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RESUMO

Staphylococcus aureus se caracteriza em um patdégeno humano associado a altas taxas de
infecgdo, ao qual desde a década de 1960 apresenta isolados resistentes a meticilina, que
emergiram, disseminaram-se globalmente e tornaram-se uma das principais causas de infec¢oes
bacterianas em ambientes de salde e comunitarios. Nesse sentido, o0 reposicionamento de
farmacos constitui-se como uma possibilidade terapéutica. A paroxetina, inibidor seletivo de
recaptacdo da serotonina, é alvo de pesquisa neste &mbito. Assim, o objetivo do estudo foi
avaliar a atividade antibacteriana in vitro da paroxetina frente a cepas de S. aureus sensiveis e
resistentes a meticilina na forma planctdnica e sua acao sobre biofilme formado e em formacao.
Para determinacdo das Concentraces Inibitérias Minimas (CIM) foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em caldo segundo o protocolo M07-A10 do CLSI (2015), sendo posteriormente
estabelecida a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e nivel de tolerancia da paroxetina.
Além disso, o checkerboard foi empregado para avaliacdo da interacdo farmacoldgica entre
paroxetina e oxacilina, seguido da utilizacdo de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
em células planctdnicas. Em relacdo a investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo, foram
realizados ensaios de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e molecular docking.
No que diz respeito aos ensaios em células sésseis, a acdo dos farmacos foi avaliada frente
biofilme formado e em formacao utilizando brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT), e na prevencao da formac&o de biofilme em cateter venoso periférico por
meio da contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL) e MEV. A paroxetina
apresentou CIM de 64 pg/mL, atividade bactericida e interacbes majoritariamente aditivas na
combinacédo a oxacilina. Também foi constatado evidéncias de acdo sobre material genético e
membrana, além de alteragBes morfoldgicas na célula microbiana e atividade sobre fatores de
viruléncia. A paroxetina exibiu reducdo significativa da viabilidade celular a partir de 32 pg/mL
no biofilme formado e 128 pg/mL no biofilme em formacéo e, na combinagdo com oxacilina,
verificou-se significancia a partir das CIMs associadas. A paroxetina isolada e associada a
oxacilina exibiu potencial para prevencdo da formacéo de biofilme de S. aureus em cateter
venoso periférico com reducdo de 44,81% e 94,94% em UFC/mL, respectivamente. Diante
disso, a paroxetina demonstra promissora atividade frente S. aureus, caracterizando-se como
uma possivel alternativa terapéutica.

Palavras-chave: Paroxetina. Staphylococcus aureus. Reposicionamento de farmacos.

Biofilmes. Agente antibacteriano.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is characterized as a human pathogen associated with high rates of
infection, which since the 1960s has presented methicillin-resistant isolates that emerged,
spread globally and become one of the main causes of bacterial infections in healthcare
environments and community. In this sense, the repositioning of drugs constitutes a therapeutic
possibility. Paroxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor, is the subject of research in this
area. Thus, the objective of the study was to evaluate the in vitro antibacterial activity of
paroxetine against strains of S. aureus sensitive and resistant to methicillin in planktonic form
and its action on biofilm formed and in formation. To determine the Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC), the broth microdilution technique was used according to the CLSI M07-
A0 protocol (2015), and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and tolerance level
of paroxetine were subsequently established. In addition, the checkerboard was used to evaluate
the pharmacological interaction between paroxetine and oxacillin, followed by the use of
Scanning Electron Microscopy (SEM) in planktonic cells. Regarding the investigation of
possible mechanisms of action, flow cytometry, fluorescence microscopy and molecular
docking tests were carried out. With regard to assays in sessile cells, the action of drugs was
evaluated against biofilm formed and in formation using 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-bromide tetrazolium (MTT), and in the prevention of biofilm formation in
peripheral venous catheters by counting Colony Forming Units (CFU/mL) and SEM.
Paroxetine showed MIC of 64 pg/mL, bactericidal activity and mostly additive interactions in
combination with oxacillin. Evidence of action on genetic material and membrane was also
found, in addition to morphological changes in the microbial cell and activity on virulence
factors. Paroxetine exhibited a significant reduction in cell viability from 32 pg/mL in the
formed biofilm and 128 pug/mL in the biofilm in formation and, in combination with oxacillin,
significance was verified from the associated MICs. Paroxetine alone and associated with
oxacillin showed potential for preventing the formation of S. aureus biofilm in peripheral
venous catheters with a reduction of 44.81% and 94.94% in CFU/mL, respectively. Therefore,
paroxetine demonstrates promising activity against S. aureus, characterizing itself as a possible
therapeutic alternative.

Key words: Paroxetine. Staphylococcus aureus. Drug repositioning. Biofilms. Antibacterial

agent.
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1. INTRODUGCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos desempenha um papel significativo que
apresenta alta morbidade e mortalidade (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Em analise de
Cassini et al. (2019), foi avaliada a carga de infeccOes causadas por bactérias resistentes a
antibidticos de interesse para a salde publica em paises da Unido Europeia e do Espaco
Econdmico Europeu em 2015, havendo sido estimado 671,689 infeccbes por patdgenos
bacterianos que apresentavam resisténcia, dos quais 63,5% estavam associadas aos cuidados de
salde, com 33,110 mortes atribuiveis.

Agravante a este cenario, o consumo geral de antimicrobianos aumentou durante a
pandemia de COVID-19, como destacado por Silva et al. (2021) em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) de um hospital do Rio de Janeiro, Brasil. No entanto, o uso destes
medicamentos ndo foram associados ao aumento dos agentes patogénicos que pretendiam
tratar, potencialmente contribuindo para o esgotamento do arsenal farmacoldgico. Em analise
retrospectiva de Polly et al. (2022), foi comparada a incidéncia de infeccdes associadas aos
cuidados na saude anteriores a emergéncia de COVID-19 e durante a pandemia em um hospital
de Séo Paulo, Brasil. Verificou-se que infecgdes causadas por microrganismos multirresistentes
aumentaram em 23%, com elevacdo significativa de Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémicos (+ 42%) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) (+ 46,2%).

Nesse contexto, S. aureus se caracteriza como um patégeno humano associado a altas
taxas de infeccdo (JUBEH; BREIJYEH; KARAMAN, 2020), ao qual desde a década de 1960
apresenta isolados resistentes a meticilina (SARM), os quais emergiram, disseminaram-se
globalmente e tornaram-se uma das principais causas de infec¢fes bacterianas em ambientes de
salde e comunitarios (LEE et al., 2018). No Brasil, os primeiros isolados de SARM foram
relatados no final da década de 1980, os quais demonstraram ser capazes de transferir genes
envolvidos na resisténcia a multiplas drogas e propriedades patogénicas aprimoradas
(ANDRADE et al., 2020).

De forma geral, cerca de 20% da populagdo humana estd colonizada de forma
permanente por S. aureus, sendo 20% considerados ndo portadores e 60% portadores
intermitentes (LAUX; PESCHEL; KRISMER, 2019). Estudo de Oliveira et al. (2018) avaliou
a taxa de colonizacgdo por S. aureus em UTI de um hospital do Piaui, Brasil. Foi observada
colonizagdo de 35% dos pacientes, com 31% oriundas da cavidade orofaringea e 12,8% de

locais de insercdo de cateter venoso central. Em relacdo a colonizagdo por SARM, a taxa
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correspondeu a 26,4% nestes sitios, e para S. aureus resistente a vancomicina (VRSA), foi
verificado que este estava presente em 22,4% dos pacientes.

Associado a isso, S. aureus expressa um amplo espectro de fatores de viruléncia que
estdo relacionados a sua patogénese, e é também um dos patégenos proeminentes em infeccbes
relacionadas a biofilme de dispositivos médicos residentes (AL-MEBAIRIK et al., 2016).
Diante deste contexto, infecces que estdo veiculadas a biofilme sdo reconhecidas por
possuirem resisténcia aumentada, o que € atribuido a protecdo oferecida pela matriz e as
caracteristicas fenotipicas das células bacterianas no interior desta, conferindo um nivel
adicional de complexidade ao problema da resisténcia antimicrobiana (CRAFT et al., 2019).

De acordo com O’Neill (2016), é estimado que estardo em risco 10 milhdes de vidas por
ano e um custo cumulativo para a economia global de 100 trilhdes de dolares até 2050 devido
ao aumento de infeccdes resistentes a medicamentos caso ndo sejam encontradas solugdes para
retardar esta problematica. Assim, é necessario o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (MIRO-CANTURRI; AYERBE-ALGABA; SMANI, 2019).

O reposicionamento de farmacos, o qual consiste no processo de geracdo de novas
oportunidades clinicas para medicamentos previamente aprovados (BARBAROSSA et al.,
2022), é considerado uma alternativa eficaz tendo em vista os custos reduzidos e maior rapidez
durante o processo de desenvolvimento de medicamentos. Alguns farmacos ja foram aprovados
com sucesso para novas indicacBes, e sdo principalmente para doencas parasitarias e
protozodarias. Exemplos se constituem na anfotericina B, antifungico, para o tratamento de
leishmaniose visceral, e drogas antimaléricas, clorogquina e pirimetamina, reaproveitadas para
amebiase e toxoplasmose, respectivamente (FARHA; BROWN, 2019).

Além disso, a estratégia de reposicionamento pode ser aprimorada com a utilizacao de
abordagens computacionais (HUA et al., 2022), descritas por sua aplicacdo em estagios iniciais
no processo de design de farmacos fornecendo a compreensao de sistemas quimicos de maneira
virtual de forma a complementar a analise experimental (DE AZEVEDO, 2019).
Adicionalmente, também hé a possibilidade de combinac¢do de um medicamento reposicionado
com um antibiotico para potencializacdo da atividade ou prevencédo de resisténcia (BOYD;
TENG; FREI, 2021).

Diante disso, nos altimos anos um namero crescente de estudos tem investigado a
atividade antimicrobiana de diversas classes de fa&rmacos ndo antibidticos, como os inibidores
seletivos de recaptacdo da serotonina (ISRS), destacados por demonstrar além de sua acdo tipica
sobre o sistema nervoso, atividade antimicrobiana promissora (FOLETTO et al., 2021a).
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Assim, a paroxetina, pertencente a classe dos ISRS (GUNASEKARA; NOBLE; BENFIELD,
1998), é relatada na literatura acerca da atividade frente células planctnicas de bactérias Gram
positivas e Gram negativas (FOLETTO et al., 2020, 2021b).

Tendo em vista a auséncia de estudos que investiguem de forma aprofundada acerca da
atividade antibacteriana da paroxetina sobre S. aureus, a presente pesquisa teve por finalidade
avaliar o mecanismo de acdo deste farmaco diante deste microrganismo, bem como o potencial
da paroxetina isolada e associada a oxacilina frente biofilme formado, seu potencial

antibiofilme e acerca da inibicdo da formacdo de biofilme em cateter venoso periférico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Patogenos bacterianos e a resisténcia aos antimicrobianos (RAM)

A RAM é reconhecida como um dos maiores desafios para a saude em ambito global
no século XXI (HERNANDO-AMADO et al., 2019). Diante deste contexto, 0s patdgenos
ESKAPE, os quais incluem Enterococcus spp., S. aureus, Klebsiella pneumoniae, A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., destacam-se por sua capacidade de
desenvolver resisténcia a maltiplas drogas, limitando as opgdes terapéuticas e aumentando a
morbimortalidade (FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017).

De acordo com De Oliveira et al. (2020), a aquisicdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos pelos microrganismos do grupo ESKAPE aumentou a carga de doencas e as
taxas de mortalidade por falha no tratamento, de forma que requer uma resposta global
coordenada para vigilancia da RAM. Diante deste cenario, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) definiu uma lista de prioridades (Tabela 1) para pesquisa e desenvolvimento de novos
antibidticos para bactérias resistentes (TACCONELLI et al., 2018).

Tabela 1 - Prioridades da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos para
bactérias resistentes.

Pat6geno

Resisténcia

Prioridade 1: Critica

Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae

Carbapenémicos

Carbapenémicos

Carbapenémicos
Terceira geracao de cefalosporinas

Prioridade 2: Alta

Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus

Helicobacter pylori
Campylobacter spp.
Salmonella spp.
Neisseria gonorrhoeae

Vancomicina
Meticilina
Vancomicina
Claritromicina
Fluoroquinolonas
Fluoroquinolonas
Terceira geracao de cefalosporinas
Fluoroquinolonas

Prioridade 3: Média

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Shigella spp.

Né&o suscetivel a penicilina
Ampicilina
Fluoroquinolonas

Adaptado de Tacconelli et al. (2018).
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Com base em modelos estatisticos preditivos, em 2019 houve uma estimativa de 4,95
milhGes de mortes associadas a RAM. Os seis principais patdgenos relacionados a esta
estatistica sdo Escherichia coli, sequido por S. aureus, K. pneumoniae, S. pneumoniae, A.
baumannii e P. aeruginosa, responsaveis por 3,57 milhGes de mortes associadas a RAM neste
mesmo ano (MURRAY et al., 2022).

Em estudo realizado por Thorpe, Joski e Johnston (2018) foi estimado os custos
incrementais de salde no tratamento de infeccGes resistentes entre 2002 a 2014 nos Estados
Unidos. Nesse sentido, foi constatado que a RAM adicionou $1,383 a despesa do tratamento de
um paciente com infeccdo bacteriana, estimando-se que em 2014, o custo nacional foi
correspondente a $ 2,2 bilhdes por ano. Assim, a necessidade de novos programas inovadores
de prevencdo de infeccdes, antibidticos e vacinas € enfatizada como uma prioridade

internacional.

2.2 Staphylococcus aureus: Classificacdo, estrutura e caracteristicas

De acordo com retrospectiva realizada no estudo de Lakhundi e Zhang (2018), S. aureus
foi descoberto em 1880 pelo cirurgido Alexander Ogston, havendo sido isolado de pacientes
com feridas ulceradas (OGSTON, 1881). Em 1882, Ogston denominou o termo Staphylococcus
para o género (OGSTON, 1882), e em 1884 Rosenbach dividiu o género para duas espécies, S.
aureus e S. albus (COWAN; SHAW; WILLIAMS, 1954). Estas designacdes permaneceram até
1939, quando Cowan diferenciou S. epidermidis como uma espécie separada baseado no teste
da coagulase (COWAN, 1939).

Embora o género Staphylococcus inclua 52 espécies e 28 subespécies, S. aureus é
caracterizado como o mais relevante do ponto de vista clinico (LEE et al., 2018). Estes
microrganismos demonstram-se na forma de células isoladas, pares, tétrades e cadeias curtas,
porém aparecem predominantemente em grupos semelhantes a “cachos de uvas” (PROCOP et
al., 2018). Nesse sentido, S. aureus é caracterizado por pertencer ao filo Firmicutes, classe
Bacilli, ordem Bacillales, familia Staphylococcaceae, sendo uma bactéria Gram positiva,
medindo aproximadamente 1 um de didmetro, catalase e coagulase positiva, € que ndo apresenta
motilidade (GUO et al., 2020; LAKHUNDI; ZHANG, 2018; LEE et al., 2018; PROCOP et al.,
2018; STRAUME et al., 2021).

No que diz respeito a meios de cultura, em agar sangue de carneiro as colonias de
estafilococos séo habitualmente lisas e butiraceas, exibindo um perfil convexo baixo, com borda

continua. As coldnias de algumas cepas de S. aureus podem ter pigmento amarelo ou amarelo-
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alaranjado, e exibir uma zona distinta ou difusa de -hemolise. Além disso, em &gar sal manitol
as colbnias de S. aureus podem ser detectadas por uma zona amarela ao redor destas, decorrente
da producdo de &cido a partir do manitol. A inoculacdo em &gar DNase também pode ser
utilizada para auxilio na identificacdo, tendo em vista a producdo de desoxirribonuclease por S.
aureus (Figura 1) (PROCORP et al., 2018).

Figura 1 - Perfil de crescimento e padréo bioguimico de S. aureus em meios de cultura habituais.

Cultura de S. aureus em (A) Agar sangue, (B) Agar sal manitol e (C) Agar DNase. Adaptado de Alhussein et al.
(2020), Ramandinianto, Khairullah e Effendi (2021), e Zigo et al. (2022).

