durante a estacdo
chuvosa, quando os arrozeiros tém contato regular e prolongado com solo ou &gua
contaminados, e, com isso os trabalhadores agricolas por ndo usarem roupas de protecéo,
sofrem ferimentos leves e repetidos e adquirem a doenca (LIMMATHUROTSAKUL,;
PEACOCK, 2011).

Figura 6. Modos de transmissdo e prevencdo da melioidose.

+ Usar calgado (bota com comprimento até o
joelho) e Iluvas resistentes 4 agua,
enquanto trabalha com terra, lama

Inalacéo Inoculago percutanea particularmente no campo agricola.
* Evitar o confato com solo e 4gua
Ingestdo contaminados.

Pontos de entrada: + Agua potével segura.

+ Lavar cuidadosamente vegetais e frutas.

}wa + Evitar sair em tempestade de poeira.
‘ x + Usar EPIs em laboratorio quando se
Burkholderia

1. Contato direto com solo e

agua contaminados
(através de danos por
abrasdo da pele

2. Nariz (Aerossol)

3. Ingestdo

Inoculagdo
percutanea /

Contato direto

Fonte: Adaptado de MOHAPATRA; MISHRA (2022).

Outras formas de transmissdo, foram relatadas. Dois casos adquiridos em laboratorio,
um associado a sonicagdo fora de um capuz de seguranga e outros apds o derramamento de
organismos durante a centrifugacdo (SCHLECH et al., 1981; GREEN; TUFFNELL, 1968).
Transmissdo pessoa a pessoa, tanto em um irmé&o de uma crianga com fibrose cistica quanto
uma possivel transmissdo sexual de um militar para sua parceira também foram relatados
(HOLLAND et al., 2002; MCCORMICK et al., 1975). Relatos de casos neonatais sugerem
transmissdo perinatal e um caso foi atribuido a leite materno com cultura positiva, além de

transmisséo vertical que foi comprovada em apenas uma ocasido em humanos (HALDER et
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al., 1998, LUMBIGANON et al., 1988, PUNYAGUPTA, 1989; RALPH; MCBRIDE;
CURRIE, 2004; ABBINK; ORENDI; BEAUFORT, 2001).

2.5 Fisiopatologia e fatores de viruléncia

B. pseudomallei primeiro entra e se replica nas células epiteliais da superficie da
mucosa ou da pele rompida (Figura 7), dependendo da via de entrada, e, depois se espalha
para os diversos tipos de células (KOSHY, 2020). A entrada na celula é auxiliada por
flagelos, pili tipo IV e adesinas BoaA e BoaB. O microrganismo possui multiplos sistemas de
secrecdo, o sistema de secrecdo tipo Il (T3SS), T2SS e T6SS, que sdo aparatos evolutivos
que permitem o transporte de proteinas atraves das membranas celulares em resposta ao
ambiente, e, portanto, a invasdo da célula hospedeira (WIERSINGA et al., 2018).

B. pseudomallei pode invadir e se propagar em células fagociticas e ndo fagociticas
(SANGSRI et al., 2020), as bactérias se replicam intracelularmente, causam lise ou se
espalham e infectam células adjacentes. Apds a endocitose, B. pseudomallei pode ser visto em
vesiculas endociticas e posteriormente no citoplasma onde se replica. As vesiculas entdo se
fundem com os lisossomos e acidificam rapidamente (ALLWOOD et al., 2011). A morte
bacteriana € mediada por espécies reativas de oxigénio e intermediarios reativos de nitrogénio
(KOSHY, 2020).

A disseminacdo intercelular de B. pseudomallei €é facilitada por saliéncias
membranosas a base de actina da célula hospedeira que se estende para as células vizinhas
(SRINON et al., 2019). Isso resulta na fusdo celular e na formacdo de células gigantes
multinucleares, uma marca registrada da melioidose. Além disso, 0 microrganismo pode
entrar diretamente na corrente sanguinea e infectar células apresentadoras de antigenos,
causando bacteremia e sepse. A entrada no sistema linfatico contribui para a disseminacéo
para locais secundarios (WIERSINGA et al., 2018).
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Figura 7. Patogénese da melioidose
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Fonte: Préprio autor.

B. pseudomallei produz um polissacarideo capsular extracelular, que atua bloqueando
0 acesso do receptor-1 do complemento dos fagocitos ao complemento C3b depositado na
superficie bacteriana (RECKSEIDLER; DEVINNEY; WOODS, 2005). O lipopolissacarideo
(LPS) de B. pseudomallei é resistente a defensinas lisossdmicas e peptideos catidnicos,
permitindo a sobrevivéncia no soro humano e dentro dos fagécitos (ADLER et al., 2009).
Além disso, B. pseudomallei possui outros fatores de viruléncia, como sideréforos,
fosfolipase C e formacdo de biofilme, que sdo dependentes parcialmente de uma bomba de
efluxo de multiplas drogas em B. pseudomallei que também é conhecida por ser responsavel
por conferir resisténcia antimicrobiana a aminoglicosideos e macrolideos (CHAN; CHUA,
2005). Quorum sensing (QS) é um sistema de comunicacdo dependente da densidade celular
em bactérias Gram-negativas que utiliza N-acil-homoserina lactonas (AHLs) para a
coordenacdo da expressao génica (KLAUS et al., 2018). Acredita-se que o0s biofilmes
bacterianos sejam um local ideal para a ativacdo de QS, pois € nessa fase que as populacdes
naturais estdo em suas maiores densidades celulares (SAWASDIDOLN et al., 2010). Outro
fator de viruléncia relevante para a patogénese de B. pseudomallei é a formacdo de biofilme,
pois confere maior protecdo as bactérias que o compde, tornando-as mais resistentes as
adversidades do meio que as cerca (SAWASDIDOLN et al., 2010).

2.6 ManifestacOes clinicas e fatores de risco
A melioidose afeta predominantemente pessoas com contato regular com solo e agua.
O periodo de incubacéo € de 1 a 21 dias (média de 9 dias), provavelmente depende de fatores

como viruléncia da cepa, via de transmisséo e fatores de risco do hospedeiro (WIERSINGA et
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al., 2018). As manifestacdes clinicas (Figura 8) da melioidose sdo diversas e podem variar de
uma doenga séptica fulminante aguda a melioidose crénica, com duragdo dos sintomas maior
que dois meses (KHIANGTE et al.,, 2019). Pneumonia e bacteremia sdo consideradas
caracteristicas da melioidose aguda. A melioidose crbnica é caracterizada pela presenca de
abscessos profundos, muitas vezes, semelhante a tuberculose (KOSHY, 2020). Os abscessos
tendem a ser maltiplos e geralmente ocorrem no baco, préstata, figado e rins (HUSON et al.,
2020). Uma diferenca notavel na apresentacdo clinica entre pacientes € uma parotidite
supurativa em 40% dos casos de melioidose em criancas na Tailandia e Camboja, porém €
extremamente rara na Australia (PAGNARITH et al., 2010). Na Australia, a melioidose
prostatica esti presente em cerca de 20% dos pacientes do sexo masculino e melioidose
neurolégica manifesta-se como encefalite do tronco cerebral, muitas vezes com paralisia
cranial ou como mielite com fraqueza motora periférica (CURRIE; WARD; CHENG, 2010).
Cerca de um quarto das recidivas sdo devidas a reinfeccdo, sendo o restante devido a recaida a
partir de um foco de infeccéo persistente (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2006).

