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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um dos maiores problemas atuais para a humanidade.
Diante deste cenario, a Organiza¢ao Mundial da Satde listou os principais patogenos para os
quais o desenvolvimento de novos farmacos ¢ prioritario. Nesta lista, destaca-se o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, considerado pela OMS como um patogeno de
alta prioridade. Entretanto, o desenvolvimento de novos farmacos € um processo oneroso €
demorado, ao passo que o surgimento de cepas resistentes ¢ um processo que acontece de forma
rapida. Por tais motivos, a busca por novas estratégias de pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos ¢ fundamental, sendo uma delas o reposicionamento de fairmacos. Relatos de
varias classes de farmacos ndo-antibioticos que demonstraram atividade antimicrobiana estao
disponiveis na literatura, dentre elas a classe das dihidropiridinas, cujo um dos representantes ¢
o anlodipino. O presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito antimicrobiano e antibiofilme
do anlodipino, avaliar o tipo de intera¢dao encontrado com a oxacilina, bem como elucidar o
provavel mecanismo de agdo envolvido na sua atividade frente S. aureus. Para isto, foram
empregadas técnicas de microdiluicdo em caldo, padronizada pelo documento M07-A10 do
CLSI, checkerboard, para determinacdo da concentracdo inibitéria fracionada (CIF),
microscopia eletronica de varredura afim de averiguar a atividade antimicrobiana do
anlodipino. O provavel mecanismo de agdo foi avaliado por técnicas de citometria de fluxo,
microscopia de fluorescéncia e molecular docking. Os resultados obtidos mostraram que o
anlodipino possui atividade antimicrobiana, com concentragdes inibitérias minimas (CIM)
equivalentes a 64 pg/ mL e 128 pg/ mL, e apresenta interagdes do tipo sinérgica com a oxacilina
em mais de 50% das cepas utilizadas. Além disso, o anlodipino exibiu atividade frente aos
biofilmes estafilocdcicos formados e em formacao, com erradicagdao destes em mais de 90%
em concentracdes acima de 8 vezes a CIM. O provavel mecanismo de agdao antimicrobiano do
anlodipino parece estar associado a ligagdo com a DNA girase e fragmentagdo do DNA, tendo
como efeito final a morte do microrganismo. Pode-se concluir, portanto, que o anlodipino
possui atividade antimicrobiana isolado e em combinacdo com a oxacilina, em células

planctonicas e em biofilme.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina;

Reposicionamento de Medicamentos; Anlodipino; Biofilmes bacterianos



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is one of the greatest current problems for humanity. Given this
scenario, the World Health Organization has listed the main pathogens for which the
development of new drugs is a priority. In this list, methicillin-resistant Staphylococcus aureus
stands out, considered by the WHO as a high priority pathogen. However, the development of
new drugs is a costly and time-consuming process, while the emergence of resistant strains is a
fast process. For these reasons, the search for new strategies for research and development of
new antimicrobials is fundamental, one of them being drug repositioning. Reports of several
classes of non-antibiotic drugs that have demonstrated antimicrobial activity are available in
the literature, among them the class of dihydropyridines, one of whose representatives is
amlodipine. The present study aims to evaluate the antimicrobial and antibiofilm effects of
amlodipine, to assess the type of interaction found with oxacillin, as well as to elucidate the
probable mechanism of action involved in its activity against S. aureus. To this end, we used
broth microdilution techniques, standardized by the CLSI document M07-A10, checkerboard,
to determine the fractional inhibitory concentration (FIC), and scanning electron microscopy to
determine the antimicrobial activity of amlodipine. The probable mechanism of action was
evaluated by flow cytometry, fluorescence microscopy, and molecular docking techniques. The
results obtained showed that amlodipine possesses antimicrobial activity, with minimum
inhibitory concentrations (MICs) equivalent to 64 pg/ mL and 128 pg/ mL, and exhibits
synergistic-type interactions with oxacillin in more than 50% of the strains used. Furthermore,
amlodipine exhibited activity against formed and forming staphylococcal biofilms, with the
eradication of these in more than 90% at concentrations above 8 times the MIC. The probable
antimicrobial mechanism of action of amlodipine seems to be associated to the binding with
DNA gyrase and DNA fragmentation, having as the final effect the death of the microorganism.
It can be concluded, therefore, that amlodipine has antimicrobial activity alone and in

combination with oxacillin, in planktonic cells and in biofilms.

Keywords: Staphylococcus aureus; Methicillin  Resistant  Staphylococcus — aureus;

Repositioning of drugs; Amlodipine; Bacterial biofilms
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1 INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) ¢ considerado pela OMS como
um patogeno de alta prioridade para o desenvolvimento de novos antimicrobianos (OMS, 2017)
e representa, em média, 40,3% dos isolados clinicos de S. aureus mundialmente (DIEKEMA et
al., 2019). As taxas de mortalidade atribuidas a este microrganismo variam entre 39,9% e
42,2%, o que ressalta sua relevancia clinica (HORVATH et al., 2020).

Apesar do SARM ser o principal alvo de pesquisas, o S. aureus sensivel a meticilina
(SASM) também ¢ epidemiologicamente relevante, podendo apresentar até 74,6% de
prevaléncia em hospitais (MAMA et al., 2021). Além disso, as cepas de SASM podem ser tao
virulentas quanto o SARM (ROZGONYI et al., 2007), causando infecgdes graves, e possuem
um importante potencial de desenvolvimento de resisténcia a variados antibidticos
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Outra caracteristica importante do S. aureus, sensiveis ou
resistentes a oxacilina, ¢ sua capacidade de formar biofilmes, estruturas que conferem ao
microrganismo prote¢do contra antimicrobianos e o sistema imune, bem como favorecem o
desenvolvimento de infec¢des cronicas (LISTER; HORSWILL, 2014).