2.3 Colonizagéo e condicdes clinicas infecciosas

S. aureus pode ser encontrado em diferentes sitios anatdbmicos, como na pele, reto,
vagina, trato gastrointestinal e axilas, sendo as narinas anteriores o principal reservatorio. A
partir de um sitio comensal cutaneo, S. aureus pode entrar em contato com a mucosa nasal, e
se propagar para as narinas anteriores, de forma que o hospedeiro se torne um portador nasal
deste microrganismo (SAKR et al., 2018). Aproximadamente 20% da populacdo humana esta
permanentemente colonizada por S. aureus, 20% sdo considerados ndo portadores e 60%
pertencem ao grupo de portadores intermitentes (LAUX; PESCHEL; KRISMER, 2019).

Esta bactéria é caracterizada como um patdgeno oportunista humano, a qual pode causar
diversos tipos de condicdes clinicas (Tabela 2), podendo gerar infeccbes de pele e tecidos
moles, bem como infecc¢des invasivas e mediadas por toxinas (BOSWIHI; UDO, 2018). Tendo
em vista que S. aureus frequentemente esta presente na microbiota humana, a colonizacéo por
este microrganismo aumenta de forma significativa as chances deste se tornar patogénico
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018).
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Tabela 2 - Manifestagdes clinicas da infec¢éo por S. aureus.

Fonte da Infeccao Doenca
Foliculite, impetigo, furanculos, carbinculos, abscessos,
celulite, fasciite, piomiosite, hidradenite supurativa,
Pele e tecidos moles mastite, infecgdes de feridas cirurgicas e traumaticas.
Dispositivo biomédico | Cateter intravascular e cateter urinario.
Intravascular Bacteremia, sepse, tromboflebite séptica, pericardite e
endocardite infecciosa.
Osso e articulagcbes Osteomielite septica e artrite séptica.
Respiratorio Pneumonia, empiema, sinusite e otite media.
Outras infecgdes invasivas | Meningite e infeccdo do espago cirdrgico.
Mediada por toxina Sindrome do choque téxico estafilococico, intoxicacao
alimentar, sindrome da pele escaldada estafilocdcica e
impetigo bolhoso.

Adaptado de Zurita, Mejia e Guzméan-Blanco (2010) e Procop et al. (2018).

A principio, as doencas causadas por S. aureus podem ser distinguidas entre infeccdes
piogénicas e/ou sistémicas, e doencas mediadas por toxinas. As infeccdes de pele e tecidos
moles sdo as condicOes clinicas mais comuns, variando de infec¢bes na epiderme (por ex.,
impetigo), infeccdo da derme superficial e profunda (por ex., foliculite, furinculos e
carbdnculos), e infeccdes de tecidos subcutaneos (por ex., celulite e fasciite necrosante). Dentre
as consequéncias de infeccdo por S. aureus, a sindrome da sepse estafilocdcica € a mais temida
em cenario comunitario e na bacteremia nosocomial, que pode ser adicionalmente complicada
por infeccBes metastaticas (por ex., osteomielite hematogénica e artrite séptica) e endocardite
de valvulas nativas e prostéticas (BECKER, 2018).

Em relacdo as doengas mediadas por toxinas, compreendem de forma geral a sindrome
do choque toxico estafilococico menstrual e ndo menstrual, causada pela toxina 1 da sindrome
do choque toxico (TSST-1) e algumas enterotoxinas estafilococicas (SESs), principalmente por
SEB e SEC; intoxicacdo alimentar causada por SE (SFP), e a sindrome da pele escaldada
causada por toxinas esfoliativas (ETs) (BECKER, 2018). O impetigo bolhoso também ¢é
causado por ET, a diferenca consiste que na sindrome da pele escaldada as toxinas se espalham
por via hematogénica e produzem sintomas sistémicos, em contraste a presenca de toxinas

localmente nos sitios de infeccdo na pele no impetigo bolhoso (JOHNSON, 2020).
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2.4 Mecanismos de viruléncia

S. aureus produz uma diversidade de fatores de viruléncia que lhe permite colonizar
diversos nichos e sobreviver aos desafios impostos pelo sistema imunoldgico (RUDRA;
BOYD, 2020). A regulacéo da viruléncia estafilococica envolve circuitos que detectam sinais
ambientais e influenciam na ativacdo de sistemas reguladores, os quais atuam sozinhos e em
conjunto para modulacdo da expressdo génica. Além disso, S. aureus também responde a
densidade celular por meio do quorum sensing (BALASUBRAMANIAN et al., 2017).

H& o interesse acerca da viruléncia de S. aureus desde que esta bactéria foi reconhecida
pela primeira vez no século XIX, de forma que tem se desenvolvido esfor¢cos na pesquisa para
elucidacdo dos mecanismos envolvidos (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021). Nesse contexto, a
presenca de capsula, proteinas associadas a superficie (proteina A estafilocdcica e fatores de
agregacéo), toxinas extracelulares (hemolisinas, SEs, leucocidina Panton-Valentine, TSST e
ETs), enzimas extracelulares (coagulase, estafiloquinase, nucleases, proteases e
hialuronidases), e producao de biofilme sdo caracterizados em importantes fatores de viruléncia
para S. aureus (ALGAMMAL et al., 2020; MCCARTHY et al., 2015).

A infeccdo sistémica por S. aureus frequentemente comega com a entrada da bactéria
através de uma ruptura da barreira protetora da pele ou disseminagdo de um biofilme que pode
se formar em dispositivos médicos. Na corrente sanguinea, este microrganismo pode atacar e
eliminar células imunes, como por meio de toxinas citoliticas, ou persistir nessas células para
atingir distribuicdo sistémica. Na passagem pelo figado, a bactéria é confrontada pela atividade
fagocitica das células de Kupffer e, caso sobrevivam a este estagio, podem se distribuir em
maior proporcao pela corrente sanguinea, se ligar e invadir células do tecido, o que € mediado
por proteinas de superficie. A formacdo subsequente de abcesso é afetada por diversos fatores
bacterianos, que incluem proteinas de superficie especificas, toxinas e exoenzimas (CHEUNG;
BAE; OTTO, 2021) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema representativo da infecco sistémica por S. aureus.
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Diante disso, é também relevante destacar sobre o polissacarideo capsular de S. aureus,
o0 qual impede a interacdo entre o complemento C3b ou imunoglobulinas e os receptores das
células fagociticas (NASSER et al., 2019; O’RIORDAN; LEE, 2004). Ademais, é caracterizado
que uma maior expressdo de capsula pode causar resisténcia mais acentuada a fagocitose ndo
especifica (NANRA et al., 2013; NASSER et al., 2019). E importante ressaltar, nesse sentido,
gue além dessa estratégia de evasdo do sistema imune, esta bactéria dispGe da proteina A
estafilococica, a qual é reconhecida por se ligar a imunoglobulina do hospedeiro e interromper
a resposta imunoldgica. Esta blogueia efetivamente a hexamerizacdo de IgG e subsequente
ativagcdo do complemento (CRUZ et al., 2021).

Para além disso, toxinas secretadas, como as que atuam na formacdo de poros e
superantigenos, sdo altamente inflamatorias e podem causar a morte de células leucocitarias por
citolise e delecdo clonal, respectivamente. Exoenzimas, incluindo nucleases e proteases, clivam

e inativam varias moléculas de defesa e vigilancia imunoldgica. Coagulase e estafiloquinase
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atuam como cofatores que sequestram o sistema de coagulacao do hospedeiro. Adicionalmente,
algumas toxinas e exoenzimas secretadas podem causar ruptura das barreiras endoteliais e
epiteliais através da lise celular e clivagem de proteinas de juncdo (TAM; TORRES, 2019).

Associado a isso, os fatores de agregacdo A e B, proteinas de ligacdo ao fibrinogénio
estruturalmente relacionadas e expressas na superficie de S. aureus, desempenham papel vital
na patogénese e viruléncia (DEY et al., 2021). O fator de agregacao A esta associado a inibicao
da fagocitose (HIGGINS et al., 2006), bem como a promoc¢do da ligacdo bacteriana a
biomateriais e a tecidos do hospedeiro, permitindo que ocorra a colonizagéo e formagéo de
biofilme (HERMAN-BAUSIER et al., 2018).

No que diz respeito ao fator de agregacao B, é descrito que este é responsavel por mediar
a ligacdo bacteriana aos cornedcitos da cavidade nasal, sendo demonstrado que facilita a
colonizag&o neste sitio, além de estar relacionado a estrutura e formac&o de abcesso cutaneo e
ser um determinante de viruléncia durante infeccOes de tecidos moles (LACEY et al., 2019).

Nesse contexto, também evidencia-se que a formacéo de biofilme é um pertinente fator
para a viruléncia de S. aureus (VIJAYAKUMAR et al., 2020). Assim, biofilmes podem ser
definidos em comunidades microbianas sésseis, organizadas e que estdo protegidas por uma
matriz extracelular (PARASTAN et al., 2020; SURESH; BISWAS; BISWAS, 2019). InfeccGes
associadas a biofilmes séo particularmente dificeis em relacdo ao manejo clinico, considerando
que as bactérias presentes no interior da matriz sdo mais resistentes aos antimicrobianos e a
resposta imune do hospedeiro (CRAFT et al., 2019). Nessa perspectiva, doengas relacionadas
a dispositivos medicos, implantes, feridas cronicas, osteomielite, infeccdo pulmonar e
endocardite podem surgir a partir da formacao destas comunidades microbianas por S. aureus
(PARASTAN et al., 2020).

O processo de formacdo do biofilme representado na Figura 3 é descrito por Vazquez-
Sanchez e Rodriguez-Lopez (2018), compreendendo (1) ligacdo reversivel das células por
interacOes fracas (por ex., forca de Van der Waals) a uma superficie bidtica ou abiotica; (2)
adsorcdo irreversivel a superficie por interaces hidrofilicas/hidrofobicas, forgas eletrostaticas
e interacdo acido-base de Lewis mediadas por estruturas de fixacdo (por ex., proteinas
adesivas); (3) proliferacdo de células adsorvidas e producdo de matriz exopolissacaridica
autoproduzida; (4) formacéo de um biofilme maduro, contendo canais de agua que efetivamente
distribuem nutrientes e moléculas sinalizadoras no interior do biofilme; (5) desprendimento das
células do biofilme individualmente ou em aglomerados; e, por fim, (6) disseminacdo e

colonizacao de outros nichos.
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Figura 3 - Estégios de formacéo do biofilme.
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A resisténcia a antibioticos e a capacidade de formacéo de biofilme contribuem para o
sucesso de S. aureus como patégeno humano em ambientes de salde e comunitarios, de forma
que o fenotipo do biofilme expresso por isolados clinicos deste microrganismo € influenciado
pela aquisicdo do gene de resisténcia a meticilina mecA. As cepas de S. aureus sensiveis a
meticilina geralmente produzem um biofilme dependente de adesina polissacaridica
intracelular. Em contraste, a liberacdo de DNA extracelular, expresséo na superficie celular de
proteinas ancoradas na sortase e a principal autolisina (Atl) foram implicadas no fenétipo de
biofilmes de SARM (MCCARTHY et al., 2015).

Nessa perspectiva, bombas de efluxo também tém sido relatadas como um dos
mecanismos responsaveis pela resisténcia antimicrobiana em estruturas de biofilme (SOTO,
2013). Na literatura, se tem descrito pesquisas acerca da inibicdo da bomba de efluxo NorA de
S. aureus gerando consequente influéncia sobre biofilme (MAHEY et al., 2021,
ZIMMERMANN et al., 2019).

2.5 Epidemiologia

Diversos estudos corroboram a expressiva relevancia epidemioldgica de S. aureus,
destacando a crescente disseminacdo da resisténcia a meticilina. A exemplo disso, em avaliacdo
realizada pelo Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY, foram coletados 191,460
isolados clinicos de S. aureus em 427 centros médicos de 45 paises em um periodo de 20 anos.

Foi observado que 77,146 isolados (40,3%) eram SARM, variando geograficamente de 47,0%
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na América do Norte, 38,7% na América Latina, 39,6% na Asia-Pacifico, e 26,8% na Europa
(DIEKEMA et al., 2019).

Nesse sentido, a colonizacao nasal por S. aureus é um fator de risco para a transmisséo
e desenvolvimento de infecgdes. Assim, conhecer a prevaléncia de colonizagdo por este
microrganismo é de vital importancia. Em estudo de Chen et al. (2020) foi realizado uma anélise
transversal em pacientes pediatricos na UTI de seis hospitais terciarios em Taiwan, de forma
que foi verificado colonizacao nasal por S. aureus em 26,3% dos individuos, dos quais 17,5%
correspondiam a SARM.

Em pesquisa de Soares et al. (2018) foi investigada a prevaléncia de S. aureus entre
pessoas vivendo com HIV/SIDA acompanhadas em ambulatorio terciario do estado de
Pernambuco, Brasil, de maneira que S. aureus foi isolado em 31,4% dos individuos, em que
4,4% eram SARM. Em estudo realizado por Da Silva et al. (2020) na Bahia, Brasil, foram
analisadas as caracteristicas epidemioldgicas de S. aureus entre profissionais de salde de um
hospital tercidrio, sendo verificado que dentre 240 amostras bacterianas coletadas,
aproximadamente 75% foram caracterizadas como S. aureus, e dentre estas, 16,9% dos isolados
foram reconhecidos como SARM.

A notavel versatilidade de S. aureus envolvendo patogénese e resisténcia se perpetua
por fatores geograficos e temporais, refletindo nas mudancas epidemioldgicas de SARM, que
apos décadas prevalecendo em ambientes de saude, tém surgido na comunidade (ROMERO;
DA CUNHA, 2021). Nesse sentido, Wang et al. (2019) investigou a prevaléncia deste
microrganismo em isolados adquiridos na comunidade, os quais foram recuperados de
pacientes pediatricos com infec¢des de pele e tecidos moles em Xangai, China, sendo detectado
que 45,1% dos isolados de S. aureus apresentavam resisténcia a meticilina. Em analise
retrospectiva realizada em um hospital geral de Sdo Paulo, Brasil, foi verificado que de 64
pacientes pediatricos confirmados com infecgdo por S. aureus, 17,2% obtiveram SARM
adquirido na comunidade (PENTEADO et al., 2019).

Em relacdo ao cenario nosocomial, estudo realizado por Adeyanju et al. (2022) em
hospital de ensino da Nigéria, Africa, coletou amostras das narinas anteriores, focos infecciosos
de pacientes apds 48h de admissdo e quando clinicamente indicado. Dentre 325 pacientes,
15,4% portavam isolados de S. aureus sensiveis a meticilina na admissdo, enquanto 3,7%
portavam SARM. A taxa bruta de infec¢cdo nosocomial por S. aureus foi 14,5%, sendo definidas

as densidades de infeccédo hospitalar em 35,4 e 6,2 por 1000 pacientes/dia para cepas sensiveis
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e resistentes a meticilina, respectivamente. Dentre as infec¢des hospitalares (47), predominaram
as associadas a pele e tecidos moles (40,4%), e 0ssos ou articulagdes (25,5%).

Em Minas Gerais, Brasil, foi realizado estudo em hospitais acerca da prevaléncia de
infecgBes associadas a assisténcia a saide em 28 UTIs adulto, de modo que dentre os Gram
positivos isolados, S. aureus foi obtido de 39,1% destes, com dados relatados de resisténcia a
oxacilina (SARM) em 45% (BRAGA et al., 2018). Diante deste cenério, é também importante
destacar que com a pandemia de COVID-19 foi demonstrado que S. aureus apresentou
suscetibilidade reduzida a medicamentos comumente prescritos, como tetraciclina, cefoxitina e
linezolida, de acordo com Saini et al. (2021), o qual verificou amostras de isolados bacterianos
obtidos de pacientes com SARS-CoV-2 internados em UTI de hospital terciario em Delhi,
india.

Neste contexto, igualmente importante a crescente resisténcia aos antibioticos, se tem a
problemaética da formacdo de biofilmes por S. aureus, em que dada a capacidade destes de
proteger bactérias de ambientes hostis, o biofilme acrescenta um nivel adicional de
complexidade ao problema da resisténcia antimicrobiana (CRAFT et al., 2019). Além disso,
biofilmes sdo reconhecidos por aumentarem as taxas de morbidade, mortalidade e custos,
ocorrendo frequentemente em dispositivos médicos, como cateteres intravasculares (ASSEFA,;
AMARE, 2022).

Diante disso, membros do Consorcio Internacional de Controle de Infeccdo Hospitalar
realizaram estudo prospectivo acerca das taxas de infec¢do de corrente sanguinea relacionadas
a cateter venoso periférico de curta duracdo em 100 UTIs de 41 hospitais em 9 paises da
América Latina (2010 — 2018), sendo verificado que bactérias Gram positivas correspondiam
em 49,2% no perfil de microrganismos associados a estas infeccbes, com S. aureus
representando 7,8% (ROSENTHAL et al., 2021).