Figura 8. Manifestacdes clinicas da melioidose

Fonte: Adaptado de Wiersinga et al (2018).

Vérios fatores de risco para o desenvolvimento da melioidose foram definidos, como,

pessoas acima de 45 anos, sexo masculino, devido ao maior risco de exposi¢do ambiental, uso



25

excessivo de alcool, talassemia, doenca renal, doenga pulmonar cronica e malignidades,
porém a diabetes mellitus é o principal fator de risco subjacente para o desenvolvimento da
melioidose (KOSHY, 2020). Pacientes com diabetes mellitus possuiam uma alta incidéncia de
melioidose, com até 60% dos pacientes tendo diabetes tipo 2 preexistente ou diagnosticado
recentemente (MORRIS et al., 2012). A ocorréncia da melioidose com diabetes mellitus pode
estar associada a imunidade inata deficiente de pacientes diabéticos e ao mau controle
glicémico (CHOWDHURY et al., 2022). Acredita-se que 0s pacientes diabéticos sejam
menos capazes de matar ou inativar B. pseudomallei, que pode ser desencadeado devido a
fagocitose prejudicada de B. pseudomallei, a migracéo reduzida em resposta a interleucina-8
(IL-8) e a incapacidade de retardar a apoptose/necrose (CHANCHAMROEN et al., 2009).

O uso prolongado de esteroides, incluindo remédios fitoterapicos contendo esteroide,
e a imunossupressao também podem predispor os individuos a infeccdo (CHENG; CURRIE,
2005). Um estudo australiano demonstrou que a doenga pulmonar obstrutiva cronica e o
consumo de kava, uma planta medicinal, e alcool também foram implicados na melioidose
(CURRIE; WARD; CHENG, 2010). A melioidose em adultos sem fatores de risco geralmente
ocorre naqueles que foram expostos a alta carga bacteriana, por exemplo, por aspiracdo de
aguas superficiais (WIERNSINGA et al., 2018).

2.7 Tratamento

O diagnoéstico precoce e o inicio da terapia antimicrobiana especifica para B.
pseudomallei sdo cruciais para o tratamento da melioidose, devido a rapida progressao da
doenca e a propensdo de B. pseudomallei para estabelecer infeccfes latentes, a terapia da
melioidose € feita de duas formas e demorada (MARIAPPAN et al., 2021). B. pseudomallei é
sensivel a alguns B-lactdmicos, como ceftazidima, meropenem, imipenem e amoxicilina-
clavulanato, embora a atividade bactericida dessas drogas varie, e é quase sempre sensivel a
doxiciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim, embora esses agentes possuam
apenas atividade bacteriostatica (CROWE et al., 2014). No entanto, B. pseudomallei €
resistente a penicilina, ampicilina, cefalosporinas de primeira e segunda geracao, gentamicina,
tobramicina, estreptomicina e macrolideos (CAMARGO et al., 2020).

Com isso, a terapia antimicrobiana consiste na fase inicial intensiva, que visa impedir
a morte do paciente por sepse, e na subsequente fase de erradicacao, cujo objetivo € erradicar
qualquer bactéria residual, minimizando o risco de infeccdo reincidente. A terapia intensiva

inicial deve durar no minimo 10 a 14 dias e consiste em ceftazidima (em hospitais)
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intravenosa, a cada seis horas ou meropenem (em unidades de terapia intensiva) intravenoso a
cada oito horas (SULLIVAN et al., 2020).

Ap0s a terapia intensiva inicial, a terapia de erradicacdo subsequente com antibioticos
orais é recomendada para prevenir o agravamento da doenca ou a recaida e dura geralmente
por 12 semanas. Sulfametoxazol-trimetoprim é o agente preferido para terapia de erradicacao,
e amoxicilina-clavulanato ou doxiciclina na segunda escolha (TAPIA; SANCHEZ-
VILLAMIL; TORRES, 2019). Porém, amoxicilina-clavulanato tem sido usado como

medicacdo alternativa para criancas e mulheres gravidas (CURRIE, 2015).

2.8 Resisténcia a antibidticos em B. pseudomallei

O arsenal limitado de agentes antimicrobianos disponiveis para a terapia de melioidose
é principalmente devido a resisténcia intrinseca de B. pseudomallei a muitos antibacterianos.
Os mecanismos documentados para B. pseudomallei variam de exclusdo da célula devido a
problemas de permeabilidade concedidos por constituintes do envelope celular bacteriano,
sitios-alvos alterados, que em casos raros podem incluir delecdo do alvo e formacdo de
biofilme (SCHWEIZER, 2012). Na literatura ja foi relatado que existem casos de resisténcia
aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento da melioidose, como ceftazidima e
amoxicilina-clavulanato, que sdo mediadas pela producdo de B-lactamases (RHOLL et al.,
2011; SAROVICH et al., 2012).

Esse mecanismo de resisténcia tem bastante relevancia, visto que é o Unico modo de
clivagem dos antibidticos p-lactamicos, até entdo descrito para B. pseudomallei (BANDEIRA
et al., 2013). Outra forma de resisténcia, € a incompatibilidade quimica entre as drogas e 0s
componentes fisioldgicos da parede celular, por exemplo, o LPS contribui para a resisténcia
intrinseca de alto nivel a polimixina B em B. pseudomallei, principalmente devido a
modificacdo do lipidio A pela 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (NOVEM et al., 2009).