Tendo em vista a rapida disseminacao, a dificuldade no tratamento, a alta mortalidade,
além da necessidade de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de infec¢des causadas
por microrganismos resistentes (ESCOLA-VERGE; LOS-ARCOS; ALMIRANTE, 2020;
OMS, 2017), uma estratégia de interesse para o desenvolvimento de novos antimicrobianos ¢ o
reposicionamento de fArmacos. Este método utiliza farmacos ja conhecidos, reduzindo o tempo
e custos de desenvolvimento (FARHA; BROWN, 2019). Além disso, a combina¢do de drogas
que possuam efeito sinérgico também ¢ desejavel, ja que este tipo de interagdo ¢ capaz de
reduzir a toxicidade dos fdrmacos quando comparados a utilizagdo de forma isolada (CHOU,
2006).

O anlodipino ¢ um farmaco da classe das dihidropiridinas e tem atividade farmacolédgica
como antagonista de canais de célcio, sendo utilizado para o tratamento de doencas
cardiovasculares como angina pectoris € hipertensdo (BULSARA; CASSAGNOL, 2020). Na
literatura, € possivel encontrar a descrigdo da atividade antimicrobiana de inibidores de canais
de calcio frente a fungos como Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., € bactérias, como
Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp., entre outras (HOMA
et al., 2017; KRUSZEWSKA; ZAREBA; TYSKI, 2006; LIU et al., 2016; MAZUMDAR;
ASOK KUMAR; DUTTA, 2010), entretanto o mecanismo desta atividade ndo ¢ bem relatado.
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Diante deste contexto, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade in vitro do
anlodipino frente células planctonicas e biofilmes de S. aureus resistentes e sensiveis a

meticilina, bem como avaliar seu possivel mecanismo de agdo antimicrobiana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia aos antimicrobianos

As mutagdes no material genético dos microrganismos sd3o um processo natural e
espontdneo, no qual os antimicrobianos contribuem na sele¢do de cepas resistentes,
favorecendo o seu crescimento ao reduzir a populagdo de células sensiveis (FIOL; MATTOS
FILHO; GROPPO, 2000). Apesar de fazer parte de um processo natural, a resisténcia bacteriana
¢ uma preocupacao a nivel global, tendo em vista as altas taxas de mortalidade e os altos custos
com tratamento de infecgdes causadas por microrganismos resistentes (GUPTA; DATTA,
2019). O mau uso dos antimicrobianos, bem como sua aplicacdo em outros segmentos fora da
area da satde, como na agricultura, sdo fatores majoritarios que favorecem o surgimento de
bactérias resistentes (HUGHES, 2014; MACHOWSKA; LUNDBORG, 2019)

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser classificada em trés tipos: intrinseca,
adaptativa e adquirida (LEE, 2019), sendo a intrinseca uma caracteristica fenotipica, propria do
microrganismo, a adaptativa corresponde a um processo evolutivo em resposta ao ambiente e ¢
transitoria, ¢ a resisténcia adquirida, que ocorre quando um microrganismo recebe genes de
resisténcia de um microrganismo doador (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017; COX;
WRIGHT, 2013; MUNITA; ARIAS, 2016).

Os tipos de resisténcia citados envolvem mecanismos moleculares e bioquimicos que
reduzem a eficacia dos antibidticos no tratamento de infecgdes causadas por fungos e bactérias.
Os mecanismos de resisténcia comuns envolvem bombas de efluxo, enzimas responsaveis que
inativam ou modificam a molécula dos antimicrobianos, modificagdo no sitio de ligacdo do
farmaco e altera¢do na permeabilidade de membrana (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017).

As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana cuja funcdo ¢ retirar compostos
nocivos, como toxinas e metabodlitos do interior da célula para o meio externo (ALAV;
SUTTON; RAHMAN, 2018). A inativagao ou modificacdo de moléculas antimicrobianas sao
processos mediados por enzimas, como as B-lactamases que inativam os fAirmacos -lactamicos
(GUITOR; WRIGHT, 2018) e como enzimas modificadoras de aminoglicosideos que
modificam covalentemente grupos quimicos da molécula de aminoglicosideos (MUNITA;
ARIAS, 2016). A alteragao dos sitios de ligagao reduz a capacidade de interagdo entre farmaco
e receptor, reduzindo a efetividade do medicamento, e a alteracdo de permeabilidade de
membrana estd relacionada com as porinas, que podem ser expressas em menor quantidade,

além da redu¢do do tamanho e da fun¢ao (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020a).
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A resisténcia ¢ um fendmeno que, apesar de complexo, ocorre de forma
consideravelmente rapida. A meticilina, um farmaco B-lactamico, foi introduzido ao mercado
em 1960 e o primeiro relato de resisténcia ocorreu dois depois, em 1962 em uma cepa de
Staphylococcus aureus (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013). Ja o
primeiro relato de resisténcia & vancomicina ocorreu cerca de 20 anos ap6s sua introdug@o no
mercado (COURVALIN, 2006). Sdo diversos os exemplos que mostram a rapidez do
desenvolvimento de resisténcia apos a introdu¢do de um antimicrobiano ao mercado, como
pode ser observado na Figura 1.

A intensa utilizagdo de antimicrobianos de forma inadequada durante a pandemia da
COVID-19 é um fator preocupante quando se pensa no impacto que esta agcdo pode ter a médio
e longo prazo. Durante a pandemia, foi possivel observar casos em que 56,6% a 70% dos
pacientes internados com COVID-19 receberam tratamento empirico com antibidticos, sendo
que apenas 3,5% destes pacientes realmente apresentavam alguma infecgdo (LANGFORD et
al., 2020; VAUGHN et al., 2021).

Os dados disponiveis mostram um aumento alarmante de infec¢des resistentes no
periodo de 2019 a 2020. Os principais agentes etiologicos bacterianos envolvidos neste
aumento de infecgdes por microrganismos resistentes estdo o Acinetobacter spp. resistente a
carbapenémicos (aumento de 78%), Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (aumento
de 35%), Enterobacterales produtoras de ESBL (aumento de 32%), Enterococcus spp.
resistente & vancomicina (aumento de 14%), Pseudomonas aeruginosa multirresistente
(aumento de 32%) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (aumento de 13%) (CDC,
2022).

A velocidade de desenvolvimento da resisténcia, somado ao cenario atual de uso
exacerbado de antimicrobianos, evidencia a importancia do desenvolvimento mais rapido de
alternativas farmacoldgicas para o tratamento de infec¢des bacterianas. O desenvolvimento de
novos tratamentos para microrganismos resistentes sdo uma prioridade da Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), tendo em vista a dificuldade no tratamento das infec¢des, rapida
disseminac¢do, além de aumentar as taxas de morbidade e mortalidade (ESCOLA-VERGE;
LOS-ARCOS; ALMIRANTE, 2020).