Na regido central do Brasil, uma avaliacdo retrospectiva de Yoshida et al. (2019)
averiguou a densidade de infecgdes de corrente sanguinea associadas a cateter venoso central
em UTlIs adulto e pediatrica de um hospital de doengas infecciosas e dermatoldgicas. Nesse
sentido, bactérias Gram positivas representaram aproximadamente 30% dos microrganismos
isolados, com destaque para S. aureus. Assim, tendo em vista a notavel resisténcia de biofilmes
a antibidticos (SINGH et al., 2022), estudos sdo necessarios acerca das alternativas

farmacoldgicas.
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2.6 Tratamento farmacologico convencional

As infecces estafilocdcicas sdo um problema clinico comum e significativo na pratica
médica, em que a maioria das cepas de S. aureus caracterizam-se como resistentes a penicilina,
e os isolados de SARM sdo comuns em hospitais e estdo surgindo na comunidade (RAYNER,;
MUNCKHOF, 2005).

Em relagcdo aos farmacos utilizados para o tratamento de infecgdes por cepas de S.
aureus sensiveis a meticilina, inclui-se penicilinas resistentes a penicilinase (benzilpenicilina é
um agente terapéutico efetivo para os isolados ndo produtores de penicilinase), podendo ser de
escolha pra infeccbes graves, ou alternativamente associado a inibidores de B-lactamase.
Cefalosporinas de primeira geracdo (cefazolina, cefalotina e cefalexina), clindamicina,
lincomicina e eritromicina possuem importante papel em infeccBes com baixa gravidade. Os
carbapenémicos sdo usados ocasionalmente para tratar isolados de S. aureus sensiveis a
meticilina em infec¢Ges mistas, mas, em geral, devem ser considerados como agentes de reserva
para o tratamento de infec¢des estafilococicas (RAYNER; MUNCKHOF, 2005).

Os antibidticos p-lactamicos sao caracterizados em uma familia de farmacos
estruturalmente relacionados contendo o anel B-lactdmico em sua estrutura quimica, sendo
classificados de forma geral em penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos. O mecanismo de acdo destes encontra-se na inibicdo da atividade catalitica
de transpeptidases através da ligacdo a proteina de ligacdo a penicilina (PBP), gerando a
consequente inibicdo da sintese da parede celular bacteriana (LIMA et al., 2020). Além disso,
ressalta-se a combinagdo a inibidores de B-lactamase, como amoxicilina/acido clavulanico,
ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam (CARCIONE et al., 2021).

No que diz respeito as lincosamidas, constituem um pequeno grupo de antibidticos, de
forma que a lincomicina faz parte dos membros naturais desta classe, sendo a clindamicina o
derivado semissintético clorado desta. Estes farmacos exibem espectro de atividade semelhante
e compartilham o mecanismo de inibicdo da sintese proteica, atuando especificamente na
subunidade 50S do ribossomo bacteriano, afetando o processo de iniciagdo da cadeia peptidica,
podendo também estimular a dissociacdo do peptidil-RNAt dos ribossomos (SPIZEK;
REZANKA, 2017).

Embora a estrutura dos macrolideos seja diferente, seu mecanismo € semelhante ao
descrito anteriormente. A ligacdo da eritromicina com RNAr 23S bloqueia a tradugdo do

polipeptideo, gerando liberagdo prematura de intermediarios peptidil-RNAt e por conseguinte



33

atua interferindo no processo de elongagdo da cadeia peptidica (SPIZEK; REZANKA, 2017).
Diante disso, destaca-se também os farmacos para o tratamento de infecgdes por SARM.

No que concerne a terapéutica de infec¢bes causadas em pele e tecidos moles por
SARM, vancomicina, daptomicina e linezolida podem ser utilizados em quadros graves.
Clindamicina, sulfametoxazol/trimetoprim e doxiciclina sdo escolhas alternativas para
condicdes leves a moderadas, a depender da suscetibilidade apresentada pelo isolado. Para
abcessos cutaneos ndo complicados, o uso de clindamicina ou sulfametoxazol/trimetroprim
associado a inciséo e drenagem constitui uma alternativa (BAL et al., 2017; LEE et al., 2018).

Em um cenério de infecgdo associada a presenca de dispositivo médico, a orientacao
geralmente requer a sua remocdo, quando possivel (LEE et al., 2018). Em relacdo a infeccbes
sistémicas e graves, as recomendacdes atuais incluem vancomicina ou daptomicina intravenosa
para bacteremia, e vancomicina ou linezolida intravenosa para pneumonia adquirida no hospital
(BAL etal., 2017; LEE et al., 2018).

A vancomicina e teicoplanina, farmacos naturais pertencentes a classe dos
glicopeptideos, ligam-se de forma ndo covalente a porcdo C-terminal D-Ala-D-Ala do
precursor do peptideoglicano, atuando de modo a protegé-lo da acdo da enzima transpeptidase.
Além disso, o complexo glicopeptideo-D-Ala-D-Ala impede estericamente o posicionamento
da enzima transglicosilase. Nesse sentido, tanto as etapas de transglicosilacdo quanto a
transpeptidacdo durante a biossintese da parede celular sdo inibidas, prevenindo ligacdes
cruzadas adicionais, o que leva a um enfraquecimento do peptidoglicano, deixando as bactérias
suscetiveis a lise devido a alteracdes na pressdo osmotica (SARKAR; HALDAR, 2020).

No que diz respeito a daptomicina, € um antibidtico lipopeptideo ciclico e esta
funcionalmente relacionada a peptideos antimicrobianos catidnicos. Este farmaco se insere na
membrana celular de maneira dependente de Ca?*, resultando na despolarizagio da membrana,
gerando subsequente perda de componentes intracelulares (HEIDARY et al., 2018). Em
contrapartida, a linezolida, pertencente a classe oxazolidinona, atua blogqueando a formacéo do
complexo de inicia¢do durante a sintese proteica, impedindo a tradugdo do RNAm (BIALVAEI
etal., 2017).

Ademais, a associacdo sulfametoxazol/trimetoprim € uma combinacdo sinérgica
amplamente utilizada para o tratamento de infec¢Bes. Estas substancias atuam sobre etapas
sequenciais da via biossintética do acido tetraidrofdlico (THF). Nesse sentido, o sulfametoxazol
¢ um anélogo estrutural do acido p-aminobenzdico e atua inibindo a sintese do acido

diidrofélico. O trimetoprim, por outro lado, € um anélogo da porcdo pteridina do acido
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diidrofdlico e compete pela diidrofolato redutase (DHFR), inibindo a producédo do THF.
Consequentemente, o trimetoprim potencializa o sulfametoxazol (MINATO et al., 2018;
PALOMINO; MARTIN, 2016).

Em relagdo a doxiciclina, é pertencente ao grupo de antibi6ticos conhecido como
tetraciclinas, que tem seu mecanismo voltado para o bloqueio da sintese proteica atravées da
ligacdo ao RNAr 16S e da inibicdo da ligacdo de aminoacil-RNAt ao complexo RNAm-
ribossomo (CHUKWUDI; GOOD, 2019).

Diante disso, além da terapéutica utilizada no manejo clinico considerando o tratamento
direcionado para células plancténicas, é importante destacar que para biofilmes de S. aureus a
remocao fisica da fonte de infeccdo e o tratamento com antibi6ticos sdo 0s Unicos métodos
atualmente utilizados, porém nem sempre sdo bem sucedidos na erradicacdo da infeccdo
(BHATTACHARYA et al., 2015).

2.7 Desenvolvimento de resisténcia por Staphylococcus aureus

Clinicamente, um relevante problema associado a S. aureus diz respeito a aquisicao de
resisténcia contra multiplas classes de antibidticos, complicando o manejo clinico
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Tendo em vista uma perspectiva historica, em 1942, dois anos
apos a introducdo da penicilina, foi verificada resisténcia por isolados de S. aureus
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018; RAMMELKAMP; MAXON, 1942). Estas cepas sdao
reconhecidas por produzir uma lactamase codificada por plasmideo (penicilinase), a qual é
capaz de hidrolisar o anel B-lactamico da penicilina, tornando o farmaco inativo (CRAFT et al.,
2019).

Diante disso, um B-lactamico semissintético resistente a penicilinase foi desenvolvido e
introduzido na clinica em 1959, denominado meticilina. No entanto, em 1960 foram observados
os primeiros relatados de isolados de SARM (JEVONS, 1961; PEACOCK; PATERSON,
2015). A resisténcia a este farmaco é mediada pelo gene mecA e é adquirida pela transferéncia
horizontal de um elemento genético mdvel, o cassete cromossémico estafilococico mec
(SCCmec). O gene mecA codifica a proteina de ligacdo a penicilina 2a (PBP2a), a qual possui
menor afinidade de ligag@o por B-lactamicos, resultando em resisténcia a essa classe (TURNER
etal., 2019).

Destaca-se que, enquanto a resisténcia associada a B-lactamase € um mecanismo de

espectro estreito, sendo apenas penicilina inativada por esta enzima, a resisténcia a meticilina
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devido a expressao de PBP2a ¢ relacionada a um amplo espectro de resisténcia, incluindo -
lactdmicos, como penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (CRAFT et al., 2019).

Tendo em vista este cendrio, a vancomicina tem sido usada como o padrdo ouro no
tratamento de infeccGes invasivas por SARM, e assim, a dependéncia da vancomicina como o
tratamento principal contra essas infeccdes levou em uma reducdo da suscetibilidade a este
farmaco em isolados de SARM (MORRISETTE et al., 2020), de forma que cepas de S.aureus
intermediario a vancomicina (VISA) e S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) tem
emergido entre espécimes clinicos (GHAHREMANI; JAZANI; SHARIFI, 2018).

A resisténcia a vancomicina desenvolveu-se lentamente apds sua introdugdo em 1958,
possivelmente relacionado ao limitado uso desta substancia até a década de 1980 (GIULIERI,
TONG; WILLIAMSON, 2020). No entanto, ja em 1996 se tem reportado isolado de SARM
com sensibilidade reduzida a vancomicina (HIRAMATSUA et al., 1997).

A resisténcia a vancomicina por S. aureus € conferida pelo agrupamento de genes vanA,
que esta associado a ligacdo entre D-Lac e D-Ala para producdo de D-Ala-D-Lac na sintese de
peptidoglicano. Tendo em vista que o alvo de acdo da vancomicina sdo as por¢des terminais D-
Ala-D-Ala, a modificagdo para D-Ala-D-Lac leva a uma diminui¢do de quase 1000 vezes na
afinidade com a vancomicina (CONG; YANG; RAO, 2020).

Agravante a esta questdo, embora a daptomicina se configure em outra alternativa
terapéutica, foi demonstrado que o desenvolvimento de resisténcia a vancomicina pode levar a
ndo suscetibilidade a daptomicina (MORRISETTE et al., 2020; THITIANANPAKORN et al.,
2020). A reducéo da suscetibilidade cruzada de SARM a daptomicina e vancomicina esta
associada a mutacGes no Multiple peptide resistance factor (mprF), mediada principalmente
pela alteracdo da carga superficial bacteriana e aumento da producéo de lisil-fosfatidilglicerol,
enquanto o0 aumento da espessura da parede celular também estd envolvido
(THITIANANPAKORN et al., 2020). Nesse sentido, a terapia combinada tem sido uma
alternativa proposta neste cenario de resisténcia (MORRISETTE et al., 2020).

2.8 Novas estratégias terapéuticas

O demorado processo para a descoberta de medicamentos convencionais,
correspondente a aproximadamente 20 anos para a chegada ao mercado, e 0s custos exorbitantes
(cerca de $ 5 bilhdes) demandam a utilizacdo de estratégias alternativas e menos dispendiosas
(KAUL et al., 2019). Nesse sentido, pesquisadores comegaram a propor e implementar meios
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inovadores para reducdo de tempo e custos no desenvolvimento de medicamentos (KIRIENKO;
RAHME; CHO, 2019).

O reposicionamento ou redirecionamento de medicamentos ja aprovados é uma
abordagem que tem ganhado destaque, baseando-se na hipdtese de que 0os compostos podem
ter novos mecanismos de acdo para os quais ainda ndo se desenvolveu resisténcia. Além disso,
associar duas ou mais substancias com modos de agdo diferentes ou sinérgicas se caracteriza
em uma alternativa para melhorar a eficacia dos esquemas de antibidticos disponiveis e
aumentar a taxa de sucesso do reposicionamento de drogas (KIRIENKO; RAHME; CHO,
2019).

Assim, o objetivo do reposicionamento de medicamentos é determinar novas indicacdes
clinicas, estabelecendo novas oportunidades para desenvolvimento de farmacos com menor
demanda financeira (HUA et al., 2022). Diante deste contexto, é também ressaltado o prop6sito
em encontrar novas relacfes droga-doenga, de forma que varios métodos foram desenvolvidos
com este intuito, incluindo metodologias computacionais, métodos experimentais biolodgicos e
a combinacdo de ambos, sendo a abordagem associada reconhecida por melhorar a eficiéncia
do reposicionamento de medicamentos (HUA et al., 2022; XUE et al., 2018).

A abordagem in silico € uma Util estratégia para a identificacdo de oportunidades neste
ambito, em que a analise computacional baseada em molecular docking tem sido adotada para
a descoberta de novos antimicrobianos (FARHA; BROWN, 2019). Nesse sentido, molecular
docking caracteriza-se em um método que envolve estudo do reconhecimento e interaces
moleculares, além de avaliagdo da conformacdo de um complexo receptor-ligante
(AGNIHOTRY et al., 2020).

Ademais, tendo em vista a capacidade de S. aureus em formar biofilmes (CRAFT et al.,
2019) e o aumento do uso de implantes médicos, ha preocupacdo para 0 concomitante
surgimento de infeccOes relacionadas a esses dispositivos por biofilme de S. aureus,
comumente associado a superficies artificiais, incluindo proteses ortopédicas, valvulas
cardiacas, marcapassos e cateteres vasculares (BHATTACHARYA et al., 2015).

A fim de prevenir a formacdo de biofilme, metodologias foram desenvolvidas para
obtencdo de biomateriais anti-infecciosos, compreendendo superficies anti-incrustantes que
repelem microrganismos por meio de modificacdes fisico-quimicas e abordagens que utilizam
revestimentos antimicrobianos capazes de interferir em vias bioldgicas (RICARDO et al.,
2020). A exemplo disso, Lorente et al. (2014) verificou que cateteres impregnados com

clorexidina-sulfadiazina de prata reduziram a incidéncia de infecgcdes de corrente sanguinea
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relacionadas a cateteres e custos associados a cateter venoso central. Desse modo, a

impregnacéo de cateteres pode fornecer uma alternativa terapéutica na prevencao de infecgdes.

2.9 Alvos promissores na pesquisa de antibacterianos frente Staphylococcus aureus

A maioria dos antibidticos em uso clinico visa de forma seletiva um ou mais processos
bioguimicos essenciais para a viabilidade de S. aureus, por exemplo, sintese da parede celular,
sintese de proteinas, replicacdo de DNA, sintese de RNA ou processos metabolicos, como
sintese de acido folico. Ademais, componentes de outros processos celulares fundamentais
também tém sido sugeridos como alvos para novos antibiéticos no tratamento de infecgdes por
S. aureus (LADE; KIM, 2021).

Diante disso, alvos tem sido propostos desde o processo de divisdo celular, como por
Ragunathan et al. (2019) utilizando a proteina FtsA, caracterizada por atuar ancorando a
proteina FtsZ a membrana citoplasmatica. O processo € iniciado com FtsZ, o qual é
polimerizado em uma estrutura denominada anel Z e atua formando o complexo de diviséo
celular. Nesse sentido, a atividade de FtsZ esta sujeita a regulacdo, de modo que FtsA atua como
fator estabilizador (TRIPATHY; SAHU, 2019). As interacdes proteina-proteina, como ocorre
entre FtsZ e FtsA, sdo vitais para a sobrevivéncia bacteriana e, portanto, apresentam potencial
para a identificacdo de novos agentes antimicrobianos (BELETE, 2019).