Outra forma de limitar o contato com a droga ocorre pela expressdo de bombas de
efluxo. Nas bactérias Gram-negativas, as bombas monocomponentes transportam seus
substratos através da membrana citoplasmatica e as bombas multicomponentes abrangem todo
0 envelope celular e expelem seus substratos para o meio externo (SCHWEIZER, 2012).
Devido ao fato de que o efluxo de drogas é mais eficaz em bactérias com permeabilidade de
membrana externa reduzida (NIKAIDO; PAGES, 2012), sdo as bombas de efluxo da familia
RND que mais contribuem para a resisténcia intrinseca e adquirida em bactérias Gram-
negativas (SCHWEIZER, 2012). A B. pseudomallei codifica multiplas bombas de efluxo
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pertencentes a familia RND, porém apenas trés delas foram caracterizadas detalhadamente,
sendo essas, AmrAB-OprA, BpeAB-OprB e BpeEF-OprC (CHAN; CHUA, 2005; HAYDEN
et al., 2012). AmrAB-OprA foi a primeira bomba de efluxo caracterizada em B. pseudomallei
(MOORE et al., 1999). E responsavel pela resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos e
macrolideos. BpeAB-OprB é a bomba de efluxo que utiliza como substratos os macrolideos,
fluoroquinolonas, tetraciclinas e, em menor extenséo, cloranfenicol; a resisténcia atualmente
relatada a sulfametoxazol/trimetoprim ¢é atribuida a acdo da bomba BpeEF-OprC
(SCOFFONE et al., 2021).

Além da expressdo de bombas de efluxo, as cepas de B. pseudomallei, também podem
apresentar resisténcia conferida pela formacdo de biofilme (ADLER et al., 2013). Essa
habilidade ¢ um fator agravante, uma vez que proporciona um ambiente favoravel ao
crescimento do patogeno (HGIBY et al., 2010).

2.8.1 Biofilmes

As bactérias formam biofilmes como parte de seus mecanismos de sobrevivéncia e,
portanto, os biofilmes sdo onipresentes na natureza, podendo se desenvolver em praticamente
todas as superficies bidticas e abioticas, proporcionando a sobrevivéncia em condicdes
adversas (PERCIVAL; ALICE; COCHRANE, 2011). J4 em 1683, Antoni van Leeuwenhoek
observou e descreveu biofilmes usando seu microscopio primitivo em matéria de seus
préprios dentes. Porém, em 1970, Nils Hoiby observou uma ligacéo entre a etiologia de uma
infeccdo persistente e agregados de bactérias em pacientes com fibrose cistica (HZIBY,
2017). Os biofilmes bacterianos sdo aglomerados de bactérias que estdo ligados a uma
superficie e/ou uns aos outros e embutidos em uma matriz polimérica extracelular. Essa
matriz consiste em substancias como proteinas, polissacarideos, eDNA e agua. Dentro do
biofilme, as bactérias se adaptam a andxia ambiental e a limitacdo de nutrientes, exibindo um
metabolismo alterado, expresséo génica e producdo de proteinas, o que pode levar a uma taxa
metabolica mais baixa e reduzida de divisdo celular. Além disso, essas adaptacGes tornam as
bactérias mais resistentes a terapia antimicrobiana, inativando os alvos antimicrobianos ou
reduzindo os requisitos para a fungéo celular na qual os antimicrobianos interferem (MOSER
etal., 2017).

Os biofilmes sdo ubiquos, podendo se desenvolver em praticamente todas as
superficies bidticas e abidticas, proporcionando a sobrevivéncia a condi¢Ges adversas
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). A formagdo do biofilme (Figura 9) é complexa,
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controlado por vérios fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (KUMAR et al., 2017). A
primeira fase consiste nas células planctnicas que se aproximam da superficie sélida por
fluido ou motilidade. Nessa fase, a adesdo é mediada por interacdo hidrofobica e por forcas de
Van der Walls. Adicionalmente, nessa fase, para auxiliar na fixacdo, B. pseudomallei possui
pili tipo 1V e fimbrias que medeiam adeséo celula-a-célula, dificultando assim a remocéao do
biofilme (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2014). Depois que ocorre a ligagdo de
microrganismos a uma superficie bidtica ou abidtica e essa ligacdo se torna estavel, inicia-se
um processo de multiplicacdo e divisdo de células microbianas, iniciado por meio de
sinalizacdo quimica especifica dentro das substancias poliméricas extracelulares (EPS). Esse
processo leva a formacdo de microcolénias que, por fim, tornam-se protegidas das
adversidades do meio em que se encontram (JAMAL et al., 2018).

No desenvolvimento de microcolonias dentro do biofilme maduro, as substancias
poliméricas extracelulares continuam a ser formadas juntamente com canais de agua e poros.
Dessa forma, o objetivo desses canais € distribuir nutrientes importantes e remover residuos
das comunidades de microcoldnias do biofilme (PERCIVAL et al., 2012). Ap6s o biofilme
atingir a sua densidade maxima e o ambiente ndo for mais propicio, ocorre a dispersdo do
biofilme na forma plancténica para colonizar novos ambientes e formar novos biofilmes
(JAMAL et al., 2018).

Figura 9. Modelo esquematico das cinco etapas do desenvolvimento do biofilme.
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Fonte: Adaptado de SAUER et al., 2022.
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B. pseudomallei tem a capacidade de formar biofilme e esses biofilmes atuam como
uma barreira de difusdo para agentes antimicrobianos, que leva a uma diminuicdo nas
concentragcfes de antibidticos em seus alvos (PIBALPAKDEE et al., 2012). Além disso, a
formacgéo de biofilme e LPS de B. pseudomallei estdo associados a melioidose recidivante
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2014). Sawasdidoln et al. (2010) descobriram que o cultivo
de varias cepas de B. pseudomallei em condi¢Bes de formacgdo de biofilme pode induzir a
bactéria a ser resistente a antibidticos comumente usados para regimes de tratamento da
melioidose. Nessa perspectiva o reposicionamento de farmacos tem sido uma alternativa para
combater infeccbes causadas por microrganismos resistentes, como Burkholderia

pseudomallei, principalmente, quando associadas ao crescimento de biofilmes.

2.8.2 Fluoxetina como uma alternativa terapéutica para melioidose?

Alguns compostos medicinais sdo utilizados para a terapia de doencas ndo infecciosas
e possuem propriedades antimicrobianas, os quais sdo conhecidos como “ndo-antibidticos” e,
eventualmente, alcancam o status de droga antimicrobiana (KRUSZEWSKA; ZAREBA;
TYSKI, 2004). Esses compostos auxiliares possuem mecanismos antimicrobianos, devido a
sua capacidade de inibir o efluxo do antibi6tico antes dele agir no seu alvo pretendido. Por
exemplo, vérios estudos demonstraram o efeito antimicrobiano de drogas pertencentes a
classe dos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), como fluoxetina,
sertralina, clorpromazina, que sdo utilizados para o tratamento da ansiedade e transtorno
depressivo, sendo usados como farmacoterapia de primeira linha devido a sua seguranca,
eficacia e tolerabilidade (MACEDO et al., 2017). Os ISRS sdo drogas que, em humanos,
atuam modificando o comportamento da 5-OH-triptamina (serotonina) no espago da sinapse.