Entre os microrganismos de maior preocupagdo para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, os do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de
Enterobacter) apresentam um papel de destaque (DE OLIVEIRA et al., 2020), e é neste grupo

ao qual o S. aureus esta incluido.
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Figura 1. Linha do tempo da introdugdo de antimicrobianos e do ano de detecgdo de resisténcia. Adaptado

do documento Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2013, CDC
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2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria de morfologia esférica, Gram-positiva, que faz
parte da microbiota humana, colonizando assintoticamente a cavidade nasal de um terco da
populagdo mundial, além de fazer parte da microbiota da pele (BYRD; BELKAID; SEGRE,
2018). Apesar de ser um microrganismo comensal, pode ser considerado um patdgeno
oportunista (MEHRALI et al., 2016) e um dos agentes infecciosos mais comuns no mundo
(CHEUNG:; BAE; OTTO, 2021).

Isolado pela primeira vez em 1880 por Alexander Ogston, cirurgido britanico, a partir
de abcessos (CHALMERS; WYLAM, 2020), este microrganismo encontra-se entre os quatro
principais patdgenos envolvidos em infeccdes de pele até os dias atuais (ROY et al., 2020).
Além das infec¢des de pele, Staphylococcus aureus estd relacionado a diversas patologias,
sendo o principal agente causador de pneumonia e outras infec¢des do trato respiratorio, sitio
cirargico, prétese articular e infecgdes cardiovasculares, bem como bacteremia nosocomial
(TONG et al., 2015).

As infecg¢des causadas por S. aureus podem apresentar variados niveis de gravidade
(CHEUNG; BAE; OTTO, 2021). Um dos motivos que justificam esta caracteristica ¢ a
capacidade desta bactéria de produzir toxinas com efeitos diversos (AHMAD-MANSOUR et
al., 2021). Um exemplo € a pneumonia causada por S. aureus, que ¢ agravada pela toxina
leucocidina Panton-Valentine (PVL), um dos fatores de viruléncia mais importantes do S.
aureus, associada a doenga critica e morte (HE; WUNDERINK, 2020).

Outro exemplo relevante no que se refere as toxinas sdo as bacteremias causadas por S.
aureus, que dependem da ruptura da camada epitelial para que ocorra a invasdo. Este
microrganismo pode promover ativamente a ruptura do epitélio pela produgdo da a-toxina,
capaz de clivar moléculas de e-caderina, quebrando as jung¢des de oclusdo e comprometendo o
citoesqueleto das células epiteliais do hospedeiro (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

As toxinas estafilococicas podem ser produzidas por S. aureus independente do seu
perfil de sensibilidade, que pode ser dividido em Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina
(SASM) e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) (GUO et al., 2020). Por esse
motivo, cepas de SASM também podem ser tdo virulentas quanto o SARM (ROZGONYT et al.,
2007), causando infecgOes graves, além de possuir um importante potencial de
desenvolvimento de resisténcia a variados antibidticos (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).
Ademais, cepas sensiveis a meticilina apresentam alta prevaléncia em infec¢des nosocomiais,

podendo estar atribuido a até 74,6% dos casos (MAMA et al., 2021).
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Apesar da relevancia clinica e epidemioldgica do SASM, um dos protagonistas no
cenario de pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos ¢ o SARM (OMS, 2017). Nas
ultimas décadas, devido a capacidade de rapida mutacao das bactérias e ao uso inapropriado de
antimicrobianos, a resisténcia do S. aureus a este tipo de medicamento aumentou, juntamente
com as taxas de infecgdes causadas por SARM. Como consequéncia, o tratamento clinico
tornou-se mais dificil (GUO et al., 2020).

A resisténcia a meticilina do SARM ocorre pela alteracdo da proteina de ligagdo a
penicilina (PBP) em PBP 2a, codificada pelo gene mecA, presente em um elemento genético
moével chamado staphylococcal cassette chromosome (SCCmec) (SHORE et al., 2011). A
resisténcia a meticilina indica a resisténcia a todos os antimicrobianos da classe dos f-
lactamicos, com exceg¢ao de cefalosporinas de quinta geracdo. A perda da eficacia a essa classe
¢ relevante, uma vez que os [-lactdmicos possuem um excelente perfil de seguranca

(SRISUKNIMIT et al., 2017) e sdo farmacos amplamente utilizados, como ilustrado na Figura
2.
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Figura 2. Propor¢do de prescrigdes nos Estados Unidos para antibidticos injetaveis (p-lactdmicos,
65,24%; glicopeptideos, 9%; fluoroquinolonas, 8%; macrolideos, 6%); aminoglicosideos, 5%; polimixinas, 1%;
trimetoprima/sulfametoxazol, 0,5%; tetraciclinas, 0,4%; todos os outros antibidticos, 4.21%). Adaptado de Bush

& Bradford, 2016.

Atualmente, a terapia de primeira escolha para SASM geralmente sdo B-lactamicos,

enquanto para o SARM as indicagdes incluem linezolida, vancomicina ou teicoplanina em
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combina¢do com clindamicina ou rifampicina, em alguns casos (HE; WUNDERINK, 2020).
Outros  farmacos indicados sdao a  daptomicina, tedizolida, ceftarolina e
quinopristina/dalfopristina. Embora a maioria dos isolados de SARM sejam sensiveis ao
tratamento, existe o risco de surgimento de cepas resistentes a esses antimicrobianos, com

diversos mecanismos associados (Figura 3) (LADE; KIM, 2021).

Imativagio de

I Bombas de efluxo
[i-lactimicos

fi-lactamases Parede celular

Ribossomo
RNA p_nlinlera;e.
Mudificacio do alve = k-
DNA ﬁ;raw
mec A
Membrana

Modificacio do alvo celular

Figura 3. Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus aureus. Fonte: Adaptado de

Lade e Kim, 2021

Além da resisténcia aos antimicrobianos e da produ¢do de toxinas, outro importante
fator de viruléncia associado as infecgdes por S. aureus é sua capacidade de formar biofilmes,
que aumentam capacidade de sobrevivéncia e persisténcia do microrganismo (LISTER;
HORSWILL, 2014), sendo a formagdo de biofilmes uma caracteristica que nao depende do
perfil de sensibilidade (GHASEMIAN et al., 2015).