A enzima DHFR é considerada, também diante deste contexto, foco de pesquisa tendo
em vista a importancia em multiplas fungdes celulares, como em vias biossintéticas de purinas,
timidina, metionina, glicina, acido panteténico e N-formil-metionina tRNA, sendo responsavel
pela catalise do NADPH reducédo dependente de diidrofolato a THF (SAHASRABUDHE et al.,
2017). Nesse sentido, DHFR atua na tradugcdo do DNA, transcricdo de RNA, replicacédo de
proteinas e no controle da proliferacdo celular, havendo assim potencial desta enzima para
descoberta de novos agentes antibacterianos (HE et al., 2020).

Em especial, no que diz respeito ao DNA, é amplamente destacado como alvo de
antimicrobianos (BOLHUIS; ALDRICH-WRIGHT, 2014), tendo em vista que regula muitos
processos bioquimicos que ocorrem no sistema celular, e que ha conexao de que uma molécula
gue interage com 0 DNA também exibe grandes atividades bioldgicas, com relatado por Meti
et al. (2017), o qual realizou estudo de molecular docking com o PDB 453D.

Também neste ambito, as enzimas topoisomerases sdo alvos bem conhecidos,
realizando mudancas na topologia do DNA, troca da forma superenovelada e relaxada do DNA,

desempenhando papel essencial na replicacéo, transcricdo e outros processos celulares. Com
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base em seu alvo, estas enzimas séo divididas em dois tipos, a topoisomerase I, a qual realiza
quebra transitoria de uma fita de DNA, engquanto a topoisomerase Il corta ambas as fitas. Nesse
sentido, bactérias possuem duas enzimas semelhantes a estrutura da topoisomerase |,
denominadas DNA girase e topoisomerase IV (DIGHE; COLLET, 2020). Atualmente, a classe
das fluoroquinolonas atua na inibicdo da DNA girase bacteriana por meio da estabilizacdo do
complexo covalente enzima-DNA, no entanto, com o avancgo da resisténcia, a pesquisa sobre o
desenvolvimento de uma nova classe de inibidores da DNA girase se faz necessaria (DIGHE;
COLLET, 2020; DURDAGI et al., 2018).

Além disso, no que concerne ao RNA, aminoacil-tRNA-sintetases (ARSs), enzimas
essenciais envolvidas na sintese de proteinas, tém sido ressaltadas considerando a possibilidade
de geracdo de agentes anti-infecciosos eficazes com base em diferencas estruturais nas fendas
cataliticas de ARSs entre patdgenos e humanos (KWON; FOX; KIM, 2019). A tirosil-tRNA
sintetase (TyrRS), pertencente a classe | da familia RNAt sintetase, catalisa a aminoacilagdo do
RNALt e tem papel essencial na biossintese de proteinas. Devido ao fato de ser altamente
conservada entre procariontes e a inibicdo destas enzimas ser prejudicial para as células, é
considerada um alvo adequado para o desenvolvimento de antibidticos de largo espectro (SUN;
LV; ZHU, 2017).

Outro aspecto a ser considerado diz respeito ao apontado por Naclerio e Sintim (2020),
para 0 qual a maioria dos antimicrobianos aprovados que tem como alvo membrana celular e
sintese da parede celular visam apenas uma pequena fracdo de proteinas. Muitas outras
macromoléculas estdo ligadas a estes componentes e também sdo importantes para a viruléncia
e/ou crescimento bacteriano, tornando-as excelentes alvos para novos agentes antimicrobianos.

Nesse sentido, a PBP2a constitui o principal mecanismo pelo qual o SARM exibe sua
resisténcia devido a sua conformacdo de sitio ativo fechado, que coloca o residuo Ser 403 em
um canal estreito e inacessivel para a maioria dos B-lactdmicos. O direcionamento para seu sitio
ativo, sitio alostérico ou ambos, propde uma abordagem atraente para projetar novos
antibacterianos para infecgdes por SARM. Como exemplo, a ceftarolina, cefalosporina de
quinta geracdo, supera essa resisténcia por sua capacidade de se ligar ao sitio alostérico de
maneira covalente, levando a mudancas conformacionais que culminam na aberta do sitio ativo,
inibicdo de PBP2a e bloqueio da sintese da parede celular (SHALABY et al., 2020).

Também se tem descrito na literatura acerca de estratégias contra a viruléncia para
combate da resisténcia a terapia antibiotica convencional. A estafiloxantina € um pigmento

carotenoide amarelo conhecido por sua capacidade de atuar como antioxidante (ELMESSERI
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et al., 2022), estando associado a fluidez da membrana celular, bem como a sua estabilizag&o,
alterando a composi¢do quimica e atividade funcional, sendo um importante fator de viruléncia
para S. aureus (XUE et al., 2019). A dehydrosqualene synthase, que catalisa a primeira etapa
da via biossintética da estafiloxantina, mostrou-se um alvo para a terapia anti-infecciosa
baseada na neutralizacdo do fator de viruléncia (GAO; DAVIES; KAO, 2017).

Relacionado a esse contexto, a enzima manitol-1-fosfato desidrogenase é referida por
Nguyen et al. (2019) como chave no metabolismo do manitol por S. aureus, tendo em vista que
0 manitol é necessario para manter o redox celular e potencial osmatico, de forma que um
inibidor ou nocaute no gene que codifica esta enzima resulta em morte celular por citélise
oxidativa e/ou dependente de manitol.

No ambito de terapias anti-viruléncia também se destaca o direcionamento para toxinas
formadoras de poros, estando a leucocidina Panton-Valentine e a-hemolisina dentre as
principais (FORD; HURFORD; CASSAT, 2021). A leucocidina Panton-Valentine tem como
alvo neutrofilos polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos, de maneira que 0s poros gerados
na membrana causam efluxo do contetdo celular, levando a lise. A atividade citotoxica aos
leucdcitos permite que as bactérias infectantes sobrevivam dentro do organismo hospedeiro
durante os primeiros estagios da infecgdo, também sendo descrito que esta toxina, em baixas
concentracdes, pode estimular neutrofilos para aumentar a producdo de fatores pro-
inflamatorios NAWROTEK; KARAKULSKA; FDALKOWSKI, 2018).

Com relagéo a a-hemolisina, pode atuar contra uma ampla gama de células hospedeiras,
incluindo eritrécitos, células epiteliais, células endoteliais, células T, mondcitos e macréfagos
(TAVARES et al., 2014). Além disso, é reconhecida por induzir agregacdo plaquetaria e leséo
hepética durante a sepse por S. aureus (SUREWAARD et al., 2018), também sendo um dos
principais determinantes de viruléncia implicados na patogénese de condic¢des associadas a
infeccdes graves de pele e tecidos moles, e pneumonia necrotizante (TAVARES et al., 2014).

2.10 Paroxetina

A paroxetina € um potente ISRS, interagindo competitivamente com o mecanismo de
transporte ativo do neurotransmissor na membrana neuronal, resultando no acumulo de
serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) na fenda sinaptica e, dessa forma, atua na facilitacdo da
transmissdo serotonérgica (DECHANT; CLISSOLD, 1991; GUNASEKARA; NOBLE;
BENFIELD, 1998). Este derivado de fenilpiperidina tem pouca afinidade pelos sistemas
catecolaminérgicos, dopaminérgicos ou histaminérgicos (BOURIN; CHUE; GUILLON, 2001).
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No que diz respeito a estrutura (Figura 4), a paroxetina é composta por uma amina
secundaria que reside no anel de piperidina, que por sua vez esta ligado aos grupos benzodioxol
e fluorofenil. Possui formula quimica de C19H20FNO3HCI'1/2H20 (PubChem CID: 43815),
peso molecular correspondente a 329,4 g/mol, e ponto de fusdo entre 120 e 138°C
(KOWALSKA et al., 2021).

Figura 4 — Representacéo estrutural da paroxetina.

| LLT]
N

Fonte: PubChem

Em relacéo aos parametros farmacocinéticos, a paroxetina demonstra ser bem absorvida
apos administracdo oral. Em voluntérios saudaveis, o estado estacionario foi alcancado ap6s 7
a 14 dias em que receberam 30 mg/dia, com uma concentracao plasmatica maxima (Cmax) de
62 ug/L atingida apds 5 a 6 horas. Além disso, a paroxetina tem grande volume de distribuicao
(3 a 12 L/kg) ap6s boulos intravenoso de 5 a 10 mg, porém apenas cerca de 1% da dose
admistrada permanece livre no plasma. E extensamente metabolizada no figado, principalmente
pela isoenzima 2D6 do citocromo P450 (CYP), e possui meia-vida de eliminacdo de
aproximadamente 21 horas, sendo excretada principalmente pela via urinaria (WAGSTAFF et
al., 2002).

As indicagdes descritas para a paroxetina na literatura incluem tratamento para
depressdo, transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno do panico, fobia social, transtorno de
ansiedade generalizada, transtorno de estresse pds-traumatico, transtorno disférico pré-
menstrual e cefaleia crénica (BOURIN; CHUE; GUILLON, 2001; KOWALSKA et al., 2021).

A dose recomendada de paroxetina é de 20 mg/dia em pacientes adultos, porém, esta pode ser
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ajustada conforme a necessidade, a depender da resposta e tolerabilidade do paciente, dentro da
faixa terapéutica de 20 a 50 mg/dia (DECHANT; CLISSOLD, 1991).

Estudos relatam a atividade antimicrobiana da paroxetina, como avaliado por Nobile et
al. (2020), Costa Silvaetal. (2017), Young et al. (2003) e Lass-Florl et al. (2001) frente Candida
spp., Pereira et al. (2021) em Cryptococcus neoformans, Young et al. (2003) e Lass-Florl et al.
(2001) contra Aspergillus spp., Mufioz-Bellido; Mufioz-Criado e Garcia-Rodriguez (1996)
frente Corynebacterium urealyticum, Foletto et al. (2020) e Foletto et al. (2021a) em
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus e Bacillus cereus. Neste contexto, a paroxetina é alvo de pesquisa no ambito do
reposicionamento de farmacos (FOLETTO et al., 2021a).

Diante disso, tendo em vista os relatos da atividade antibacteriana da paroxetina na
literatura, o presente trabalho teve por finalidade avaliar a agcdo deste farmaco em células
planctdnicas, com elucidacdo dos possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade contra
S. aureus, bem como o potencial da paroxetina isolada e associada a oxacilina frente biofilme
formado, em formacao e avaliagéo sobre capacidade de prevencgédo da formacéo de biofilme de

S. aureus em cateter venoso periférico.
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3. HIPOTESES

3.1 Paroxetina apresenta atividade antibacteriana in vitro frente a cepas de Staphylococcus
aureus na forma planctonica.

3.2 Paroxetina demonstra ag¢ao bactericida frente a cepas de Staphylococcus aureus.

3.3 Paroxetina associada a oxacilina apresenta reducdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) frente a cepas de Staphylococcus aureus.

3.4 Paroxetina exibe mecanismo de acdo antibacteriano frente Staphylococcus aureus através
de acdo na integridade de membrana e no material genético.

3.5 Paroxetina isolada e associada a oxacilina apresenta atividade antibacteriana in vitro frente
biofilme formado e em formacéo de Staphylococcus aureus.

3.6 Paroxetina isolada e associada a oxacilina é capaz de prevenir in vitro a formacdo de
biofilme de Staphylococcus aureus em cateter venoso periférico.

3.7 Paroxetina ndo exibe atividade antibacteriana in vitro frente a cepas de Staphylococcus

aureus na forma planctdnica e de biofilme.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro da paroxetina frente a cepas de
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a meticilina na forma planctonica e sua acdo sobre

biofilme formado e em formacao.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da paroxetina, vancomicina e
oxacilina isoladas frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4.2.2 Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da paroxetina frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

4.2.3 Determinar a Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) da paroxetina e oxacilina associadas,
o indice da Concentracio Inibitoria Fracionada (ICIF) e analisar a interagio farmacoldgica
frente a cepas de Staphylococcus aureus.

4.2.4 Investigar o possivel mecanismo de acdo antibacteriano da paroxetina frente
Staphylococcus aureus por meio da utilizacdo de citometria de fluxo, microscopia de
fluorescéncia e molecular docking, com alvos relacionados a ciclo celular, DNA, EROs, fatores
de viruléncia, parede celular e RNA.

4.2.5 Avaliar a acdo da paroxetina isolada e associada a oxacilina frente biofilme formado e em
formacédo de Staphylococcus aureus.

4.2.6 Avaliar o potencial da paroxetina isolada e associada a oxacilina na prevencdo da
formacao de biofilme de Staphylococcus aureus em cateter venoso periférico.

4.2.7 Analisar possiveis alteracdes morfoldgicas causadas pela paroxetina isolada e associada
a oxacilina em isolado representativo de Staphylococcus aureus na forma planctdnica e de

biofilme através de microscopia eletronica de varredura.



44

5. MATERIAIS E METODOS
Na Figura 5 encontram-se esquematizadas as metodologias utilizadas no estudo, as
quais se dividiram em trés eixos principais, constituindo na avaliacdo da atividade

antibacteriana, analise do mecanismo de acdo e acerca da atividade frente biofilme.

Figura 5 - Fluxograma de metodologias empregadas.

Paroxetina
Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Concentracéo bactericida minima
Atividade antibacteriana
Interacéo farmacolégica com oxacilina

Microscopia eletrbnica de varredura

Citometria de fluxo

Mecanismo de acéo Microscopia de fluorescéncia

Molecular docking

Pré-formado

Em formacao
Atividade frente biofilme
Prevencao da formacéao de biofilme em cateter

Microscopia eletronica de varredura

5.1 Microrganismos

Foi utilizado um total de 20 isolados de S. aureus (SisGen: A78F452), dentre estes, 13
resistentes a meticilina (SARM) e 7 sensiveis a meticilina. S. aureus ATCC 6538p e SARM
ATCC 65398 foram utilizadas como controle. Todos os isolados pertencem a bacterioteca do
Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas, associado a Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal do Ceard (LABIMAN/FF/UFC).

As cepas encontravam-se, inicialmente, armazenadas em caldo Mueller Hinton
(HiMedia, Mumbai, india) suplementado com glicose (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) e
glicerina (Din&dmica, Sao Paulo, Brasil), estando estocadas a— 20°C. Para a recuperacao de cada

isolado, uma aliquota de 100 uL foi utilizada para a ressuspensdo em 1 mL de caldo Infuséo
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Cérebro e Coragéo (BHI) (HiMedia, Mumbai, india), sendo posteriormente levado a estufa por
24h a 35°C. Ap0s este periodo, foi realizada a semeadura em Agar Mueller Hinton (HiMedia,
Mumbai, India), seguido de incubac&o por 24h a 35°C. Todo o procedimento foi realizado de

acordo com as normas de biosseguranca nivel 2 (QUEIROZ, 2020).

5.2 Farmacos

Oxacilina sddica e cloridrato de vancomicina foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (MO,
USA) e dissolvidos em agua destilada estéril para os experimentos. O cloridrato de paroxetina
foi obtido de Galena Quimica e Farmacéutica (Brasil), sendo dissolvido em dimetilsulfoxido

(DMSO) na concentracao < 2,5% para uso imediato.

5.3 Testes de sensibilidade in vitro

5.3.1 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os testes de sensibilidade foram realizados por microdilui¢cdo em caldo de acordo com
o0 protocolo M07-A10 (CLSI, 2015). Em placas de poliestireno de 96 pocos, foram destinados
pocos para controle de esterilidade do meio de cultura utilizado nos ensaios, Mueller Hinton
Caldo Cation Ajustado, e controle de crescimento dos indculos. Aos ensaios realizados com
oxacilina, o meio foi suplementado com 2% de NaCl.

Nesse sentido, a partir de um repique de 18 a 24h, foi preparada a suspensdo dos isolados
em solucdo salina 0,85% de acordo com a escala 0.5 de McFarland (Probac, S&o Paulo, Brasil),
seguida de diluico destes para a concentragéo de 5 x 10° UFC/mL. Logo ap6s a diluigio seriada
dos farmacos para obtencdo das faixas de concentracGes propostas, as diluicdes finais dos
indculos foram adicionadas aos po¢os. A incubacao foi realizada a 35°C por 16 a 24h para 0s
testes com a paroxetina, oxacilina e vancomicina.