A fluoxetina é classificada como um ISRS, embora também atue em receptores de
membrana de outros neutrotransmissores (ZUO et al., 2012) e exerce seus efeitos bloqueando
a recaptacdo de serotonina nos neur6nios serotoninérgicos pre-sinapticos, bloqueando a
proteina transportadora de recaptacdo localizada no terminal pré-sinaptico (SOHEL;
SHUTTER; MOLLA, 2022). Em 1988, a fluoxetina foi introduzida no uso clinico para o
tratamento de pacientes com depressdo. Desde entdo, a fluoxetina se tornou o antidepressivo
mais amplamente prescrito do mundo. Nos anos seguintes, foi aprovado para uso no
tratamento de pacientes com transtorno obsessivo compulsivo e bulimia nervosa (ROSSI;
BARRACO; DONDA, 2004). E bem absorvido apés administracdo oral, com picos de
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concentracdo plasmética observados apds 6 a 8 horas. A fluoxetina apresenta alguns efeitos
adversos como, ins6nia, ndusea, diarreia, anorexia, sonoléncia. A maioria desses efeitos sdo
imediatos e desaparecem com o tempo, o que pode ser dependente da dose e do tempo de uso
(SOHEL; SHUTTER; MOLLA, 2022).

Muitos estudos mostram que essas drogas tém efeito antimicrobiano, atribuindo
grande parte da sua atividade a supressdo das bombas de efluxo (MCGOVERN; HAMLIN;
WINTER, 2019; BOTTEGA et al., 2020; CALDARA; MARMIROLI, 2021). Com isso,
alguns trabalhos relataram a acdo da fluoxetina nos humanos correlacionando com a sua
atividade antimicrobiana. A fluoxetina, foi relatada como um antimicrobiano para as
bactérias, de forma que o tratamento de cepas de MRSA com fluoxetina promoveu mudancas
na integridade da membrana plasmatica e possivelmente atuou em sitios especificos proximo
do DNA celular, levando a morte por apoptose (NETO et al., 2019). A fluoxetina teve um
efeito antibacteriano significativo e um potencial modulador da atividade antimicrobiana
contra bactérias multi-resistentes, como E. coli, P. aeruginosa e S. aureus (SOUSA et al.,
2018).

Para os fungos, a fluoxetina teve atividade antifungica in vitro contra cepas de
Candida spp., além de ter acdo contra a viabilidade do biofilme (SILVA et al., 2017).
Ademais, a fluoxetina mostrou sinergia em combinagdo com os az6licos contra C. albicans
resistentes, ambos in vitro e in vivo (GU et al., 2016). Adicionalmente, a fluoxetina
demonstrou atividade contra virus. De fato, essa droga foi capaz de inibir o RNA viral e as
proteinas do Coxsackievirus (ZUO et al., 2012). Outrossim, mostrou ser benéfica contra
infeccOes por COVID-19 (ALTAY et al., 2020), reduzindo os riscos de intubagdo e morte
(HOERTEL, 2021; CREEDEN et al., 2021).

Alguns mecanismos antimicrobianos ja foram propostos para a fluoxetina como,
inibicdo do crescimento celular, promove a despolarizacdo e danos ha membrana, diminui a
atividade metabolica dos biofilmes maduros, possui interagcdo sinérgica com azois e
antibioticos, desregula a atividade das fosfolipases, inibe o crescimento bacteriano e reduz a
sintese de RNA viral e proteinas (ZUO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014; GU et al., 2016;
SOUSA et al., 2018; MORAES; FERREIRA-PEREIRA, 2019; FOLETTO et al., 2020;
TEKINTAS et al., 2020).

Algumas vantagens do sinergismo entre medicamentos sdo a menor possibilidade de
um patogeno desenvolver resisténcia na combinacdo de dois ou mais compostos do que a

encontrada num Unico medicamento. Do mesmo modo, a atividade antimicrobiana dos
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medicamentos combinados é maior do que a utilizagdo individual do agente, para além de um
aumento do espectro de cobertura (VAZQUEZ-GRANDE; KUMAR, 2015). Diante disso, 0
trabalho se propds a analisar a atividade inibitoria da fluoxetina contra B. pseudomallei em
crescimento planctonico e de biofilme, bem como avaliar se o composto potencializou 0s

antimicrobianos utilizados no tratamento da melioidose.
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3 HIPOTESES

e A fluoxetina inibe o crescimento plancténico da bactéria B. pseudomallei.

e A fluoxetina erradica os biofilmes maduros e em formacéo de cepas de B. pseudomallei.

e A fluoxetina potencializa o efeito dos antimicrobianos utilizados para o tratamento da

melioidose.

4. OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.1 Obijetivo geral
Avaliar o efeito in vitro do cloridrato de fluoxetina sobre o crescimento planctonico, a

dindmica de formagdo de biofilmes e a sensibilidade antimicrobiana de B. pseudomallei.

4.2 Obijetivos especificos

1. Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) da fluoxetina e dos antimicrobianos
amoxicilina-clavulanato, meropenem e doxiciclina isolados ou combinados contra B.
pseudomallei na forma plancténica.

2. Avaliar o efeito in vitro da fluoxetina sobre a formacéo de biofilmes e sobre biofilmes
maduros de B. pseudomallei.

3. Avaliar a interacdo entre fluoxetina e os antimicrobianos amoxicilina-clavulanato (AMC),

meropenem (MER) e doxiciclina (DOX) contra biofilmes maduros de B. pseudomallei.
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5.METODOLOGIA
5.1 Isolados bacterianos

Foram utilizadas, em todas as etapas desse estudo, dezesseis cepas (16) de B.
pseudomallei, oito clinicas e oito ambientais, isoladas no estado do Ceara. Todas as cepas
pertenciam a colecdo do LAPERE, que foram identificadas previamente por método
bioquimico, no equipamento VITEK2® e através do sequenciamento da regido 16S do RNA
(BRILHANTE et al., 2012a, b). ApoOs isso, as cepas foram retiradas dos estoques e
recuperadas em caldo BHI. Para isso, os experimentos foram realizados em cabine de fluxo
laminar 11/B2, acondicionada no laboratério de nivel de Biosseguranca 3, onde ha instalagdes
fisicas necessarias, procedimentos e normas que asseguram a contencdo bioldgica deste

microrganismo.

5.2 Determinacdo da concentragdo inibitoria minima da fluoxetina e dos
antimicrobianos utilizados no tratamento da melioidose

O teste de sensibilidade com B. pseudomallei na forma planctonica foi realizado para
determinar a CIM da FLU, AMC, MER e DOX. Além disso, foi realizada a associacdo dos
antimicrobianos com a FLU na forma plancténica de B. pseudomallei para analisar a sua
interacdo. Para isso, foi utilizado a microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton (MH), em placas
de 96 pogos de fundo “U”, conforme preconizado pelo documento M100-S28 (CLSI, 2020).
As cepas foram inicialmente cultivadas em caldo BHI a 37 °C durante 48 horas. Apos esse
periodo, os inéculos bacterianos foram preparados em solucdo salina estéril, atingindo uma
turbidez de 0,5 na escala de McFarland, e diluidos em caldo Mueller Hinton a uma
concentracdo final de 5 x 10° unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL).