2.3 Biofilmes

Staphylococcus aureus sao capazes de causar quadros clinicos com diferentes graus de
complexidade, por conta do abundante nimero de fatores de viruléncia. Enquanto quadros leves
e autolimitados geralmente estdo associados a células planctonicas, os quadros mais graves e

cronicos geralmente estdo associados a formacdo de biofilmes (BRADY et al., 2018),
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comunidades de microrganismos que crescem aderidos a uma superficie e envolvidos em uma
matriz extracelular (SOLANO; ECHEVERZ; LASA, 2014).

Os biofilmes estafilococicos podem ser encontrados em dispositivos médicos como
cateter venoso, valvulas cardiacas protéticas e marca-passo cardiaco (SURESH; BISWAS;
BISWAS, 2019). Endocardites e infec¢cdes associadas a implantes comumente envolvem
biofilmes de S. aureus e possuem alta morbidade e mortalidade (HOBLEY et al., 2015).

Os biofilmes podem ser definidos como um agregado microbiano complexo, que
fornecem ao microrganismo a capacidade de se adaptar ao meio ambiente (WANG; BIAN;
WANG, 2022). A formacao de biofilmes pode ser estimulada por condigdes ambientais hostis,
disponibilidade de nutrientes, e pelo quorum sensing, que além de desencadear a formagao dos
biofilmes, tem papel de regularizacdo (RATHER; GUPTA; MANDAL, 2021).

Quorum sensing ¢ um fendmeno no qual os microrganismos sdo capazes de regular o
comportamento das populagdes bacterianas por meio de secre¢do de moléculas de sinalizadoras
chamadas de substancias de autoindugdo, que regulam genes que codificam fatores de
viruléncia, como genes envolvidos na formacdo de biofilme e também podem coordenar
interagdes entre microrganismos intra e interespécies (PEREZ-PEREZ et al., 2017)

A formacao dos biofilmes acontece em uma série de etapas (Figura 4), que incluem
fixagdo reversivel, formagdo de uma monocamada e estruturagdo e crescimento do biofilme
(NASSER et al., 2022).

Inicialmente, os microrganismos encontram-se aderidos reversivelmente a superficie,
entretanto, com o aumento da concentracdo da molécula de sinalizagdo monofosfato de
guanosina bis-(3'-5")-ciclico dimérico (c-di-GMP), hd o aumento da producdo de matriz
extracelular e a promogao da adesdo irreversivel das células a superficie (RATHER; GUPTA;
MANDAL, 2021).

A adesdo em superficies abidticas envolve interacdes dos tipos hidrofobicas ou
eletrostaticas. Em cepas de Staphylococcus spp., a adesdo a superficies abioOticas esta
relacionada com moléculas de superficie, como os acidos tecodicos (GROSS et al., 2001).

No que se refere a adesdo em superficies bioticas, as interagdes sdo mais especificas e
envolvem uma grande variedade de proteinas estafilococicas ancoradas na superficie celular
que se ligam a proteinas do hospedeiro, chamadas microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecule (MSCRAMMs) (OTTO, 2013). Em S. aureus, alguns exemplos de
MSCRAMMs sdo a proteina A, fator de aglutinagdo A (CIfA) e a proteina de ligacdo a
fibronectina A (FnbpA) (GHASEMIAN et al., 2015). Apos a adesdo, os microrganismos

comegam a se dividir, formando microcolonias (RABIN et al., 2015).
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Na maturacdo, a matriz extracelular desempenha um papel fundamental, uma vez que
esta atua na fixagdo as superficies e estabiliza a estrutura do biofilme (TOYOFUKU et al.,
2016). Em Staphylococcus spp., a principal molécula de adesdo da matriz ¢ um
exopolissacarideo denominado adesina intercelular polissacaridica (PIA) ou poli-N-acetil
glucosamina (PNAG), sintetizada a partir dos genes icaA, icaD, icaB e icaC (OTTO, 2013).

Por fim, ocorre a etapa de dispersdo. Esta etapa ¢ essencial para permitir que as bactérias
colonizem novos sitios quando ha escassez de nutrientes e acuimulo de metabolitos toxicos. As
estratégias que viabilizam a dispersao do biofilme sdo o fim da sintese de componentes matriz
extracelular, degradagcdo da matriz e quebra das ligacdes ndo covalentes entre os componentes

da matriz (OTTO, 2013; SOLANO; ECHEVERZ; LASA, 2014).
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Figura 4. Formacao de biofilmes bacterianos. Fonte: Adaptado de Rather, Gupta e Mandal, 2021

Por conta da natureza estrutural do biofilme, na qual 80 a 90% da composicao deste tipo
de organizagdo corresponde a matriz extracelular, e 10 a 20% correspondem aos
microrganismos (PERCIVAL et al., 2015), as células bacterianas encontram-se em um estado
de protecdo contra a resposta imune do hospedeiro e agentes antimicrobianos, tornando-o um
importante desafio na busca de alternativas terapéuticas (SCHILCHER; HORSWILL, 2020;
WEIGELT et al., 2021).