A determinacdo da CIM foi estabelecida como a menor concentracdo em que
visualmente houve inibicdo completa do crescimento microbiano. A oxacilina foi testada na
faixa de 2-0,004 pug/mL para as cepas de S. aureus sensiveis a meticilina, e de 1024-2 pg/mL
para SARM. A vancomicina foi avaliada na faixa de 64-0,125 pug/mL. A paroxetina foi testada
no intervalo de 512-1 pg/mL. Os isolados foram classificados como sensiveis ou resistentes a
oxacilina de acordo com os pontos de corte do documento M100-S31 (CLSI, 2021): <2 pg/mL
(Sensivel) e > 4 ug/mL (Resistente). Para a vancomicina, as cepas foram classificadas como

sensiveis (< 2 pg/mL) de acordo com 0 mesmo documento.
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5.3.2 Determinacdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Para a analise da CBM da paroxetina, aliquotas (8 pL) das suspensdes presentes nos
pocos em que foi verificado auséncia visual de crescimento bacteriano foram semeadas em
placas de Petri contendo agar BHI. Foi realizada a incubacdo por 24h a 35°C e a menor
concentracdo em que ndo foi verificado crescimento microbiano na superficie do meio agar foi
considerada a CBM (ANDRADE NETO et al., 2019).

5.3.3 Investigacao do nivel de tolerancia
Apbs a avaliacdo da CIM e CBM, o nivel de tolerancia da paroxetina foi determinado
através da formula: tolerancia = CBM/CIM, ao qual o agente é considerado bactericida quando

a razao resulta em < 4, e bacteriostatico em > 16 (DAS et al., 2016).

5.3.4 Avaliacao da interacdo farmacoldgica

Apos a determinagdo das CIMs isoladas da paroxetina e da oxacilina, foi realizada a
combinacdo destas drogas através da técnica do checkerboard (ODDS, 2003). A interacao foi
determinada pelo indice da Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF), de acordo com a
equagdo: ClMassociada (PRx) /ClMisolada (PRx) + Cl1Massociada (0xA) /ClMisolada (0xa), sendo realizada a
interpretacdo de acordo com os seguintes parametros: sinergismo (ICIF < 0.5), aditivo (0.5 <
ICIF < 1), indiferente (1 < ICIF < 4) e antagonico (ICIF > 4) (JORGE et al., 2017).

5.3.5 Anélise dos dados
Os testes in vitro foram realizados em triplicata em diferentes dias. A média aritmética
+ EPM foi utilizada para a determinacédo das CIMs, CBMs e ICIFs.

5.4 Testes realizados por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia

5.4.1 Preparo da suspenséo de células

Para a verificar a viabilidade celular e fragmentacdo do DNA foi utilizado o isolado
representativo SARM 9. Tendo em vista que as cepas apresentaram a mesma CIM para a
paroxetina isoladamente, foi escolhido um isolado representativo baseado na interacdo
farmacologica predominante com a oxacilina. Assim, as células de SARM foram coletadas em
fase exponencial apds incubacdo em BHI caldo a 35°C por 20h, sendo posteriormente
centrifugadas (2500 rpm por 5 minutos) e lavadas por trés vezes com solucdo salina 0,85%

(2500 rpm por 5 minutos), de forma que em seguida foi realizada a ressuspensao das células
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em BHI caldo (DO AV SA et al., 2020; SHI et al., 2007; WILLIAMS et al., 1998). As células
(5 x 10% UFC/mL) foram incubadas a 35°C por 20h com paroxetina (CIM/2, CIM e 2xCIM),

oxacilina (CIM), vancomicina (4xCIM) e paroxetina + oxacilina (CIM associada).

5.4.2 Avaliacao da viabilidade celular

A avaliacdo foi realizada através do teste de exclusdo com iodeto de propidio (IP) na
concentracdo de 2 mg/L. Apds incubagdo por 20h com os tratamentos previamente descritos,
foram retiradas aliquotas para analise por citometria de fluxo, em que a fluorescéncia celular
foi determinada utilizando o citdmetro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
Um total de 10.000 eventos foram avaliados por experimento (n = 2), com omissao de detritos
celulares da analise (DO AV SA et al., 2020; SHI et al., 2007; WILLIAMS et al., 1998).

5.4.3 Analise de fragmentacdo do DNA

O ensaio terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) foi
usado para a analise, de forma que o experimento seguiu as recomendacdes do fabricante do kit
(Roche, Switzerland). Inicialmente, as células foram tratadas e ap6s incubacéo por 20h, fixadas
com paraformaldeido 7%, penetradas com Triton X-100 1% por 10 minutos em gelo, e entdo
incubadas a 37°C com a mistura de reacdo de TUNEL por 1h. Duzentas células foram contadas
por amostra a fim de determinar a porcentagem de células positivas, as quais foram examinadas
utilizando microscopio de fluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japan) (ANDRADE NETO et al.,
2019; DWYER et al., 2012).

5.4.4 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados a partir da média aritmética £ EPM de experimentos
independentes. Os ensaios foram submetidos a analise de variancia unidirecional seguida pelo
Teste de Newman-Keuls (p < 0,05). A analise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, CA, USA).

5.5 Molecular docking
5.5.1 Design e otimizacao do ligante
A estrutura da paroxetina foi obtida no repositério Pubchem CID43815

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/43815), preparada em pH fisioldgico usando o
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cédigo MarvinSketch™  (https://chemaxon.com/products/marvin) (CHEMAXON, 2019;
CSIZMADIA, 2019) e otimizada utilizando o campo de forca MMFF94 (Merck Molecular
Force Field 94), com algoritmo steepest descente usando ciclos de 50 interacdes a partir do
cédigo Avogadro™ (http://avogadro.cc/) (HANWELL et al., 2012).

5.5.2 Obtencéo dos alvos

Para avaliar o mecanismo de agédo da paroxetina contra receptores de SARM, foram
realizadas simulacdes de molecular docking, em que foram obtidas onze estruturas de alvos
proteicos no repositorio Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), identificados como
“Staphylococcus aureus FtsA complexed with ATP” (PDB 3WQU), depositada com resolugéo
de 2.80 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli,
classificada como Structural Genomics, organismo Staphylococcus aureus subsp. aureus
MRSA252 (FUJITA et al., 2014); “Wild-type Staphylococcus aureus DHFR in complex with
NADPH and trimethoprim” (PDB 2W9G), depositada com resolucdo de 1.95 A, determinada
por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli BL21(DE3), classificada como
Oxidoreductase, organismo Staphylococcus aureus (HEASLET et al., 2009); “The twinned
3.354 structure of S. aureus Gyrase complex with Ciprofloxacin and DNA” (PDB 2XCT),
depositada com resolucdo de 3.35 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema
Escherichia coli BL21(DE3), classificada como Isomerase/DNA/Antibiotic, organismo
Staphylococcus aureus subsp. aureus N315, synthetic construct (BAX et al., 2010); “Crystal
Structure of S.A. gyrase in complex with Compound 7" (PDB 5BS3), depositada com resolugéo
de 2.65 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli,
classificada como Isomerase/DNA/RNA, organismo Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus subsp. aureus ED98 (SINGH et al., 2015); “B'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3'-Benzimidazole ~Complex” (PDB
453D), depositada com resolugdo de 1.80 A, determinada por X-Ray Diffraction e classificada
como DNA (NEIDLE et al., 1999); “Crystal structure of the C(30) carotenoid dehydrosqualene
synthase from Staphylococcus aureus complexed with bisphosphonate BPH-652”" (PDB
2ZCQ), depositada com resolucéo de 2.38 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em
sistema Escherichia coli, classificada como Transferase, organismo Staphylococcus aureus
(LIU et al., 2008); “Crystal structure of MtID from Staphylococcus aureus at 1.7-Angstrom
resolution” (PDB 5JNM), depositada com resolucdo de 1.70 A, determinada por X-Ray

Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli, classificada como Oxidoreductase,
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organismo Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu3 (NGUYEN et al., 2019); “Structure of
the Panton-Valentine Leucocidin S Component from Staphylococcus aureus” (PDB 1T5R),
depositada com resolugdo de 2.00 A, determinada por X-Ray Diffraction, organismo
Staphylococcus phage PVL (GUILLET et al., 2004); *S. aureus a-hemolysin monomer in
complex with Fab” (PDB 4IDJ), depositada com resolucio de 3.36 A, determinada por X-Ray
Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli, Homo sapiens, classificada como Immune
System, organismo Staphylococcus aureus, Homo sapiens (FOLETTI et al., 2013); “Crystal
structure of ceftaroline acyl-PBP2a from MRSA with non-covalently bound ceftaroline and
muramic acid at allosteric site obtained by soaking” (PDB 3ZFZ), depositada com resolugéo
de 2.25 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli
BL21(DE3), classificada como Hydrolase, organismo Staphylococcus aureus subsp. aureus
Mu50 (OTERO et al., 2013) e “Crystal structure of S. aureus TyrRS in complex with SB-
239629 (PDB 1J1J), depositada com resolucdo de 3.20 A, determinada por X-Ray Diffraction,
expressa em sistema Escherichia coli, classificada como Ligase, organismo Staphylococcus
aureus (QIU et al., 2001).

5.5.3 Preparacao dos alvos e procedimentos gerais de molecular docking

A preparacao dos alvos Wild-type S. aureus DHFR, S. aureus gyrase complex with DNA,
S. aureus gyrase, DNA (5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP* GP*CP*G)-3') e Acyl-
PBP2a from MRSA foi realizada a partir da metodologia de Andrade Neto et al. (2021). Foram
mantidos os ions Mg* nos alvos C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase from
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus FtsA. Quanto ao alvo S. aureus a-hemolysin,
foi mantido o Fab LTM14, um fragmento de anticorpo monoclonal humano de alta afinidade
para a toxina alfa de Staphylococcus aureus (CABALLERO et al., 2015; FOLETTI et al.,
2013). Moléculas de dgua e inibidores co-cristalizados foram removidos, os hidrogénios polares
e as cargas Gasteiger foram adicionados em todos os alvos (YAN et al., 2014) utilizando o
codigo Autodocktools ™ (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012).

O estudo de molecular docking foi realizado a partir do codigo AutodockVina (TROTT;
OLSON, 2009), utilizando Lamarkian Genetic Algorithm (LGA), Exhaustiveness 64
(MARINHO et al., 2020) e espaco de simulagdo envolvendo toda a estrutura dos alvos
proteicos por meio dos eixos (X, Y, z) e size (X, Y, z) descritos na Tabela 3 para cada alvo. Foram

realizadas 50 simulacGes independentes e a analise dos dados foi executada utilizando os
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cédigos UCSF Chimera ™ (PETTERSEN et al., 2004), Discovery studio visualizer ™ viewer
(BIOVIA, 2016) e Pymol (DELANO, 2020).

Tabela 3 - Parametros utilizados nas simulagdes de molecular docking.

Ciclo DNA EROs Fatores de Viruléncia Parede RNA
Celular Celular
Parémetros S. t\;\é:ds SQ;E;:S ° S. B?’I‘QP* ¢ ca?ogr?())i d MtID 9 \7:;2:1?;& S.aa;;rr]eaus Acyl- S.
grid box aureu; aureus complex aureusd Gf*Cf*G*P*/-i dehydrosquale Leucocidin S hemolysin pBP2aJ | aureus
EtsA DHER with gyrase P*AP*TP*TP P Component i TyrRS
b DNA © CP*GP*CP*G) ne synthase h k
n €
center_x 14.648 -4.854 17.747 -2.314 = 14.674 18.375 37.829 23.360 -46.689 1.716 -9.592
center_y 13801 | -27.085 | 37.969 | -28.737 21536 54.992 35.140 71.056 13.249 38.268 | 18.099
center z | -12.706 | 4.446 24799 | -27.418 9.84 38.404 18.453 23.875 40.756 44556 | 93.967
size_x 106 90 126 126 52 108 92 126 76 116 74
size_y 82 90 126 126 52 100 102 126 62 84 114
size_z 126 86 126 126 86 116 126 126 126 126 92
a. Estrutura cristalina de S. aureus FtsA - PDB ID: 3WQU.
b. Estrutura cristalina de Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G
c. Estrutura cristalina de S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT
d. Estrutura cristalina de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3
e. Estrutura cristalina de DNA(5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") - PDB ID: 453D
f. Estrutura cristalina de C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ
g. Estrutura cristalina de MtID - PDB ID: 5JNM
h. Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R
i. Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 41DJ
j.  Estrutura cristalina de Acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ
k. Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J

Cada simulacéo de molecular docking gera 20 poses, sendo a Best Pose selecionada a
partir da energia de afinidade (kcal/mol) com valores iguais ou inferiores a -6.0 kcal/mol
(SHITYAKOV; FORSTER, 2014) e do Root Mean Square Deviation (RMSD) com valores
até 2 A (YUSUF et al., 2008), sendo o RMSD um critério de validacdo das simulacbes
realizadas. A estabilidade dos complexos receptor-ligante formados foi avaliada utilizando a
energia de afinidade (AG) (equacdo 1), em que a partir dela foram determinados os valores das
constante de inibicdo (Ki) (equagéo 2) de cada complexo formado (KADELA-TOMANEK et
al., 2021). Ki é a constante de inibi¢do, AG ¢ a energia livre de ligacdo (kJ.mol™?), R é constante
do gas (8.32 J.mol*K™?) e T a temperatura absoluta (298K).

AG = —RTInK
K; = e(46/RD)

1)
)

Também foi avaliada a forca das ligagdes de hidrogénio por meio dos valores das

distancias entre os atomos doadores e receptores, sendo consideradas ligagdes fortes (Strong)
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as interagdes que ficaram entre 2.5-3.1 A, moderadas (Average) entre 3.1-3.55 A e classificadas

como fracas (Weak) as ligacdes com distancias superiores a 3.55 A (IMBERTY et al., 1991).

5.6 Ensaios frente biofilme

5.6.1 Biofilme formado

A partir dos resultados obtidos nos ensaios frente células planctonicas, foi avaliada a
acao da paroxetina isolada e associada a oxacilina frente biofilme. As concentracdes a serem
testadas no biofilme pré-formado e em formacéo foram padronizadas, de forma que em relagéo
a paroxetina, corresponderam a CIM/2, CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM. Na associacao entre
paroxetina e oxacilina, foi testado CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM das drogas combinadas. Por
fim, para efeito de comparacéo, a oxacilina foi testada isoladamente nas concentracfes em que
estava presente na associagao.

O protocolo de formagéo do biofilme bacteriano foi executado segundo Andrade Neto
et al. (2021) e Do Av Sé et al. (2020), com poucas modificagdes. Inicialmente, as cepas foram
semeadas em agar Mueller Hinton e posteriormente colocadas em tubos contendo Caldo
Triptona Soja (TSB) (Kasvi, Parana, Brazil) suplementado com 2% de glicose (Isofar, Rio de
Janeiro, Brazil) por 24h a 35°C. Ap6s o periodo de incubacdo, os tubos contendo meio de cultura
e microrganismo foram centrifugados (2500 rpm por 5 minutos) e o concentrado de células
lavado com solucdo salina 0,85%, procedimento o qual foi realizado por trés vezes. Feito isso,
foi preparado in6culo equivalente a escala 1 de McFarland em TSB suplementado com 2% de
glicose.

Em microplacas de poliestireno de 96 pogos, foram adicionados 200 pL do in6culo,
sendo estas incubadas por 48h a 35°C. Em seguida, os pogos foram lavados com solucdo salina
0,85% e a estes foram adicionados 200 pL das dilui¢Bes das drogas, sendo a incubacéo por 24h
a 35°C. Para avaliacdo da viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de reducdo do brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT).

Assim, apo6s a retirada do sobrenadante e lavagem com solucdo salina 0,85%, foram
adicionados 100 pL de MTT aos pogos, permanecendo por 2h a 35°C. Apos este periodo, 0
sobrenadante foi retirado e foram adicionados 150 pL de DMSO aos pocos para dissolver o sal
de formazan. 100 pL de DMSO foram transferidos para uma nova microplaca de 96 pogos para
leitura em 492 nm (Asys UVM 340, Cambridge, UK).



52

5.6.2 Atividade antibiofilme

Os ensaios foram realizados de acordo com Brambilla et al. (2017) e Queiroz et al.
(2021). A partir do indculo preparado em TSB suplementado com 2% de glicose, descrito
anteriormente, foram colocados 100 pL do in6culo e 100 pL das diluicBes das drogas em
microplacas de poliestiereno de 96 pogos. Apos incubagdo por 48h a 35°C, os pocos foram
lavados com solucéo salina 0,85% e adicionado 0 MTT para andlise da viabilidade celular, da

mesma forma referida anteriormente.