FLU foi testada num intervalo de concentracdo de 9,76 - 5000 pg/mL. Os antimicrobianos
foram avaliados nas seguintes concentracGes: 0,125/0,06 - 64/32 pg/mL para AMC (Sigma
Aldrich, Brazil) e 0,03 - 16 pg/mL para MER (Sigma Aldrich, Brazil) e DOX (Sigma Aldrich,
Brazil). As placas foram inicialmente preenchidas com 100 puL do caldo MH. Em seguida,
foram adicionados 100 pul. de cada droga somente na primeira coluna. A partir dessa
concentragéo inicial, foi realizada a microdiluicdo com o auxilio de uma pipeta multicanal,
homogeneizando e retirando 100 pulL da coluna 1 até a coluna 10. Posteriormente, foram
retirados 100 uL. da coluna 10 e transferidos para a coluna 12, a qual foi utilizada como

controle de esterilidade. Apds isso, 100 uL do in6culo preparado anteriormente foi adicionado
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em todos os pocos até a coluna 11, a qual foi utilizada como controle de crescimento. Em
seguida, as placas foram incubas por 24 horas.

Apols 24 horas, foi realizada a leitura visual da CIM, que foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir 100% do crescimento do microrganismo comparado ao controle
de crescimento. Para o controle das drogas, foi utilizada a cepa Escherichia coli ATCC
25922.

5.3 Efeito da fluoxetina combinada com agentes antimicrobianos na forma planctonica
de B. pseudomallei

Para a combinacdo da FLU com as drogas antimicrobianas contra B. pseudomallei na
forma plancténica, foi adicionado ao caldo Mueller Hinton a concentracdo de CIM/2 (9,76 -
156,25 pg/mL) de FLU e o ensaio foi realizado de acordo com o CLSI, conforme descrito na
secdo 5.2. As drogas antimicrobianas foram avaliadas no mesmo intervalo de concentracéo
usado no ensaio de sensibilidade plancténica, conforme descrito anteriormente. As CIMs
foram definidas como a menor concentracdo capaz de inibir 100% do crescimento visual do
microrganismo, apos 24 horas de incubacdo. As CIMs obtidas para cada droga antimicrobiana
em combinacdo com a FLU foram comparadas aquelas obtidas para os antimicrobianos
isoladamente (SIDRIM et al., 2020).

5.4 Efeito da fluoxetina na formacao do biofilme de B. pseudomallei

A formacdo do biofilme foi realizada em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo
chato, utilizando caldo BHI enriquecido com glicose a 1% e indculo bacteriano com turvacéao
6 na escala de McFarland, em uma proporcdo meio de cultura:inéculo de 1:7 (v/v). Para
avaliar o efeito da FLU na formacao do biofilme, a droga foi incorporada ao meio de cultura
em trés concentracdes, CIM, CIM/2 e CIM/4, com base nas CIMs obtidas contra cada isolado.
Em seguida, 175 pL de meio contendo FLU nas diferentes concentragdes foram adicionados
aos pogos das placas, e, entdo, 25 pulL do inoculo bacteriano foram acrescentados aos pogos e
as placas foram incubadas a 37 °C, por 48 horas (SIDRIM et al., 2020). Apds 48 horas de
crescimento, 20 puL de resazurina (0,025%) foram adicionados em todos os pogos para avaliar
a atividade metabolica dos biofilmes (SIDRIM et al., 2020).

Posteriormente, os pocos foram lavados com solucgéo estéril de tampéo salina fosfato, com
intuito de remover as células ndo aderidas. Em seguida, a biomassa do biofilme foi

quantificada pela técnica do cristal violeta, por espectrofotometria a 490 nm (SIDRIM et al.,
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2020). Os testes foram realizados em triplicata, em dois momentos diferentes. Pogos livres de
droga foram utilizados como controle de crescimento, enquanto poc¢os contendo somente
meio de cultura foram utilizados como controle de esterilidade. O efeito da FLU sobre a
formacéo de biofilme foi avaliado comparando a biomassa do controle de crescimento, onde
havia somente meio de cultura e o microrganismo, aquela dos po¢os contendo meio de

cultura, FLU e o microrganismo.

5.5 Efeito da fluoxetina e dos antimicrobianos nos biofilmes maduros de B. pseudomallei

Para avaliar o efeito da FLU sobre biofilmes de B. pseudomallei, a formagéo de biofilmes
foi inicialmente induzida, com 175 plL de BHI enriquecido com glicose a 1% mais 25 puL do
indculo bacteriano na escala 6 de McFarland e incubados por 48 horas. Apds 48 h de
crescimento, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram lavados uma vez com tampdao
salina-fosfato (PBS). Em seguida, foram adicionados 100 puL de BHI-1% glicose contendo 10
diluicdes seriadas de FLU (9,76 - 5000 pg/mL) e as placas foram incubadas por mais 24
horas. Posteriormente, foi avaliada a atividade metabodlica com resazurina (0,025%) para
determinacdo da concentracdo eliminatoria minima sobre o biofilme (CEMB), definida como
a menor concentracdo na qual ndo se detectou atividade metabdlica, e a biomassa foi
quantificada pela técnica do cristal violeta, conforme descrito anteriormente (CASTELO-
BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al., 2020).

Os testes foram realizados em duplicata, em trés momentos diferentes. Pocos livres de
droga foram utilizados como controle de crescimento, enquanto po¢os contendo somente
meio de cultura foram utilizados como controle de esterilidade. O efeito da FLU no biofilme
maduro foi avaliado comparando a biomassa do controle de crescimento, onde havia somente
meio de cultura e microrganismo, aquela dos pocos contendo meio de cultura, FLU e o
microrganismo.