Com a protecdo fornecida pela matriz extracelular, a concentracdo inibitoria dos
farmacos antimicrobianos pode aumentar até mil vezes em relagdo concentragdo inibitoria em
células planctonicas (OYAMA et al., 2016). Atualmente, muitos dos agentes antibiofilme sdao
compostos por surfactantes, compostos a base de halogénio, compostos de quaternario de
amonio, alguns compostos naturais e biguanidas, classe farmacologica de alguns agentes

hipoglicemiantes (HALE et al., 2022; WEIGELT et al., 2021).
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2.4 Epidemiologia

O Staphylococcus aureus ¢ um patdgeno presente em todos os paises e continentes do
mundo (MONACO et al., 2017). Na década de 60, houve o surgimento e disseminagao global
de SARM, que logo se tornou um dos principais causadores de infecgdes nosocomiais e de
origem comunitaria (LEE et al., 2018). S. aureus resistentes a meticilina representa em média
40,3% dos isolados clinicos de S. aureus mundialmente (DIEKEMA et al., 2019). As taxas de
mortalidade atribuidas a este microrganismo podem variar entre 29% e 42,2% dos casos, o que
ressalta sua relevancia clinica (HORVATH et al., 2020; KOURTIS et al., 2019). A prevaléncia
de SARM pode variar nas diferentes regides do mundo (Figura 5). Nas regides da América do
Norte e Europa, isolados com resisténcia a meticilina correspondem a 47% e 26,8%,
respectivamente, enquanto na América Latina este nimero corresponde a 38,7%. (DIEKEMA

et al., 2019).
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Figura 5. Prevaléncia global de SARM. Fonte: Adaptado de Lee ef a/, 2018

No Brasil, primeiro caso identificado de infec¢ao causada por SARM ocorreu em 1987.
Ao final desta década, a incidéncia de casos chegou a 33%, mantendo-se nessa faixa até os dias
atuais (ANDRADE et al., 2020). As infec¢des nosocomiais por SARM podem ocorrer em todos
os setores hospitalares, como unidades de terapia intensiva (UTI), clinica médica, centro

cirargico, enfermaria, sendo principalmente isolado a partir de culturas de ponta de cateter,
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correspondendo até a 52,2%, e amostras de sangue, equivalendo a 47,7% dos isolados (PENA
et al., 2014). Documentos do Ministério da Satde mostram que a resisténcia a oxacilina esta
presente em 57,4% das amostras de S. aureus obtidas em UTIs para pacientes adultos, 54,9%
em UTIs pediatricas e 10% em UTI neonatal do pais (Anvisa, 2016).

Em relagdo a Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (SASM), atualmente, sua
prevaléncia em infec¢des hospitalares na Espanha pode chegar até 74,6% dos casos (MAMA
et al., 2021). Nos Estados Unidos, SASM ¢ o principal agente de infec¢des invasivas por S.
aureus, correspondendo a 79% dos casos e causando infec¢des osteoarticulares, infec¢des da
corrente sanguinea e pneumonia (CRANDALL et al., 2020). No Brasil, a prevaléncia de SASM
em pacientes em unidades de satide pode chegar até 85% dos isolados de S. aureus (PEREIRA-
FRANCHI et al., 2019).

A alta prevaléncia de SASM deve acender um alerta, uma vez que estas cepas podem
servir como um reservatorio para o surgimento de novas cepas resistentes & meticilina
(MONACO etal., 2017). Além disso, a mortalidade associada a0 SASM em casos de infec¢des
hospitalares pode equivaler a até¢ 24%, compardvel com a mortalidade associada ao SARM
(KOURTIS et al., 2019).

A prevaléncia de SASM e SARM no Brasil podem variar conforme a regido,
influenciado por fatores como a notificagdo de casos fornecida por cada estado. Na Tabela 1,
encontram-se dados sobre as porcentagens encontradas referentes ao perfil de resisténcia de S.
aureus isolados de pacientes com infec¢des primarias de corrente sanguinea laboratorialmente
confirmadas (IPCSL) associadas a cateter venoso central (CVC) em pacientes adultos em UTL.
E possivel notar, neste caso, que a porcentagem de SASM e SARM sio equiparadas. Entretanto,
deve-se estar atento as limitagdes encontradas no que se refere a obtencdo destes dados
epidemioldgicos.

Tabela 1. Porcentagens de SASM e SARM nas regides brasileiras. Fonte: Anvisa, 2016.

Microrganismo Norte Nordeste Centro- Sul Sudeste N Total
Oeste (%)
Staphylococcus aureus 2.959
Sensivel a oxacilina 62 167 114 224 693 1.260
(43,1) (39) (50,9) (55,3) (39,4) (42,6)
Resistente a oxacilina 82 261 110 181 1065 1.699

(56,9) (61) (49.1) (44,7) (60,6) (57,4)
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Ao observar a prevaléncia de S. aureus em relagdo a outras espécies causadoras de
infeccdes em pacientes adultos internados em UTI com IPCSL associadas a cateter venoso
central, ¢ notorio que esta bactéria possui um protagonismo relevante. Na Figura 6, € possivel
observar as porcentagens dos principais microrganismos causadores de [IPCSL a nivel nacional
e regional. Percebe-se, por tanto, que o S. aureus € um microrganismo importante

epidemiologicamente em todo o Brasil.
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No que se refere aos custos com o tratamento e o tempo de hospitalizagdo por paciente
com infecgdo causada por SARM, estes podem variar entre $34.657 ¢ $113,852, com tempo
médio de 15 dias de internacdo (ORTWINE; BHAVAN, 2018). Estima-se que a taxa de 0bitos
causados por infec¢des por microrganismos resistentes seja de 700.000 por ano e que, até o ano
de 2050, essa taxa alcance a marca de 10 milhdes dbitos e que os tratamentos custem até 100
trilhdes de ddlares por ano (O’Neill, 2014). Por estes motivos, a pesquisa ¢ desenvolvimento
de novos antimicrobianos que tratem infecgdes causadas por microrganismos resistentes € uma

prioridade mundial (TACCONELLI et al., 2018).

2.5 Tratamento farmacolégico para infeccoes causadas por S. aureus

As opgdes terapéuticas que podem ser utilizadas no tratamento de infecgdes por S.
aureus dependem do perfil de resisténcia apresentado pelo microrganismo e pode englobar
diversas classes de antimicrobianos, que podem ser usados isolados ou em associagdo com
outros antimicrobianos ou inibidores de -lactamases. Algumas classes que podem ser citadas

sdo B-lactamicos, lipopepdideos, glicopepdideos, entre outros. (LEWIS et al., 2018).
2.5.1 Agentes topicos

Os principais agentes topicos utilizados no tratamento de infec¢des cutineas por S.
aureus sao o acido fusidico e mupirocina. (HARTMAN-ADAMS; BANVARD; JUCKETT,
2014). O 4cido fusidico foi inicialmente isolado a partir do caldo de fermentagdo do fungo
Fusidium coccineum (GODTFREDSEN; ROHOLT; TYBRING, 1962), sendo que sua
atividade principal € contra estafilococos, incluindo cepas multirresistentes. Apesar de ser
comumente utilizado na forma de produtos para aplicagdo topica, também ¢ possivel a
administracdo para uso sistémico (TURNIDGE, 1999).