5.6.3 Impregnacédo de fragmentos de cateter

As concentracdes utilizadas para o ensaio foram baseadas na maior CIM associada de
um isolado representativo, o qual correspondeu a SARM 9. Assim, o0s cateteres foram
impregnados na 8XCIM associada (256 pg/mL de paroxetina + 1024 pg/mL de oxacilina), e nas
concentracdes isoladas dos farmacos, correspondendo a 256 pg/mL de paroxetina e 1024
pg/mL de oxacilina.

A partir de fragmentos de 0,5 cm de cateter intravenoso periférico (Jelco 18G
Descarpack), foi realizada a impregnagao dos farmacos. A metodologia foi realizada de acordo
com Fisher et al. (2015) e Nair et al. (2016), com modificacdes. As drogas utilizadas foram
dissolvidas em cloroférmio e diluidas nas concentracdes estabelecidas para o teste, de forma
que em seguida, os fragmentos de cateter foram submersos nesta solugdo por 24h. Apés este
periodo, os cateteres foram colocados em placas de Petri estéreis e deixados para secar por 24h
a 35°C. Fragmentos de cateter foram submersos no cloroférmio, porém sem a diluicdo das
drogas, de forma a serem utilizados posteriormente como controle de crescimento do biofilme

bacteriano.

5.6.4 Avaliacéo do efeito de cateteres impregnados contra a formacao de biofilme

Ap0s o processo de impregnacgdo nos cateteres, estes foram colocados em placa de 24
pocos de poliestireno, e submersos em indculo (SARM 9) preparado em TSB suplementado
com 2% de glicose, como descrito anteriormente, e incubado por 48h a 35°C. Em seguida, 0s
cateteres foram lavados com solucéo salina 0,85%, colocados em 1 mL desta solugéo e agitados
em vortex por 1,5 minuto, sendo 10 pL semeados em placas de Petri contendo &gar Sal Manitol
(Kasvi, Parand, Brazil). Feito isso, as placas foram incubadas por 48h a 35°C, sendo realizada

a contagem de coldnias e conversdo para UFC/mL (IWATA et al., 2021).
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5.6.5 Analise estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados analisados a partir da média
aritmética = EPM de experimentos independentes, sendo submetidos ao ANOVA seguido pelo
teste de Tukey, em que p < 0,05 foi considerado significativo. Toda a andlise estatistica foi
realizada pelo programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, CA, USA).

5.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

5.7.1 Células planctbnicas

Para a realizacdo do MEV, também foi utilizado o isolado SARM 9. O protocolo foi
realizado segundo Do AV S4 et al. (2020) e Queiroz et al. (2021), com algumas modificagdes.
Inicialmente foi preparado um indculo na concentracdo de 5 x 10° UFC/mL em TSB
suplementado com 2% de glicose. As células foram tratadas com paroxetina (CIM), oxacilina
(CIM) e paroxetina + oxacilina (CIM associada) por 20h a 35°C. Feito isso, em laminulas de
vidro previamente tratadas com silano 2,5%, as células foram adicionadas e fixadas utilizando
glutaraldeido 2,5%, com incubagdo overnight a 4°C. Em seguida, as laminulas foram lavadas
duas vezes com solucdo tampdo cacodilato 0,1 M e entdo desidratadas com etanol em
concentragdes de 30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100% por 10 minutos cada. Por fim, com as laminulas
em temperatura ambiente, estas foram cobertas com hexametildisilazano (HMDS) até a
secagem completa do reagente. As laminulas foram revestidas com camada de ouro (Emitech,
East Sussex, UK; Q150T) (10 nm) e examinadas em microscépio FEI Quanta 450 FEG.

5.7.2 Cateteres impregnados

As etapas de preparo do inéculo em TSB suplementado com 2% de glicose e da
impregnacdo dos cateteres foram realizadas como previamente descrito na se¢do 5.6. Nesse
sentido, em uma placa de 12 pogos de poliestireno foram adicionados os cateteres, 0s quais
permaneceram submersos no inéculo (SARM 9) por 48h a 35°C. Em seguida, as etapas de
fixacdo e desidratagdo seguiram o mesmo protocolo descrito no item anterior (5.7.1). As

amostras também foram analisadas no microscopio FEI Quanta 450 FEG.
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6. RESULTADOS
6.1 Atividade frente células plancténicas de Staphylococcus aureus

6.1.1 Paroxetina apresenta acdo antibacteriana frente isolados de S. aureus sensiveis e
resistentes a meticilina

A paroxetina exibiu CIM correspondente a 64 pug/mL em todos os isolados testados. No
que diz respeito a oxacilina, a CIM variou entre 0,125 a 2 pug/mL para as cepas sensiveis, e
entre 8 a 1024 pg/mL para as resistentes (SARM). Todos os isolados apresentaram-se sensiveis
a vancomicina, com CIM na faixa de 0,5 a 2 pg/mL. Em relacdo a CBM da paroxetina, 0s

valores variaram entre 64 a 256 pg/mL (Tabela 4).



Tabela 4 - Valores de CIM, CBM e nivel de toleréncia da paroxetina, e associacao entre paroxetina e oxacilina frente a isolados de S. aureus.
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Cepas?

. aureus ATCC 6538P
.aureus 1

. aureus 2

.aureus 3

. aureus 42

.aureus 5

S. aureus 6

SARM ATCCtm 65398
SARM 1

SARM 24

SARM 3

SARM 4

SARM 5

SARM 6

SARM 7

SARM 82

SARM 9*:4

SARM 10

SARM 11

SARM 12

nNnw;mwmwmumwm

CIMP® (ug/ml)
Isolado ¢

PRX OXA VAN
64 0.125 0.5
64 0.25 0.5
64 0.5 2
64 1 1
64 2 0.5
64 2 0.5
64 2 0.5
64 8 2
64 8 2
64 32 0.5
64 64 1
64 64 1
64 64 0.5
64 64 1
64 128 2
64 256 1
64 256 1
64 256 1
64 512 2
64 1024 2

CIM® (ug/ml)
Combinado ¢ Nivel de tolerancia
PRX OXA ICIF Interpretacéo CBMe# CBM/CIM®  Interpretacio
64 0.125 2.00 IND 64 1 Bactericida
64 0.25 2.00 IND 128 2 Bactericida
32 0.25 1.00 ADI 256 4 Bactericida
32 0.5 1.00 ADI 128 2 Bactericida
16 0.5 0.50 SIN 64 1 Bactericida
16 0.5 0.50 SIN 64 1 Bactericida
32 1 1.00 ADI 64 1 Bactericida
64 8 2.00 IND 256 4 Bactericida
32 4 1.00 ADI 64 1 Bactericida
32 16 1.00 ADI 128 2 Bactericida
16 16 0.50 SIN 128 2 Bactericida
32 32 1.00 ADI 128 2 Bactericida
32 32 1.00 ADI 128 2 Bactericida
32 32 1.00 ADI 128 2 Bactericida
16 32 0.50 SIN 256 4 Bactericida
8 32 0.25 SIN 256 4 Bactericida
32 128 1.00 ADI 128 2 Bactericida
32 128 1.00 ADI 128 2 Bactericida
64 512 2.00 IND 128 2 Bactericida
32 512 1.00 ADI 64 1 Bactericida

3Isolados de S. aureus. "CIM necessaria para inibir completamente o crescimento bacteriano. ¢ A microdiluicdo em caldo foi realizada de acordo com o CLSI (2015) M07-A10.

dCombinacgdo da PRX com OXA. ¢Os valores de CBM foram determinados através de inoculaces das diluicGes baseadas na CIM em placas de agar BHI. \CBM/CIM >16

(bacteriostatico); <4 (Bactericida). (*) Isolado selecionado para os experimentos usando citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia, cateter impregnado e MEV. (A)

Isolados selecionados para os experimentos de biofilme formado e em formacéo. PRX: paroxetina; OXA: oxacilina; VAN: vancomicina; IND: indiferente; ADI: Aditivo; SIN:

Sinérgico.
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6.1.2 Paroxetina demonstra efeito bactericida em isolados de S. aureus sensiveis e
resistentes a meticilina
A paroxetina exibiu acdo bactericida em todas as cepas de S. aureus testadas tendo

em vista que na razdo CBM/CIM obteve-se o nivel de tolerancia entre 1 e 4 (Tabela 4).

6.1.3 Interacdo farmacoldgica na combinacdo entre paroxetina e oxacilina frente
isolados de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina

Na combinacdo entre os farmacos, foram obtidas interagcGes variadas.
Majoritariamente foi verificado efeito aditivo em 55% dos isolados, seguido de

sinergismo (25%) e indiferente (20%) (Tabela 4). Nao foi verificado efeito antagbnico.

6.2 Analise dos possiveis mecanismos de acao

6.2.1 Reducdo da viabilidade em células de SARM evidenciado ap6s tratamento com
paroxetina isolada e associada a oxacilina

No Grafico 1 é demonstrada a diminuicdo na viabilidade celular decorrente dos
tratamentos realizados. Para a paroxetina, as células nao viaveis em CIM/2 (32 pg/mL)
corresponderam a 5,7 + 0,9%, sendo significativo (p < 0,05) em relagéo ao controle (4,8
* 0,6%) a partir da CIM (64 pg/mL), com 22,2 £ 0,1%, e 2xCIM (128 pg/mL), sendo
38,2 + 4,7%. Efeito mais pronunciado foi constatado na associacdo com a oxacilina (32
pug/mL paroxetina + 128 pg/mL oxacilina), referente a 78,7 £ 5,6%. Para a oxacilina

isolada (256 pg/mL) obteve-se 53,1 + 2,8%, e para a vancomicina 63,5 = 2,9%.



57

Gréfico 1 - Tratamento realizado com paroxetina isolada e associada a oxacilina em uma
cepa representativa de SARM evidenciando o efeito nas células ndo viaveis.
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O Caldo BHI foi usado como controle. *p < 0,05 comparado ao controle por ANOVA seguido pelo teste
de Newman—Keuls. OXA: oxacilina (256 pg/mL); VAN: vancomicina (4 pg/mL); PRX: paroxetina CIM/2
(32 pg/mL), CIM (64 pg/mL) e 2xCIM (128 pg/mL); PRX + OXA: paroxetina (32 pg/mL) + oxacilina
(128 pg/mL).

6.2.2 Fragmentacdo de DNA induzida pela paroxetina isolada e associada a oxacilina
em células de SARM detectado por TUNEL

O dano causado ao material genético bacteriano é demonstrado no Gréafico 2. Para
a paroxetina em CIM/2 (32 ug/mL), foi verificado 7,4 £ 0,43%, sendo significativo (p <
0,05) em relacéo ao controle (5,2 + 0,6%) a partir das concentracfes de CIM (64 pg/mL)
e 2xCIM (128 pg/mL), correspondendo respectivamente a 25,1 + 2,2% e 38,6 £ 4,3%.
Na combinacdo com a oxacilina (32 pg/mL paroxetina + 128 pug/mL oxacilina), referente
a 72,6 = 4,2%, o dano foi obtido em maior proporcdo. Além disso, a oxacilina (256
pg/mL) isolada também gerou fragmentacdo do DNA, com 51,7 £ 2,3%. A vancomicina
(4 pg/mL) apresentou 64,9 + 3,2%.
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Gréfico 2 - Tratamento realizado com paroxetina isolada e associada a oxacilina em uma
cepa representativa de SARM evidenciando fragmentacdo do DNA bacteriano.
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O Caldo BHI foi usado como controle. *p < 0,05 comparado ao controle por ANOVA seguido pelo teste
de Newman—Keuls. OXA: oxacilina (256 pug/mL); VAN: vancomicina (4 pg/mL); PRX: paroxetina CIM/2
(32 pg/mL), CIM (64 pg/mL) e 2xCIM (128 pg/mL); PRX + OXA: paroxetina (32 pg/mL) + oxacilina
(128 pg/mL).

6.2.3 Interacgdo in silico da paroxetina com receptores de SARM

Para investigar o mecanismo de acdo da paroxetina contra receptores de SARM
foram realizadas simulacdes de molecular docking com onze alvos, sendo destacados
quatro complexos que apresentaram os melhores valores de energia de afinidade,
formados entre a paroxetina e os receptores S. aureus gyrase complex with DNA © (-9.7
kcal/mol), S. aureus gyrase ¢ (-9.8 kcal/mol), C (30) carotenoid dehydrosqualene
synthase f (-9.8 kcal/mol) e S. aureus TyrRS * (-8.8 kcal/mol) (Tabela 5), indicados na
Figura 6A-D, respectivamente. Quanto ao RMSD, todos os complexos apresentaram
valores dentro da idealidade de até 2.0 A. Na tabela 5 também estdo demonstradas as
constantes de inibicdo dos complexos formados, em que € possivel observar valores Ki
de 6.57 x 108 a 4.46 x 10°®. O pKi foi determinado a partir de Ki, em que foram obtidos
valores pKi de 5.35a 7.18.
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Tabela 5 - Valores de energia de afinidade, RMSD, Ki e pKi dos complexos formados.

Receptor Energia Ki pKi  RMSD (A)
(kcal/mol)

S. aureus FtsA 2 -1.7 2.27x10° 5.64 1.686

Wild-type S. aureus DHFR -8.3 8.26 x107  6.08 1.292

S. aureus gyrase complex with DNA © -9.7 7.78 x 108 7.11 1.790

S. aureus gyrase -9.8 6.57x10®%  7.18 1.577

DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP* -7.5 3.18 x 106 5.49 1.317

CP*G)-3") ¢

C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase * -9.8 6.57 x 108 7.18 1.747

MtID ¢ -1.5 3.18x 10°® 5.49 1.697

Panton-Valentine Leucocidin S Component " -7.3 4.46 x 10°® 5.35 1.003

S. aureus alpha hemolysin ' -8.2 9.78x 107  6.00 1.452

Acyl-PBP2a ] -8.0 1.37x10° 5386 1.730

S. aureus TyrRS ¥ -8.8 3.55x 107 6.45 1.231

a. Estrutura cristalina de S. aureus FtsA - PDB ID: 3WQU.

b. Estrutura cristalina de Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G

c. Estrutura cristalina de S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT

d. Estrutura cristalina de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3

e. Estrutura cristalina de DNA (5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") - PDB ID:
453D

f. Estrutura cristalina de C(30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ

g. Estrutura cristalina de MtID - PDB ID: 5JNM

h. Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R

i. Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 41DJ

j. Estrutura cristalina de Acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ

k. Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J

Figura 6 - Interagdes dos complexos formados entre a paroxetina e os alvos S. aureus
gyrase complex with DNA (a), S. aureus gyrase (b), C (30) carotenoid dehydrosqualene

synthase (c) e S. aureus TyrRS (d).

a)
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B Conventional hydrogen bond
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b) E:Cyt19
D:Glyl1332
D:Serl173
C Rlel175 E
Interacées
m Attractive charge - n-6
[ conventionat hydrogen bond [ n-n Tshaped
|:| Carbon hydrogen bond :] n-Alkyl
¢)
/4 TS
Al S
Interacdes [ n-Alkyl A:Leul64
Attractive charge M nc
["] Carbon hydrogen bond [ n-Sulfur
d) A:Aspd0
Asp80
o7 A:Ala39
Interacdes
- Conventional hydrogen bond :] n-Alkyl