Para avaliar a sensibilidade dos biofilmes maduros a antimicrobianos utilizados para tratar
melioidose, a formagdo de biofilmes foi induzida, conforme descrito acima. Apds 48 h de
incubagdo, foram adicionados 100 pL. de BHI-1% glicose contendo 10 dilui¢des seriadas de
AMC (1/0,5 - 512/256 pg/mL), MER (0,5 - 256 pg/mL) e DOX (0,5 - 256 pg/mL). As placas
foram incubadas por mais 24 h, em seguida foi avaliada a atividade metabdlica com
resazurina (0,025%) para determinar a CEMB.
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5.6 Avaliacdo por microscopia confocal dos biofilmes em formagdo e maduro de B.
pseudomallei expostos a fluoxetina

O efeito da FLU na estrutura dos biofilmes em formacéo e maduros foi avaliado por
microscopia confocal. Para tal, foram escolhidas duas cepas representativas, sendo fortes
formadores de biofilme para essa andlise (cepa clinica CEMM 03-6-038 e cepa ambiental
CEMM 03-6-041). Os biofilmes foram cultivados em placa de poliestireno de 24 pocos
contendo uma laminula de vidro (1 cm de didmetro) no fundo da placa, utilizando a mesma
metodologia descrita para a formacéo do biofilme, ajustando o volume total (indculo e caldo
BHI-1% glicose) para 1000 pL, mantendo a razdo meio de cultura: inéculo (7:1 v/v). Para
avaliar os efeitos da FLU na formacdo do biofilme, essas estruturas foram cultivadas na
presenca de FLU a 156,25 pg/mL (CIM). Quanto aos biofilmes maduros, a FLU foi
adicionada na concentracdo de CEMB (1250 ou 2500 pg/mL, para a cepa ambiental e clinica,
respectivamente), apds 48 h de crescimento do biofilme, e incubadas por mais 24 h, como
descrito anteriormente. Posteriormente, as laminulas foram colocadas em placas de Petri com
fundo de lamina, contendo corante fluorescente Live/Dead (Invitrogen™, EUA) (200 pL).
Posteriormente, os biofilmes foram avaliados sob um Microscépio Confocal Nikon C2, com
uma ampliacdo de 600x (7 campos), a 488 nm para a deteccdo do corante fluorescente
SYTO9, que identifica células bacterianas vivas, e 561 nm para a detec¢do de iodeto de
propidio, que identifica células bacterianas mortas/destruidas. As imagens Z-stack foram
analisadas com o software COMSTAT™ e os pardmetros biomassa, espessura média da
biomassa, espessura de toda a area, coeficiente de rugosidade e razdo superficie-volume
foram calculados para FLU expostos e ndo-expostos aos biofilmes (controle de crescimento)
(SIDRIM et al., 2020).

5.7 Efeito da fluoxetina sobre a sensibilidade de biofilmes de B. pseudomallei para
antimicrobianos utilizados para tratar a melioidose

Os biofilmes foram formados, conforme descrito nas seg¢Oes anteriores. Apos 48 h de
incubagdo, o sobrenadante foi descartado e os pogos foram lavados uma vez com PBS.
Posteriormente, foram adicionados 100 pL de BHI-1% glicose contendo 10 dilui¢Ges seriadas
de AMC (1/0,5 — 512/256 pg/mL), MER (0,5 - 256 pug/mL) e DOX (0,5 - 256 pg/mL). Para
avaliar o efeito da FLU sobre a sensibilidade antimicrobiana do biofilme, a droga foi
incorporada ao BHI-1% glicose a uma concentracdo fixa de CIM (19,53 — 312,5 pg/mL) e
CEMB/4 (312,5 e 625 pg/mL). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C, por mais 24 h.



37

Posteriormente, a atividade metabolica do biofilme foi avaliada, utilizando resazurina
(0,025%), visando determinar a CEMB. Finalmente, a biomassa foi quantificada pela técnica
do cristal violeta. Pocos livres de droga foram utilizados como controle de crescimento,
enquanto pogos contendo somente meio de cultura foram utilizados como controle de
esterilidade. As CEMBs obtidas para cada droga antimicrobiana em combinagdo com

fluoxetina foram comparadas aquelas obtidas para os antimicrobianos isoladamente.

5.8 Analise estatistica

Os efeitos da FLU na sensibilidade aos antimicrobianos, na formagédo de biofilme e no
biofilme maduro foram analisados usando o teste t de Mann-Whitney para dados assimétricos
e teste t ndo pareado para dados simeétricos. Um valor de P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Todas as analises foram realizadas usando o software Graphpad
Prism 9.0.
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6. RESULTADOS
6.1 Concentracdo inibitéria minima da fluoxetina e drogas antimicrobianas utilizadas no
tratamento da melioidose

A FLU apresentou CIMs variando de 19,53 a 312,5 pg/mL (média geométrica — MG =
137,20). Para os antimicrobianos, obteve-se CIM de >64/32 pg/mL para AMC, 1 pg/mL (MG
=1) para MER e de 0,25 a 0,5 pg/mL (MG = 0,28) para DOX (Quadro 1).

6.2 Efeito da fluoxetina combinada com agentes antimicrobianos na forma planctonica
de B. pseudomallei

Quando a FLU (CIM/2) foi combinada com os agentes antimicrobianos, houve
aumento significativo (P<0,05) da CIM para MER, que apresentou um intervalo de CIM de
0,03125 — 2 pg/mL (MG = 1,139), enquanto as CIMs de AMC e DOX ndo sofreram

alteracdes significativas (Quadro 1).
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Quadro 1. Concentracfes inibitérias minimas (CIMs) e concentracBes eliminatérias minimas de biofilme (CEMBSs) para fluoxetina (FLU),
amoxicilina-clavulanato (AMC), meropenem (MER) e doxicicilina (DOX) contra B. pseudomallei (n=16).

FLU AMC MER DOX
(pg/mL) (pg/mL) _ (pg/mL) _ (pg/mL) _
(ccé&a:ﬂ) Fonte Sozinha Sozinha F(I:jg;(;tltr)\a Sozinha FI(T:;)/(IeI;['Iga Sozinha Fzﬁg;(;ir;a
CIM  CEMB CIM  CEMB CIM/2 CEMB/4 | CIM CEMB CIM/2 CEMB/M4 | CIM CEMB CIM/2 CE/Z/'B
03-6-034 CLIN | 3125 2500 | 64/32 >512/256  0,125/0,06  >512/256 1 >256  0,03125 128 0,25 >256  0,03125 2
03-6-036 CLIN | 156,25 2500 | 64/32 >512/256 >64/32 256/128 1 > 256 2 128 0,25 >256 0,125 1
03-6-038 CLIN | 156,25 2500 | >64/32 >512/256 >64/32 >512/256 1 > 256 2 256 0,5 >256 0,50 32
05-5-096 CLIN | 156,25 2500 | >64/32 >512/256 0,125/0,06  >512/256 1 256 1 128 0,5 >256 0,0625 128
05-6-089 CLIN | 156,25 2500 | >64/32 >512/256  0,125/0,06 32/16 1 > 256 2 256 0,5 >256  0,03125 64
05-6-091 CLIN | 156,25 2500 | 64/32 >512/256 16/8 16/8 1 > 256 1 8 0,25 >256 0,25 2
05-6-092 CLIN | 156,25 2500 | 64/32 >512/256 >64/32 64/32 1 > 256 2 >256 0,25 >256 0,50 >256
05-6-093 CLIN | 78,12 1250 | 64/32 >512/256 64 64/32 1 > 256 2 2 0,25 >256 0,50 2
03-6-039 AMB | 19,53 1250 | 64/32 >512/256  0,125/0,06 32/16 1 16 0,06250 8 0,25 256  0,03125 256
03-6-040 AMB | 156,25 2500 | 64/32 >512/256 >64/32 1/0,5 1 > 256 2 256 0,25 >256 0,25 256
03-6-041 AMB | 156,25 1250 | >64/32 >512/256 >64/32 256/128 1 > 256 2 128 0,25 >256 0,25 >256
03-6-042 AMB | 156,25 1250 | >64/32 >512/256 >64/32 >512/256 1 > 256 2 64 0,25 256 0,25 8
06-6-043 AMB | 156,25 1250 | 64/32 >512/256 >64/32 >512/256 1 > 256 2 >256 0,25 >256 0,25 >256
03-6-046 AMB | 156,25 1250 | 64/32 >512/256 >64/32 >512/256 1 > 256 2 256 0,25 >256 0,25 >256
03-6-047 AMB | 156,25 1250 | 64/32 >512/256 >64/32 >512/256 1 > 256 2 256 0,25 >256 0,50 >256
03-6-048 AMB | 156,25 2500 | 64/32 >512/256 >64/32 256/128 1 > 256 2 8 0,25 >256 0,25 2
Média Sterfcr;‘ 137,20*  1846* 799,';2?13 >51f,¢256 19,03/9,51 181+ 1*¢ 394,87 = 1,139% 837 0,285* 4695*1 0,177 41,51