O mecanismo de acao do 4cido fusidico consiste no bloqueio da sintese de proteinas ao
se ligar ao EF-G no ribossomo, interrompendo a sintese proteica. O EF-G ¢ em um fator de
alongamento associado a etapa de translocagdo. A acdo do 4cido fusidico € principalmente
bacteriostatica, entretanto, em altas concentracdes, pode ser bactericida (HOWDEN;
GRAYSON, 2006). O mecanismo de resisténcia a este firmaco envolve mutagdes no gene que
codifica a EF-G e também a diminui¢do da permeabilidade de parede ou membrana celular,
mediada por plasmideo (DOBIE; GRAY, 2004). A monoterapia com acido fusidico em
preparacdes topicas tem sido fortemente associada ao surgimento de resisténcia a este

antimicrobiano em SARM e SASM (HOWDEN; GRAYSON, 2006).
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A muripirocina ¢ outra alternativa para o tratamento de infec¢des de pele causadas por
S. aureus. Este farmaco ¢ um antibidtico da classe dos dcidos monocarboxilicos utilizado como
agente antibacteriano contra SARM e SASM, obtido a partir de uma mistura de quatro acidos
pseudomonicos originados do metabolismo de Pseudomonas fluorescens (TUCALIUC et al.,
2019).

A muripirocina tem como mecanismo de agdo a inibicdo da enzima isoleucil-tRNA
sintetase, uma vez que este antibidtico possui similaridades estruturais com a isoleucina. O
farmaco liga-se ao sitio ativo da enzima, impedindo a adi¢do da isoleucina as cadeias proteicas
da parede celular, tendo efeito bactericida (TUCALIUC et al., 2019). O mecanismo de
resisténcia a este fArmaco pode ser classificado em dois tipos: de baixo nivel, a partir de
mutagdes cromossdmicas pontuais, e de alto nivel, associada ao gene de resisténcia mupA
mediado por plasmideo, que pode ser transferido por conjugacao entre diferentes cepas de S.

aureus ou diferentes espécies (DADASHI et al., 2020).

2.5.2 Agentes sistémicos

2.5.2.1 Antimicrobianos para o tratamento de SASM

Como alternativa para o tratamento de infeccdes causadas por SASM estdao farmacos -
lactdmicos, principalmente as penicilinas antiestafilococicas e, alternativamente, tem-se a
cefazolina, cefalosporina de primeira geragdo que pode ser escolhida nos casos de alergia as
penicilinas, por exemplo (LI; ECHEVARRIA; TRAUGOTT, 2017a).

As penicilinas antiestafilocdcicas, que incluem os farmacos nafcilina, fucloxacilina,
cloxacilina e a oxacilina, sdo recomendadas como tratamento de primeira linha para infecgdes
por SASM (LEFEVRE et al., 2021). Como todo farmaco desta classe, 0 mecanismo de agio
destas drogas consiste na inibi¢ao da formacao da parede celular bacteriana ao se ligar as PBPs,
enzimas envolvidas na ultima etapa da formacdo do peptidoglicano, a transpeptidagdo. A
afinidade entre os B-lactdmicos e as PBPs ocorre pela similaridade estrutural das drogas com o
dipeptideo d-Ala-d-Ala presente na porcao terminal de precursores do peptidoglicano (BUSH;
BRADFORD, 2016).

A primeira penicilina antiestafilocdcica foi a penicilina G, porém logo foi possivel
observar uma alta taxa de resisténcia a esta droga (50% dos isolados de S. aureus em hospitais),

fazendo com que houvesse o estimulo para a sintese da meticilina, primeira penicilina



28

semissintética resistente a a¢do das penicilinases, responsaveis pela hidrélise do anel (-
lactamico, contornando este problema (NEU, 1982).

Além das penicilinas, a cefalosporina cefazolina também ¢ uma opg¢ao no tratamento de
SASM, possuindo o mesmo mecanismo de agao. Alguns estudos fazem a comparacao entre as
penicilinas e a cefazolina, com achados que mostram eficicia e seguranca similares desta
cefalosporina em relagdo ao tratamento padrio (BIDELL; PATEL; O’DONNELL, 2018;
LEFEVRE et al., 2021; LI; ECHEVARRIA; TRAUGOTT, 2017). Contudo, a cefazolina pode
apresentar algumas vantagens como probabilidade de descontinuacao do tratamento devido a
eventos adversos significativamente menor, melhor posologia e custo mais baixo (BIDELL;

PATEL; O’'DONNELL, 2018).

2.5.2.2 Antimicrobianos para o tratamento de SARM

Os antimicrobianos utilizados no tratamento de infecg¢des causadas por SARM incluem
classes como os glicopeptideos, as oxazolidinonas, lipopeptidios e cefalosporinas de geragdes
mais recentes (BROWN et al., 2021). Com isso, ¢ possivel observar que as opgdes de
tratamento sdo limitadas, além de ja existirem mecanismos de resisténcia aos farmacos destas
classes.

2.5.2.2.1 Glicopeptideos

Os principais representantes desta classe sdo a vancomicina e, secundariamente, a
teicoplanina, consideradas o padrdo outro para o tratamento de infeccdes por SARM, apesar
das preocupagdes sobre eficdcia, dosagem e toxicidade (BROWN et al., 2021). Uma grande
preocupacao em relagdo ao uso da vancomicina ¢ a ocorréncia de insuficiéncia renal aguda. Por
este motivo, a monitorizagdo terapéutica € necessaria para que haja a manutencdo de
concentragdes minimas entre 15 e 20 mg/ L nos casos de infec¢des graves (RYBAK et al.,
2020).