["1 carbon hydrogen bona Attractive charge

As interacOes envolvidas na formacdo dos complexos receptor-ligante foram
descritas na Tabela 6, onde foi possivel identificar que o complexo paroxetina - S. aureus
FtsA é formado por cinco interagdes, sendo uma hydrophobic com o residuo Phe24C
(4.06 A), uma Attractive Charge (3.98 A) e uma H-Bond (3.56 A) envolvendo o residuo
Glu22C, uma interacdo Halogen (Fluorine) com o residuo Asn29C (3.33 A) e uma n-
Anion com Glu342B (4.38 A). O complexo paroxetina - Wild-type S. aureus DHFR é
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formado predominantemente por interacdes hydrophobic com Leu20A (4.46 A), Leu28A
(3.99 A), 11e50A (3.71 A), Leu54A (5.25 A), NDP1160A (4.80 A); o complexo também
apresentou uma H-Bond com Ser49A (4.71 A), uma interacdo Halogen (Fluorine) (3.42
A) e uma n-n Stacked (5.77 A) com Phe92A. O complexo paroxetina - S. aureus gyrase
complex with DNA é formado por trés interacdes, sendo uma H-Bond com Ser1330B (2.73
A), uma z-Donor H-Bond com Gua4E (2.90 A) e uma n-r T-shaped com Ade18H (5.06
A). O complexo paroxetina - S. aureus gyrase é formado por trés H-Bonds, sendo uma
com Gly1332D (3.54 A) e duas com Gual8E (2.29 A), o complexo também apresentou
duas interacdes hydrophobic com Ser1173D (3.98 A), 11e1175D (5.21 A), uma interacéo
n-n T-shaped com Gual7E (5.86 A) e uma Attractive Charge com Cyt19E (3.89 A). O
complexo paroxetina - DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP* AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-
3") é formado por duas interacbes com o residuo Gua4A, sendo uma r-Donor H-Bond
(2.56 A) e uma n-n T-shaped (5.46 A). O complexo paroxetina - C (30) carotenoid
dehydrosqualene synthase é formado por quatro interagdes hydrophobic com os residuos
Alal34A (4.31 A), Val137A (3.74 e 4.65 A), Leul64A (5.17A), uma H-Bond com
Val133A (3.27 A), uma Attractive Charge com Asp48A (4.05 A) e uma =-Sulfur com
Cys44A (5.23 A). O complexo paroxetina - MtID é formado por trés interacdes
hydrophobic com llellA (3.99 A), Ala88A (4.79A), lle152A (4.79 A), duas H-Bonds
envolvendo os residuos Val149A (2.52 A), Asp276A (3.69 A), uma Attractive Charge
com Aspl50A (4.74 A) e duas interagdes Halogen (Fluorine) com Ala88A (3.30 A) e
Val89A (3.42 A). O complexo paroxetina - Panton-Valentine Leucocidin S Component é
formado por sete interacdes, sendo duas hydrophobic com 11e92H (5.42 A), Vall46F
(4.23 A), uma H-Bond com Asn93H (3.67 A), uma n-Cation com Ser128A (3.09 A), uma
n-n T-shaped com Phe117H (6.00 A), uma Halogen (Fluorine) com Lys97F (3.14 A) e
uma interacio Unfavorable Positive-Positive com Lys43H (3.91 A). O complexo
paroxetina - S. aureus alpha hemolysin é formado por duas intera¢fes hydrophobic com
lle14A (3.79 A), Val20A (5.31 A), duas H-Bonds com Arg56A (2.66 A), His144A (3.07
A), uma interacdo n-n Stacked com Tyr118A (4.91 A) e uma Halogen (Fluorine) com
llel4A (3.01 A). O complexo paroxetina - Acyl-PBP2a ¢é formado por sete interacdes,
sendo duas hydrophobic com Leuld7A (3.54 A), Lys148B (4.73 A), uma Attractive
Charge com GIu315A (4.10 A), duas H-Bonds (2.32 e 3.43 A), uma n-Anion (3.84 A) e
uma Salt Bridge; Attractive Charge (3.11 A) com GIu239B. O complexo paroxetina - S.

aureus TyrRS é formado por sete interagfes, sendo uma hydrophobic com Ala39A
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(4.17A), trés H-Bonds envolvendo os residuos Cys37A (3.54 A), Asp80A (3.64 A) e
Asp195A (3.50 A), trés interacdes Attractive Charge com Asp40A (5.15 A), Asp80A

(4.33 A) e Asp195A (4.59 A).

Tabela 6 - Interacdes entre a paroxetina e os receptores de SARM.

Receptor Residuo Interacdo Distancia
(A)
S. aureus FtsA @ Phe24C Hydrophobic 4.06
Glu22C H-Bond 3.56
Glu22C Attractive Charge 3.98
Asn29C Halogen (Fluorine) 3.33
Glu342B n-Anion 4.38
Wild-type S. aureus DHFR ° Leu20A Hydrophobic 4.46
Leu28A Hydrophobic 3.99
1le50A Hydrophobic 3.71
Leub54A Hydrophobic 5.25
NDP1160A Hydrophobic 4.80
Ser49A H-Bond 4.71
Phe92A Halogen (Fluorine) 3.42
Phe92A n-1 Stacked 5.77
S. aureus gyrase complex with DNA © Ser1330B H-Bond 2.73
GuadE n-Donor H-Bond 2.90
Adel8H n-n T-shaped 5.06
S. aureus gyrase Ser1173D Hydrophobic 3.98
11e1175D Hydrophobic 5.21
Gly1332D H-Bond 3.54
Gual8E H-Bond 2.29
Gual8E H-Bond 2.29
Gual7E n-n T-shaped 5.86
Cyt19E Attractive Charge 3.89
DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP GuadA n-Donor H-Bond 2.56
*CP*GP*CP*G)-3') ©
GuadA n-1t T-shaped 5.46
C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase | Alal34A Hydrophobic 431
Vall37A Hydrophobic 3.74
Vall37A Hydrophobic 4.65
Leul64A Hydrophobic 5.17
Vall33A H-Bond 3.27

Cys44A n-Sulfur 5.23
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Panton-Valentine Leucocidin S Component h

S. aureus alpha hemolysin '

Acyl-PBP2a !

S. aureus TyrRS

Asp48A
llel1lA
Ala88A
llel52A
Vall49A
AsSp276A
Aspl50A
Ala88A
Val89A
11e92H
Vall46F
Asn93H
Ser128A
Phell7H
Lys97F
Lys43H

llel4A
Val20A

Arg56A
His144A
Tyrl18A
lleldA
Leuld7A
Lys148B
Glu239B
Glu239B
Glu239B
Glu239B

Glu315A
Ala39A
Cys37A
Asp80A
Asp195A
Asp40A
Asp80A
Aspl95A

Attractive Charge
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic

H-Bond
H-Bond

Attractive Charge

Halogen (Fluorine)

Halogen (Fluorine)
Hydrophobic
Hydrophobic

H-Bond
n-Cation
n-n T-shaped
Halogen (Fluorine)
Unfavorable Positive-
Positive
Hydrophobic
Hydrophobic
H-Bond
H-Bond
n-1 Stacked
Halogen (Fluorine)
Hydrophobic
Hydrophobic
H-Bond
H-Bond
n-Anion
Salt Bridge; Attractive
Charge

Attractive Charge

Hydrophobic
H-Bond
H-Bond
H-Bond

Attractive Charge

Attractive Charge

Attractive Charge

4.05
3.99
4.79
4.79
2.52
3.69
474
3.30
3.42
5.42
4.23
3.67
3.09
6.00
3.14
3.91

3.79
531

2.66
3.07
491
3.01
3.54
4.73
2.32
3.43
3.84
3.11

4.10
4.17
3.54
3.64
3.50
5.15
4.33
4.59
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a. Estrutura cristalina de S. aureus FtsA - PDB ID: 3WQU.

b. Estrutura cristalina de Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G
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c. Estrutura cristalina de S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT

d. Estrutura cristalina de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3

Estrutura cristalina de DNA (5'- D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') - PDB ID:
453D

f. Estrutura cristalina de C(30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ

g. Estrutura cristalina de MtID - PDB ID: 5JNM

h. Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R

i

J

k

@

Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 41DJ
. Estrutura cristalina de Acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ
. Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J

6.3 Atividade frente biofilme de Staphylococcus aureus

6.3.1 Paroxetina isolada e associada a oxacilina apresenta acdo frente biofilmes
formados por S. aureus

A paroxetina exibiu reducdo significativa da viabilidade celular em relacdo ao
controle a partir de 32 pg/mL (CIM/2) para as cepas de SARM, e de 64 pug/mL (CIM)
para o isolado de S. aureus sensivel a meticilina testado. Em relacdo a associagdo da
paroxetina com a oxacilina, todas as cepas demonstraram diminuicdo significativa da
viabilidade celular em relacéo ao controle (Grafico 3).

No que diz respeito & comparacédo da atividade associada com a oxacilina isolada,
para SARM 2 e SARM 8 foi verificado que para todas as concentragdes combinadas de
paroxetina e oxacilina houve uma reducéo significante em relacdo a mesma concentracao
da oxacilina testada isoladamente. No entanto, para SARM 9 ndo foi constatada reducéo
consideravel entre o associado e a oxacilina. Para S. aureus 4, nas concentracdes de CIM
(16 pg/mL de paroxetina e 0,5 pg/mL de oxacilina), 4x CIM (64 pg/mL de paroxetina e
2 ug/mL de oxacilina) e 8x CIM (128 pg/mL de paroxetina e 4 pg/mL de oxacilina)
associado foi verificada significancia em comparagdo a mesma concentracdo da oxacilina

testada isoladamente.
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Gréfico 3 - Atividade da paroxetina isolada e em associacdo a oxacilina frente biofilmes
formados por S. aureus.
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Concentrages testadas da paroxetina isolada: CIM/2 (32ug/mL), CIM (64 pg/mL), 2x CIM (128 pg/mL),
4x CIM (256 pg/mL) and 8x CIM (512 pg/mL). Concentragdes testadas da paroxetina combinada a
oxacilina: SARM 2 CIM (32 pg/mL PRX + 16 pg/mL OXA), 2x CIM (64 pg/mL PRX + 32 pg/mL OXA),
4x CIM (128 pg/mL PRX + 64 pg/mL OXA) e 8x CIM (256 pg/mL PRX + 128 pg/mL OXA); SARM 8
CIM (8 pg/mL PRX + 32 pg/mL OXA), 2x CIM (16 pg/mL PRX + 64 pg/mL OXA), 4x CIM (32 pg/mL
PRX + 128 pg/mL OXA) e 8x CIM (64 pug/mL PRX + 256 pg/mL OXA); SARM 9 CIM (32 pg/mL PRX
+ 128 pg/mL OXA), 2x CIM (64 pg/mL PRX + 256 pg/mL OXA), 4x CIM (128 pg/mL PRX + 512 pg/mL
OXA) e 8x CIM (256 pg/mL PRX + 1024 pug/mL OXA); S. aureus 4 CIM (16 pg/mL PRX + 0,5 pg/mL
OXA), 2x CIM (32 pg/mL PRX + 1 pg/mL OXA), 4x CIM (64 pg/mL PRX + 2 pg/mL OXA) e 8x CIM
(128 pg/mL PRX + 4 pg/mL OXA). *p < 0,05 comparado ao controle e ** p < 0,05 comparado com a
oxacilina isolada na mesma concentracdo. Os dados foram submetidos a0 ANOVA seguido pelo teste de

Turkey.
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6.3.2 Paroxetina isolada e associada a oxacilina apresenta potencial antibiofilme frente
S. aureus

Na atividade antibiofilme, a paroxetina exibiu significante reducéo da viabilidade
celular em comparacao ao controle a partir de 256 pg/mL para SARM 2, SARM 8 e S.
aureus 4. Para as concentracdes de 32 pg/mL, 64 pug/mL e 128 pg/mL, ndo houve
diminuicdo consideravel da viabilidade celular nestes isolados. No entanto, para SARM
9, a partir de 128 pg/mL houve reducéo significativa. No que concerne a associacao da
paroxetina com a oxacilina, todos os isolados demonstraram diminui¢do (p < 0,05) da
viabilidade celular em relagéo ao controle (Grafico 4).

No que se refere a comparagdo da acdo associada com a oxacilina isolada, para S.
aureus 4 foi observado que considerando todas as concentracbes combinadas de
paroxetina e oxacilina, ocorreu reducao significativa em relacdo a mesma concentracao
da oxacilina avaliada de forma isolada. As seguintes concentracGes da CIM associada
foram significativas em relagcdo a mesma concentragéo de oxacilina testada isolada para
SARM 2 CIM (32 pg/mL de paroxetina e 16 pg/mL de oxacilina); SARM 8 CIM (8
pug/mL de paroxetina e 32 pg/mL de oxacilina), 2x CIM (16 pg/mL de paroxetina e 64
pg/mL de oxacilina) e 4x CIM (32 pug/mL de paroxetina e 128 pg/mL de oxacilina); para
SARM 9 CIM (32 pg/mL de paroxetina e 128 pg/mL de oxacilina), 2x CIM (64 pg/mL
de paroxetina e 256 pg/mL de oxacilina) e 4x CIM (128 pg/mL de paroxetina e 512

pg/mL de oxacilina).
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Gréfico 4 - Atividade da paroxetina isolada e em associacao a oxacilina frente biofilmes
em formagéo de S. aureus.
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Concentrac0es testadas da paroxetina isolada: CIM/2 (32pg/mL), CIM (64 pg/mL), 2x CIM (128 pg/mL),
4x CIM (256 pg/mL) and 8x CIM (512 pg/mL). Concentragdes testadas da paroxetina combinada a
oxacilina: SARM 2 CIM (32 pg/mL PRX + 16 pg/mL OXA), 2x CIM (64 pg/mL PRX + 32 pg/mL OXA),
4x CIM (128 pg/mL PRX + 64 pg/mL OXA) e 8x CIM (256 pg/mL PRX + 128 pug/mL OXA); SARM 8
CIM (8 pg/mL PRX + 32 pg/mL OXA), 2x CIM (16 pg/mL PRX + 64 pg/mL OXA), 4x CIM (32 pg/mL
PRX + 128 pg/mL OXA) e 8x CIM (64 pug/mL PRX + 256 pg/mL OXA); MRSA 9 CIM (32 pg/mL PRX
+ 128 pg/mL OXA), 2x CIM (64 pg/mL PRX + 256 pg/mL OXA), 4x CIM (128 pg/mL PRX + 512 pg/mL
OXA) e 8x CIM (256 pg/mL PRX + 1024 pug/mL OXA); S. aureus 4 CIM (16 pg/mL PRX + 0.5 pg/mL
OXA), 2x CIM (32 pg/mL PRX + 1 pg/mL OXA), 4x CIM (64 pg/mL PRX + 2 pg/mL OXA) e 8x CIM
(128 pg/mL PRX + 4 pg/mL OXA). *p < 0,05 comparado ao controle e ** p < 0,05 comparado com a
oxacilina isolada na mesma concentracdo. Os dados foram submetidos a0 ANOVA seguido pelo teste de

Turkey.
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6.3.3 Cateter impregnado com paroxetina isolada e associada a oxacilina atua na
prevencao da formacao de biofilme de S. aureus

No tratamento prévio do cateter com paroxetina em 256 pg/mL, foi verificado que
houve uma reducdo de 44,81% em UFC/mL em comparacao ao controle. Para a oxacilina
em 1024 pg/mL, foi constatada reducdo de 76,23% em UFC/mL. Na associacdo, a qual
correspondeu a 256 pg/mL de paroxetina e 1024 pug/mL de oxacilina (8x CIM associado),
foi obtida reducéo de 94,94% em UFC/mL. Todos os tratamentos resultaram em reducéo

significativa (p < 0,05) em comparacéo ao controle ndo impregnado (Grafico 5).

Gréfico 5 - Prevencdo da formacdo de biofilme de SARM em cateter venoso periférico
impregnado com paroxetina isolada e em combinacéo a oxacilina.

SARM 9

100+

804

UFC (%)

Contagem de colbnias (% UFC/mL) de cateteres impregnados com paroxetina isolada e associada a
oxacilina. Concentracdes testadas: PRX 256 pg/mL, OXA 1024 pg/mL, PRX 256 pg/mL + OXA 1024
pg/mL. PRX: Paroxetine; OXA: oxacillin. *p < 0,05 comparado ao controle. Os dados foram submetidos

ao ANOVA seguido pelo teste de Turkey.

6.4 Avaliacdo morfologica
6.4.1 Paroxetina isolada e associada a oxacilina gera alteragdes em células
plancténicas de S. aureus

As imagens obtidas por MEV demonstraram a diferenga morfolégica da célula

bacteriana frente aos tratamentos realizados (Figura 7). No controle (Figura 7A e 7B), sdo
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observados cocos agrupados em cachos, 0s quais Sdo caracteristicos do género
Staphylococcus. No tratamento realizado com a paroxetina (Figura 7C e 7D) na
concentracédo de CIM (64 pg/mL), foi verificado dano na morfologia do microrganismo,
demonstrando a lesdo da célula microbiana. Em relacdo a acdo da oxacilina (Figura 7E e
7F) na concentracdo da CIM (256 pg/mL), foi constatada notdria diminuicdo do numero
de células. Na associacdo da paroxetina e oxacilina (Figura 7G and 7H) na CIM associada
(32 pg/mL de paroxetina e 128 pg/mL de oxacilina) foi evidenciada intensa destruicao

celular.

Figura 76 - MEV de células planctbnicas de SARM.

(A e B) Controle. (C e D) Tratamento com paroxetina em 64 pg/mL. (E e F) Tratamento com oxacilina em

256 pg/mL. (G e H) Tratamento associado (paroxetina 32 pg/mL + oxacilina 128 pg/mL). Para o controle,
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foram utilizadas ampliacGes de 20000x e 40000x (barra: 5 um e 3 pum), e para os tratamentos, as ampliaces
de 40000x e 80000x (barra: 3 um e 1 um).