CLIN: Isolados Clinicos; AMB: Isolados Ambientais. *indica diferengas significativas (P<0,05) entre FLU e CIMs e CEMBs antibacterianos. tindica diferencas significativas
(P<0,05) entre CEMBs de drogas antimicrobianas isoladas e combinadas com FLU. ¥indica diferencas significativas (P<0,05) entre CIMs de drogas antimicrobianas isoladas
e combinadas com FLU.
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6.3 Efeito da fluoxetina na formac&o de biofilme por B. pseudomallei

A FLU, aumentou a biomassa de B. pseudomallei em formacdo na concentracdo de
CIM (Figura 10), e nao alterou em nenhuma outra concentracdo testada. No entanto, a FLU
reduziu a viabilidade do biofilme de todas as cepas nas concentracdes de CIM (19,53 — 312,5)

e CIM/2 (9,76 — 156,25), evidenciado pelo ensaio da resazurina.

Figura 10. Efeito da fluoxetina (FLU) no biofilme em formacéo de B. pseudomallei
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Legenda: Dados expressos como média e desvio padrdo da biomassa do biofilme, medido pela técnica de
coloracdo por cristal violeta. *indica diferenca estatisticamente significativas (P<0,05), quando comparado com
o controle de crescimento do biofilme sem drogas.

6.4 Efeito da fluoxetina e dos antimicrobianos no biofilme maduro de Burkholderia
pseudomallei

A FLU erradicou os biofilmes de B. pseudomallei, apresentando valores de CEMB
variando de 1250 — 2500 pg/mL. Nas concentracOes de 625 e 1250 pg/mL, houve reducdes
estatisticamente significativas (P<0,05) na biomassa do biofilme (Figura 11). Quanto aos
agentes antimicrobianos, ndo foram encontrados valores de CEMB para AMC e os intervalos
de CEMB para MER foram 16 — >256 pg/mL (MG = 394,8) e >256 pug/mL (MG = 469,5)
para DOX (Quadro 1). De maneira geral, as CEMBs da FLU e dos antimicrobianos foram

significativamente (P<0,05) maiores que suas respectivas CIMs.
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Figura 11. Efeitos da fluoxetina no biofilme maduro de B. pseudomallei
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Legenda: Dados expressos como meédia e desvio padrdo da biomassa do biofilme, medido pela técnica de
coloracéo por cristal violeta. *indica diferenga estatisticamente significativas (P<0,05), quando comparado com
o controle de crescimento do biofilme sem drogas.

6.5 Andlise da microscopia confocal da fluoxetina em biofilmes em formagdo e maduro
de B. pseudomallei

Na analise do biofilme por microscopia confocal utilizando Live/Dead, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre as concentracdes testadas tanto no biofilme em
formag@o como no biofilme maduro quando comparado ao controle de crescimento (Figura
12). Foi demonstrado que a FLU reduziu a viabilidade do biofilme no CIM e CEMB4, sem
perturbar a estrutura do biofilme.

Figura 12. Analise da microscopia confocal da fluoxetina na formacao do biofilme e biofilme
maduro de B. pseudomallei
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Legenda: A esquerda os dados apresentados das cepas BP6 e 041 e estdo representadas como média e desvio

padrédo, utilizando o teste t de Mann Whitney. E a direita, imagens obtidas a partir da microscopia confocal

evidenciando a presenca de células verdes (SYTO9) e vermelhas (iodeto de propidio).

6.6 Efeito da fluoxetina sobre a sensibilidade de biofilmes de B. pseudomallei para

antimicrobianos utilizados para tratar a melioidose

Quando as drogas foram combinadas com a FLU, na concentracdo de CIM (19,53 —
312,5 pg/mL) ndo houve redugdo de CEMB para AMC, MER e DOX. Contudo, na
concentracédo de CEMB/4 (312,5 ou 625 pg/mL), a FLU levou a redugdes estatisticamente
significativas de CEMB para AMC (P=0,0008), MER (P<0,0001) e DOX (P=0,0004).
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7. DISCUSSAO

Os biofilmes microbianos sdo comunidades complexas de bactérias ligadas a uma
superficie, envoltas por uma matriz extracelular polimérica composta, principalmente, por
polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA (MUHAMMAD et al., 2020). Os microrganismos
formam biofilme para aumentar sua capacidade de sobrevivéncia em condigdes de stress, tais
como exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), escassez de nutrientes, pH e temperaturas
elevadas e altas concentracdes de sal (YIN et al. 2019). B. pseudomallei é intrinsecamente
resistente a varios antimicrobianos e é capaz de formar biofilmes, aumentando a sua
tolerdncia as drogas antimicrobianas. Um estudo demonstrou que infec¢Bes por B.
pseudomallei apresentam altas taxas de recidiva em comparacdo com outras infeccOes
bacterianas, que podem ser relacionados com a capacidade de formacdo de biofilme dessa
espécie bacteriana (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2014).