A vancomicina tem atividade ao formar pontes de hidrogénio com d-alanil-d-alanina (d-
Ala-d-Ala), subunidades do N-4cido acetilmuramico e da N-acetilglucosamina, precursores do
peptidoglicano. Desta forma, os precursores nao podem ser processados pela transglicosilase,
tendo como efeito final a inibi¢do da formacgdo da parede celular, deixando as células
bacterianas vulneraveis a pressdo osmoética, levando o microrganismo a morte (MUHLBERG
etal., 2020). A resisténcia a vancomicina apresentada por S. aureus ¢ conferida pelo gene vanA,

oriundo de plasmideos obtidos pela conjugacdo com cepas de enterococos resistentes a
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vancomicina. O gene de resisténcia leva a sintese de precursores com subunidades D-Ala-D-
lactato ou d-Ala-d-Serina, que ndo se ligam a vancomicina (MCGUINNESS; MALACHOWA;
DELEO, 2017; STOGIOS; SAVCHENKO, 2020).

2.5.2.2.2 Oxazolidinonas

Como representante das oxazolidinonas, tem-se a linezolida, cujo uso tem sido
difundido nos ultimos anos, apesar de nao existirem evidéncias de uma eficacia superior em
comparagao a da vancomicina (BROWN et al., 2021). O mecanismo de agdo desta droga esta
no fato que a linezolina liga-se ao sitio 23S da subunidade 50S ribossomica, inibindo a jungdo
das subunidades 50S e 30S, tendo como efeito a inibi¢ao da formacao do complexo de iniciacao
70S, o que interfere a sintese proteica (LIVERMORE, 2003). O mecanismo de resisténcia em
Staphylococcus spp. envolve mutagdes pontuais na por¢ao 23S por conta de genes de resisténcia
de origem cromossomica ou plasmidial (LIU et al., 2020; RUIZ-RIPA et al., 2021).
2.5.2.2.3 Lipopeptideos

A daptomicina, representante da classe dos lipopeptideos, ¢ uma droga produzida por
microrganismos da espécie Streptomyces roseosporus. Este firmaco possui um mecanismo de
acao unico e ainda nao totalmente compreendido, entretanto, sabe-se que a daptomicina liga-se
a membrana citoplasmatica, despolarizando-a e alterando a homeostase celular, levando o
microrganismo a morte. Além disso, evidéncias sugerem que a daptomicina também pode
interferir diretamente na divisdo celular e na sintese da parede celular (TAYLOR; PALMER,
2016). Os mecanismos de resisténcia propostos sdo o aumento da carga positiva da membrana
bacteriana, mudancas na composicao dos acidos graxos de membrana, alterando a fluidez desta,
aumento da concentracdo de de pigmento carotendide e aumento da sintese de acido teicoico

(DE ABREU; PERDIGAO; ALMEIDA, 2020).

2.5.2.2.4 Cefalosporinas

As cefalosporinas fazem parte do grupo dos B-lactamicos, por tanto, seu mecanismo de
acao esta associado a inibi¢cdo da sintese de parede celular. Esta classe possui diferentes drogas,
classificadas em geragdes, que variam de acordo com a ordem de desenvolvimento e espectro
de atividade. A mudancga de espectro ocorre devido a alteragdes na cadeia lateral da estrutura
quimica basica dos farmacos (JORDAN et al., 2020).

As cefalosporinas com agao frente SARM sao cefalosporinas de quinta geragao, capazes
de inibir as transpeptidases PBPs, incluindo PBPla, PBP2b e PBP2a, responsavel pela
resisténcia em SARM (SORIANO, 2021). O principal exemplo € a ceftarolina, desenvolvida
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pela modificacdo estrutural do cefozopran e que possui atividade bactericida contra
microrganismos Gram-positivos multirresistentes (OLARTE-LUIS; CACERES-GALINDEZ;
CORTES, 2018). A ceftarolina tem sido usada como terapia de salvamento para pacientes com
falha terapéutica no tratamento de bacteremia por SARM (HOLUBAR et al., 2020).

Além da ceftarolina, tem-se o ceftobiprole que possui alta atividade bactericida, anti-
biofilme e sinergismo com outros antimicrobianos. Este farmaco exibe sinergismo in vitro com
a daptomicina e vancomicina frente SARM (PEREZ-CRESPO; CORTES, 2021).

A resisténcia a cefalosporinas de quinta geracao ja foi reportada e estd relacionada com
mutagdes no gene mecA. Além disto, mutagdes no gene pbp4 levam a codificagdo da proteina
PBP4, que nao possui afinidade com farmacos desta geragdo (MORRONI et al., 2018). Um
estudo em um hospital italiano mostrou uma taxa de resisténcia ao ceftobiprole de 12%
(MORRONTI et al., 2018), o que deve acender o alerta para que haja o inventivo para o

desenvolvimento de mais alternativas farmacologicas para o tratamento de SARM.

2.6 Morte celular bacteriana

A morte celular ¢ um processo fundamental em todos os organismos vivos, uma vez que
estd associada a variados processos regulatorios, permitindo, portanto, a homeostase.
(Bertheloot et al., 2021). A morte celular programada pode envolver diferentes mecanismos,
bem estudados em organismos eucariontes, mas pouco explorados para os procariontes. A falta
de estudos nessa area esté relacionada com a ideia de que a morte programada em organismos
unicelulares € contraintuitiva, entretanto, a morte celular de procariontes ocorre e pode
apresentar beneficios em casos de convivéncia em comunidades microbianas (ALLOCATI et

al., 2015).

Em organismos eucariontes, a morte celular programada ¢ dividida em apoptose,
necrose e piroptose (BERTHELOOT et al., 2021), ja em procariontes, a divisdo ¢ feita em
processos apoptose-/ike e autdlise (BAYLES, 2014), que ocorrem nas bactérias quando existem
danos irreparaveis ao DNA. Importante ressaltar que alguns autores, como Hécker (2013),
desaconselham o uso do termo apoptose para definir a morte celular em bactérias, por conta

dos distintos eventos bioquimicos que ocorrem em células de mamiferos e células bacterianas.

O processo da morte celular programada inicia-se com o estresse celular, como o
causado por agentes antimicrobianos, que podem induzir a ativacdo de mecanismos de reparo
do DNA ou de vias de morte celular. O reparo ocorre em casos de danos minimos ao DNA.