6.4.2 Inibicdo da formacé&o de biofilme de S. aureus em cateteres impregnados com
paroxetina isolada e associada a oxacilina evidenciado por MEV

Nas Figuras 8A e 8B estdo demonstrados o cateter ndo impregnado contendo
células formando grandes agrupamentos em cachos, apresentando uma alta densidade
populacional microbiana. Nas Figuras 8C e 8D, correspondentes a impregnacao realizada
com paroxetina (256 pg/mL), houve notdria reducdo do nimero de células. Nas Figuras
8E e 8F, as quais dizem respeito a impregnacao com a oxacilina (1024 pug/mL), também
evidenciam diminui¢cdo na quantidade de células, bem como tamanho reduzido destas e
restos celulares. As Figuras 8G e 8H, em que consta a impregnacéo da associacao (256
pug/mL de paroxetina + 1024 pg/mL de oxacilina), foram verificadas células com o
mesmo padrdo de crescimento destacado anteriormente, evidenciando a atividade

combinada das drogas.
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Figura 8 - MEV de cateter intravenoso periférico impregnado com paroxetina e oxacilina
isoladas e associadas, submetido a formacéo de biofilme de SARM.

(A e B) Controle. (C e D) Tratamento com paroxetina em 256 pg/mL. (E e F) Tratamento com oxacilina
em 1024 pg/mL. (G e H) Tratamento associado (paroxetina 256 pg/mL + oxacilina 1024 pg/mL). Foram
utilizadas ampliacdes de 10000x e 20000x (barra: 10 pum e 5 um).
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7. DISCUSSAO

O uso prolongado e extensivo de antibi6ticos resultou no desenvolvimento de
RAM (ABUSHAHEEN et al., 2020). Diante deste cenario, os patogenos ESKAPE sao
ressaltados (DE OLIVEIRA et al., 2020), de forma que em relacdo aos Gram positivos
pertencentes a este grupo, 0 SARM ¢é evidenciado por sua prevaléncia (DA ROSA et al.,
2020). Considerando terapias alternativas para o tratamento, o reposicionamento de
farmacos tem sido adotado por empresas farmacéuticas como uma estratégia eficaz (HUA
etal., 2022).

Neste estudo foi verificado que a paroxetina exibiu CIM correspondente a 64
pg/mL frente a todos os isolados de S. aureus testados, e apresentou acdo do tipo
bactericida. Estes resultados corroboram com dados presentes na literatura, em que
trabalhos mostram esta mesma CIM para cepa S. aureus ATCC 29213 e ATCC 95923, e
na faixa de 32-512 pg/mL para isolados clinicos multirresistentes deste microrganismo,
com nivel de tolerancia interpretado em bactericida na CBM (FOLETTO et al., 2020;
FOLETTO et al., 2021b).

No presente estudo também foi realizada a associacdo entre a paroxetina e
oxacilina, havendo sido verificado 55% de interacfes aditivas, 25% sinérgicas e 20%
indiferentes. E importante ressaltar que além da atividade apresentada isoladamente,
combinag6es de medicamentos com diferentes mecanismos de acéo se configura em uma
abordagem alternativa para aumentar as chances de sucesso no reposicionamento de
medicamentos (SUN; SANDERSON; ZHENG, 2016). Na literatura, ndo ha dados sobre
a interacdo farmacoldgica entre paroxetina e oxacilina, sendo apenas descrito em relagao
a atividade associada ao ciprofloxacino, em que foram verificadas interacdes sinérgicas
em 20 isolados multirresistentes de S. aureus no estudo de Foletto et al. (2021b), e para
além de sinergismo, foram verificadas interacdes indiferentes em 4 cepas de S. aureus na
pesquisa de Foletto et al. (2020).

Nesse sentido, para compreensdo dos possiveis mecanismos envolvidos na
atividade antibacteriana da paroxetina foram realizados testes de citometria de fluxo,
microscopia de fluorescéncia e molecular docking. A avaliacdo da captacdo de Pl por
citometria de fluxo é utilizada para monitoramento da morte celular (DAVEY; HEXLEY,
2011), tendo em vista que dentre as caracteristicas que a indicam, se tem inclusas o

prejuizo da fungdo de transporte através da membrana plasmética e perda da sua
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integridade estrutural (DARZYNKIEWICZ et al., 1997). Considerando que com a
penetracdo do Pl se tem o indicativo da viabilidade celular (SHI et al., 2007), a paroxetina
isolada, e em maior propor¢do estando associada a oxacilina, promoveu absorcéo
aumentada do Pl em comparacdo ao controle, caracterizando que este mecanismo esta
envolvido no processo de morte bacteriana.

Ademais, foi realizado o ensaio de TUNEL, o qual detecta a fragmentacéo de fitas
de DNA usando desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT), catalisando a ligacdo de
anadlogos de desoxinucleotideos modificados (dUTPs) nas quebras de fita de DNA
(MAJTNEROVA; ROUSAR, 2018). A partir da avaliacdo realizada, foi demonstrada
fragmentacdo do DNA induzida pelo tratamento com paroxetina isolada e principalmente
associada a oxacilina. Semelhantemente, a fluoxetina, também pertencente a classe dos
inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina, demonstrou resultado indicativo de dano
a membrana e fragmentacdo do DNA em células de SARM (ANDRADE NETO et al.,
2019). A paroxetina é descrita na literatura por sua afinidade em se ligar ao DNA (NIMAL
et al. 2023), no entanto, sua seguranca é reforcada tendo em vista ensaios de Costa Silva
et al. (2017) em células L929, ao qual a paroxetina ndo exibiu citotoxicidade apds 72h de
exposicao (IC 50 > 100 pg/mL).

O dano ao DNA ¢é reforcado pelos resultados obtidos através de molecular
docking, em que a paroxetina interagiu com os receptores S. aureus gyrase complex with
DNAC (-9.7 kcal/mol) e S. aureus gyrase® (-9.8 kcal/mol), de forma que em nosso estudo
estes foram destacados devido aos melhores valores de energia de afinidade dentre os
alvos analisados, considerando que o valor padréo da energia livre de ligacéo na literatura
é — 6,0 kcal/mol ou menos (MARINHO et al., 2020). A DNA girase bacteriana tem sido
utilizada para triagem virtual de compostos na descoberta de novas classes de antibioticos
frente cepas de S. aureus (DURDAGI et al., 2018), constituindo um dos principais alvos
contra a resisténcia de microrganismos (ALAGUMUTHU et al., 2018).

Tendo também em vista que a biossintese de proteinas historicamente esta entre
os principais alvos bem sucedidos das classes de antibioticos (OCHSNER et al., 2007),
outro complexo € ressaltado em relagdo a energia de ligagdo com a paroxetina (-8.8
kcal/mol), representando potencial para o desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos, ao qual diz respeito a TyrRS (KADRI et al., 2022; QIU et al., 2001).

Nos ultimos anos, diversos inibidores de TyrRS foram sintetizados para

tratamentos nesse contexto, no entanto, problemas metabdlicos, toxicidade in vivo, baixa
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seletividade e penetracdo na célula microbiana estdo entre os fatores elencados que geram
falha na chegada dessas substancias a clinica (SUN; LV; ZHU, 2017). Nesse cenario, é
interessante destacar o estudo de El-Nabarawi et al. (2013), ao qual foram produzidos
lipossomas carreadores contendo 20 mg de paroxetina utilizando adesivos transdermicos,
havendo sido observado aumento na biodisponibilidade do farmaco por essa via e
auséncia de sinais de irritacdo ou inflamacdo na pele em ensaio in vivo em coelhos,
evidenciando a aplicabilidade e seguranca da paroxetina.

Junto a isso, considerando que S. aureus é o principal patdégeno responsavel por
infeccdes na pele (PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019) e a capacidade de penetracao
da paroxetina na célula bacteriana evidenciada pelos resultados obtidos na citometria de
fluxo e MEV, em que foi verificado consideravel dano na estrutura da célula bacteriana,
ressalta-se o promissor potencial de aplicacdo deste farmaco. A paroxetina também
demonstrou atuar sobre fatores associados a viruléncia, principalmente na C (30)
carotenoid dehydrosqualene synthase (-9.8 kcal/mol), envolvida na sintese de
estafiloxantina, pigmento que desativa espécies reativas de oxigénio e regula
propriedades mecanicas da membrana bacteriana (LIU et al., 2005; YEHIA; YOUSEF;
ASKOURA, 2022). Para além disso, na literatura ndo ha dados acerca da atividade da
paroxetina sobre os alvos investigados no molecular docking, evidenciando o ineditismo
deste estudo.

Sob a perspectiva de células sésseis, S. aureus é um patdgeno oportunista que pode
produzir robustos biofilmes em superficies bidticas ou abidticas, sendo uma das causas
mais frequentes de infecc¢des associadas a estas comunidades microbianas em dispositivos
médicos residentes (SCHILCHER; HORSWILLA, 2020). A formacédo de biofilme por
SARM e S. aureus sensivel a meticilina é considerada um importante fator de viruléncia,
influenciando em sua persisténcia (PIECHOTA et al., 2018). Assim, o descobrimento de
novas estratégias de tratamento contra infec¢des associadas a biofilme é urgente tendo
em vista a resisténcia apresentada aos antimicrobianos comumente utilizados
(GEBREYOHANNES et al., 2019).

A paroxetina é relatada na literatura com relacdo a atividade contra células
planctonicas de S. aureus (FOLETTO et al. 2020; FOLETTO et al. 2021b), no entanto,
nédo ha dados sobre a acdo contra biofilmes desse microrganismo. Assim, neste estudo foi
avaliado o potencial da paroxetina frente biofilme pré-formado e em formagéo de S.

aureus, de forma que esta isoladamente e em associacdo a oxacilina exibiu reducdo
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significativa da viabilidade celular. A analise foi realizada considerando o tratamento de
um biofilme j& estabelecido, estratégia reportada na literatura a qual se caracteriza em
explorar o uso de antibidticos em concentracGes mais altas ou em diferentes combinagoes
para obter efeitos terapéuticos maximos (SURESH; BISWAS; BISWAS, 2019), e frente
ao biofilme em formacao, reduzindo as chances de sua instalacdo (ASMA et al., 2022).

Neste contexto, Josino et al. (2021) verificou que a fluoxetina, também
pertencente aos ISRSs, gerou reducdo da viabilidade celular frente biofilme de S. aureus,
com inibicdo de aproximadamente 90% para S. aureus sensivel a meticilina e 80% para
SARM a partir de 4xCIM (1020 pg/mL). Os resultados com a paroxetina demonstram
que a partir de 4xCIM (256 ug/mL) houve redugdo > 90% da viabilidade celular para
SARM 2 e SARM 8 em biofilme formado e para todos os isolados no biofilme em
formacédo, corroborando com os resultados da fluoxetina na literatura.

Pesquisa realizada por Nzakizwanayo et al. (2017) também corrobora com o perfil
de atividade dos ISRSs frente biofilme, em que a fluoxetina (128 pg/mL) demonstrou
reduzir a taxa de formagdo de biofilme cristalino de Proteus mirabilis em modelo de
cateter urinario, e aumentar o tempo de bloqueio destes.

A formacdo de biofilme na area da salude é uma questdo de consideravel
preocupacao, de forma que ha uma alta demanda por novas alternativas além das terapias
antibidticas convencionais para controlar infeccGes associadas a biofilme. Uma
abordagem que tem sido empregada diz respeito a modificacdo de biomateriais que sdo
utilizados em dispositivos médicos para evitar a formacéo de biofilmes (SUBHADRA et
al., 2018). Substancias como clorexidina, sulfadiazina de prata, rifampicina e miconazol
tem sido estudadas em cateteres impregnados por diminuir o risco de infeccdo de corrente
sanguinea relacionada a cateter (LORENTE et al., 2016).

Neste contexto, realizou-se a impregnacdo de cateteres intravenosos periféricos
com paroxetina isolada e associada a oxacilina com o intuito de verificar o potencial na
prevencédo da formacéo de biofilme de S. aureus, o qual foi constatado, sendo verificado
que a paroxetina associada a oxacilina obteve os melhores resultados de inibicdo em
UFC/mL. A impregnacgdo de antibioticos e outros agentes antimicrobianos em cateteres
fornece uma estratégia de obtencdo de materiais funcionais para limitar a colonizacao
bacteriana e formacdo de biofilme (LIU et al., 2020).

A sertralina, farmaco da classe dos ISRSs, foi objeto de estudo por Muthu et al.

(2019) como uma abordagem para o tratamento da osteomielite, em que foram
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sintetizadas nanoparticulas de hidroxiapatita com sertralina, sendo posteriormente
prensadas em formatos de discos e avaliadas quanto a metodologia de contagem de
coldnias e MEV, dentre as analises microbioldgicas realizadas. Foi constatado que o0
produto sintetizado efetivamente reduziu as col6nias bacterianas em relacdo ao controle
sem sertralina, e preveniu a formacdo de biofilme de S. aureus. Ademais, por MEV
observou-se células rompidas e danificadas, demonstrando evidéncias de dano na parede
celular e vazamento do contetdo intracelular. No presente estudo, todas as impregnagoes
resultaram em reducdo do namero de células, havendo indicios de alteracdes celulares
dentre os tratamentos realizados.

Diante deste contexto, os ISRS sdo reconhecidos por obstruir o desempenho de
bombas efluxo, em que a paroxetina foi um dos primeiros farmacos desta classe a ser
identificado como inibidor do tipo NorA e MepA (GERMAN; KAATZ; KERNS, 2008;
KAUR et al., 2021). Tendo em vista que a inibicdo das bombas de efluxo pode
interromper simultaneamente a formagéo de biofilme e a via de sinalizacdo celular,
quorum sensing (ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018; KAUR et al., 2021), postula-se
que este mecanismo possivelmente esteja envolvido na atividade da paroxetina frente
biofilme. E também importante destacar que a coadministracdo com antibi6ticos que sdo
substratos da bomba pode aumentar os niveis intracelulares da droga, trazendo uma nova
eficacia aos agentes antiestafilocdcicos existentes (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ,
2013).

Em suma, a paroxetina demonstra potencial atividade frente biofilme formado de
S. aureus, bem como contra seu processo de formacdo. Além disso, verificou-se que a
associacdo entre paroxetina e oxacilina obteve a maior efetividade para prevencdo da
formacdo de biofilme em cateter intravenoso periférico. As imagens obtidas por MEV
evidenciaram que a impregnacao resultou em reducdao microbiana no cateter.

De acordo com estudo de Sato et al. (2017), infeccBes de corrente sanguinea
relacionadas a cateter vascular periférico sdéo uma causa significativa de infeccdo
relacionada a saude, em que a bacteremia por S. aureus continua sendo um grande
problema que pode influenciar no prognostico. Nessa perspectiva, a paroxetina isolada e
associada a oxacilina demonstra atividade in vitro frente biofilme de S. aureus com
potencial aplicagdo na area biomédica, tendo em vista os resultados antibiofilme em
cateter intravenoso periférico impregnado com estes farmacos, caracterizando uma

alternativa terapéutica na prevencgéo de infecgdes por S. aureus.
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Poucos estudos abordam a atividade da paroxetina contra biofilmes microbianos.
Nobile et al. (2020) e Pereira et al. (2021) relatam a atividade deste ISRS contra células
sésseis de C. albicans e C. neoformans, respectivamente. No entanto, a atividade da
paroxetina em biofilmes bacterianos ndo foi explorada na literatura, destacando a

originalidade do presente estudo.
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8. CONCLUSAO

Diante da crescente resisténcia aos antimicrobianos, o reposicionamento de
farmacos se caracteriza em uma potencial estratégia. A paroxetina demonstrou atividade
antibacteriana frente cepas de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina, causando dano
estrutural na célula bacteriana, com alvos de acdo principalmente relacionados a
integridade de membrana, DNA, biossintese de proteinas e fatores de viruléncia. A
paroxetina também demonstrou acdo frente biofilmes de S. aureus, com potencial
aplicacdo para prevencdo da formacdo destas comunidades microbianas sésseis em
cateter. Assim, este estudo contribui para a elucidacdo da atividade antibacteriana da
paroxetina, a qual se apresenta como alternativa terapéutica frente S. aureus. Estudos
futuros sdo necessarios para averiguar a sua aplicabilidade in vivo e possibilidades sobre

formulacGes farmacéuticas.
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