Diante disso, o reposicionamento de farmacos tem sido descrito como uma estratégia
eficaz para superar os mecanismos de resisténcia antimicrobianas (HADERA et al. 2018).
FLU, por exemplo, é uma droga psicotropica que também apresenta atividade antimicrobiana,
ao inibir bombas de efluxo, altera a permeabilidade da membrana e danifica 0 DNA
bacteriano (DAS; BASAK; ROY, 2017; SOUSA et al., 2018; NETO et al., 2019). A extrusao
de drogas por bombas de efluxo tem sido relatada como o principal mecanismo de resisténcia
antimicrobiana em B. pseudomallei, afetando a maioria das classes de antibidticos, devido a
sinergia entre a reducdo da permeabilidade e o aumento do efluxo (SCHWEIZER et al.,
2012). Além disso, as bombas de efluxo estdo ativamente envolvidas na formacdo e
manutencdo do biofilme, uma vez que contribuem para a extrusdo de moléculas de quorum
sensing, desintoxicacao celular, entre outras funcgdes. Assim, a utilizacdo de FLU para superar
a tolerancia antimicrobiana do biofilme de B. pseudomallei parece ser uma estratégia
promissora.

Na presente pesquisa, primeiramente foi avaliado o efeito da FLU no crescimento
plancténico e na sensibilidade antimicrobiana de B. pseudomallei, demonstrando que esse
composto inibe o crescimento bacteriano, em concentragdes que variam entre 19,53 — 312,5
pg/mL. Na literatura ja foi relatada a atividade inibitéria da FLU em cepas ATCC e
resistentes de Staphylococcus aureus apresentando uma CIM de 256 e 102 pg/mL,
respectivamente. Quanto a Pseudomonas aeruginosa, a CIM de fluoxetina foi de 161 pg/mL,
tanto para cepas ATCC quanto para cepas resistentes, enquanto contra ATCC e cepas
resistentes de E. coli, a CIM de fluoxetina foi de 102 pg/mL (SOUSA et al., 2018). Foletto et
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al. (2020), descreveram CIMs de FLU variando de 32 a 256 pg/mL contra Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus epidermidis. Ademais, foram observados
CIMs de 256 pg/mL contra P. mirabilis (NZAKIZWANAYO et al., 2017). Em outro estudo,
a FLU teve acdo contra Candida spp., com CIMs variando de 9,8 - 625 pg/mL, ligeiramente
superior as encontradas no presente estudo (OLIVEIRA et al., 2014). Os valores de CIM de
FLU contra B. pseudomallei corroboram com os relatos prévios contra os demais
microrganismos.

Quanto a combinacdo da FLU com as drogas antimicrobianas contra a forma
planctonica de B. pseudomallei, observou-se que FLU aumentou significativamente as CIMs
do MER, enquanto néo alterou significativamente as CIMs de AMC e DOX. Os mecanismos
pelos quais a FLU atua sobre os microrganismos permanecem desconhecidos, embora ja se
saiba que a inibicdao das bombas de efluxo seja 0 mecanismo proposto a partir de estudos com
células humanas (MUNOZ-BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCIA-RODRIGUEZ, 2000).
Essa possivel inibi¢do da sintese da parede celular pode resultar na competi¢cdo com o MER,
diminuindo a sua atividade antibacteriana.

Foram também avaliados os efeitos da FLU nas diferentes fases de crescimento do
biofilme de B. pseudomallei. Nas fases iniciais de formacao de biofilmes, observou-se que a
FLU aumentou a biomassa do biofilme no CIM, enquanto ndo interferiu com a biomassa nas
demais concentracOes testadas (CIM/2 e CIM/4). As presentes descobertas diferem de
Tekintas et al. (2020), que relataram que a FLU, em concentracdes subinibitdrias, alterou a
biomassa do biofilme de Candida spp. Por outro lado, a FLU no CIM e CIM/2 matou
biofilmes crescentes de B, pseudomallei, enquanto aumentava sua biomassa. A razdo para
estas descobertas permanece desconhecida, mas as células de biofilme em formacao expostas
a FLU parecem compactadas, como demonstrado por analises por microscopia confocal, o
que pode indicar desidratacdo da matriz, levando ao aumento da absorbancia de cristal violeta,
dai 0 aumento da biomassa.

Quanto aos biofilmes maduros, observou-se que a FLU erradicou os biofilmes de B.
pseudomallei nas concentragdes de 1250 - 2500 pg/mL e reduziu estatisticamente a biomassa
desses biofilmes apenas nas concentragdes de 1250 e 625 pg/mL. A FLU parece mais eficaz
em prejudicar o metabolismo do biofilme e ndo em reduzir a biomassa dos biofilmes
maduros, como foi relatado para espécies de Candida (OLIVEIRA et al.,, 2018) e
demonstrado pela analise por microscopia confocal, que revelou uma estrutura de biofilme

espessa, semelhante ao controle de crescimento, com um grande nimero de células mortas. A
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FLU possui caracteristicas lipofilicas que podem justificar a ruptura da biomassa, permitindo
que as moléculas da droga penetrem no biofilme, destruindo a sua matriz e afetando a sua
viabilidade.

Além de erradicar biofilmes maduros de B. pseudomallei, FLU, no CEMB/4, também
potencializou a atividade antibiotica da AMC, MER e DOX, possivelmente perturbando a
estrutura do biofilme e expondo as células bacterianas as drogas. Outrossim, os IRSSs
prejudicam muitos processos de biossintese microbiana e sdo, portanto, sugeridos para
interferir com processos metabolicos basicos, relacionados ou ndo com a absorcdo de
substancias (MUNOZ-BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCIA-RODRIGUEZ, 2000).

A interacdo sinérgica entre a FLU e outros antimicrobianos foi demonstrada contra
espécies de Candida em combinacdo com antifingicos azolicos, e, também contra P.
aeruginosa e E. coli em combinacdo com gentamicina e eritromicina, demonstrando que a
FLU pode modular seletivamente a atividade dos antimicrobianos clinicamente utilizados
(CHARLES et al., 2017; SOUSA et al., 2018). Além disso, a FLU inibe a producdo de
interleucina-6 (IL-6) e déxido nitrico (NO), que sdo induzidos pelo LPS de bactérias Gram-
negativas (LIU et al., 2011; CHARLES et al., 2017).

O estudo demonstrou que a FLU inibe o crescimento planctonico, erradica biofilmes
em formacdo e maduros de B. pseudomallei, e torna-os mais sensiveis a AMC, MER e DOX.
Essas descobertas sugerem o reposicionamento do farmaco como uma abordagem promissora
para combater os microrganismos. Assim, mais estudos avaliando a aplicabilidade desse

medicamento contra Burkholderia pseudomallei sdo necessarios.
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8. CONCLUSAO

o Fluoxetina inibe o crescimento plancténico de B. pseudomallei

o As drogas antimicrobianas inibem o crescimento de B. pseudomallei na forma
planctonica.

o A fluoxetina erradica os biofilmes em formacdo e os biofilmes maduros de B.
pseudomallei.

o A fluoxetina potencializa a atividade dos antimicrobianos geralmente utilizados no

tratamento da melioidose contra biofilmes maduros.
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