Caso os danos sejam irreparaveis, o sistema Cid-/Lrg, proteinas que servem como mediadoras
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da morte ou lise celular, ¢ ativado, e a morte celular induzida (BAYLES, 2014).
Alternativamente, a morte celular pode ser induzida pelo sistema toxina-antitoxina (TA),
formados por complexos estaveis de toxinas e antitoxinas que, em caso de danos celulares ou
condigdes de estresse, as antitoxinas sao degradadas, permitindo que a toxina livre ligue o seu
alvo celular. O mecanismo molecular pelo qual estas toxinas agem levando a morte celular esta
provavelmente relacionado a despolarizacdo e aumento da permeabilidade da membrana,

conduzindo o microrganismo a morte. (ALLOCATI et al., 2015; BAYLES, 2014).

2.7 Estratégias contra a resisténcia aos antimicrobianos

Atualmente, os principais esfor¢os contra bactérias resistentes estdo na melhoria do
diagnostico, controle das prescricdes, com o objetivo de reduzir o uso desnecessario dos
antimicrobianos, além das estratégias de prevencao de infecgdes. Essas sdo estratégias
fundamentais no que tange a prevencao da resisténcia aos antimicrobianos. Entretanto, no que
se refere as opgdes farmacoldgicas, sabe-se que existem poucas moléculas antimicrobianas em
desenvolvimento e que poucas destas representam novas classes antibioticas, o que aumenta as
chances de uma rapida adaptacdo por parte dos microrganismos (CHRISTAKI; MARCOU;
TOFARIDES, 2020; NATHAN, 2020). Por tanto, outras estratégias devem ser pensadas para
que haja o aumento no arsenal terapéutico contra microrganismos resistentes, como o

reposicionamento de fArmacos e a busca por drogas com atividade sinérgica.

2.7.1 Reposicionamento de farmacos

O desenvolvimento de um novo medicamento ¢ um processo caro € demorado, custando
bilhdes de dolares e levando em média de 10 a 15 anos para que uma nova molécula chegue ao
mercado (BERDIGALIYEV; ALJOFAN, 2020). Uma das razdes para isso ¢ o fato de que ¢
preciso um longo caminho para identificar um alvo e escolher uma droga que possa se ligar a
um receptor e gerar o efeito desejado (HUGHES et al., 2011).

Desenhos assistidos por computador, fontes bioldgicas, como anticorpos monoclonais,
ou fontes naturais, como plantas ou animais, sdo as principais fontes para a descoberta de uma
nova molécula com atividade farmacoldgica (BERDIGALIYEV; ALJOFAN, 2020). Tais
moléculas devem passar por testes pré-clinicos, que avaliam a atividade da nova molécula in
vitro € in vivo, utilizando animais. Apds esses testes, € necessario passar por ensaios clinicos,
que avaliam a eficdcia e seguranga dos medicamentos (BRODNIEWICZ; GRYNKIEWICZ,
2010).
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Apesar de ser um processo realizado com muita cautela, as taxas de insucesso em
ensaios clinicos sdo consideravelmente altas, uma vez que cerca de 54% dos novos
medicamentos desenvolvidos podem falhar nesta etapa, enquanto uma média de 36% chega a
ser aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) (HWANG et al., 2016). Entretanto,
no que se refere aos medicamentos destinados ao tratamento de doengas infecciosas, a taxa de
aprovacdo destes ficou proxima de 50%. Essa taxa de aprovacdo mais alta pode estar
correlacionada com varios programas de aprovacao acelerada da FDA para novas terapias
antibacterianas. No entanto, essa estratégia pode aumentar as chances de aprovacdo de
medicamentos menos eficazes ou menos seguros (FLOYD; PSATY, 2014).

A descoberta de moléculas antimicrobianas ndo ¢ uma questdo simples. A descoberta
da penicilina em 1928 deu inicio a era dos antibioticos, cuja fase mais relevante ocorreu entre
as décadas de 40 e 60 (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019), seguido por uma
lacuna temporal na qual nenhum outro antibacteriano foi introduzido no mercado apds essas
décadas. Novas drogas foram introduzidas somente no inicio dos anos 2000, quando as
oxazodinolonas e os lipopeptideos foram descobertos (FISCHBACH; WALSH, 2009; MILLS,
2006).

A dificuldade em desenvolver novos antimicrobianos ¢ notavel e reflete nas opgdes
limitadas para o tratamento de doencas infecciosas. A Organizagdo Mundial da Satide (OMS)
alerta que a falta de desenvolvimento de novos antimicrobianos ameaga os esfor¢os para conter
infecgdes por microrganismos resistentes, o que eleva os custos do tratamento e as taxas de
mortalidade (OMS, 2020). Por esses motivos, alternativas para aumentar o arsenal terapéutico
contra microrganismos resistentes devem ser consideradas.

Nesse contexto, surge como estratégia o reposicionamento de farmacos, que ¢ a
utilizagdo de medicamentos ja aprovados para uso em novas propostas, favorecendo a
produtividade e possibilitando que novas alternativas terapéuticas cheguem ao mercado entre
em um periodo que pode variar entre 3 a 12 anos (ASHBURN; THOR, 2004).

Os medicamentos reposicionados nao devem alterar sua estrutura molecular, utilizando-
0os apenas para novas propriedades bioldgicas, formulagdes ou vias de administragdo
(JOURDAN et al., 2020). Estudos para avaliar a atividade de medicamentos reposicionados
podem ser realizados por meio de programas de computador, ensaios biologicos experimentais
e abordagens mistas (XUE et al., 2018).

Embora seja uma alternativa promissora, o reposicionamento de medicamentos enfrenta
desafios como a necessidade de reformulacdo devido aos novos usos propostos. Ademais, ha a

barreira da propriedade intelectual, a falta de investimento, além da epidemiologia da doenga
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ou produtos concorrentes que também podem ser fatores complicadores (RASTEGAR-
MOJARAD et al., 2015). Porém, sabe-se que a demanda por novos antibidticos ¢ crescente e
necessaria.

Alguns exemplos de farmacos reposicionados e aprovados por 6rgaos regulamentadores
para fins de tratamento de doengas infecciosas que podem ser mencionados sdo: a anfotericina
B, antifingico, reposicionada para o tratamento de leishmaniose (MEYERHOFF, 1999),
eflornitina, desenvolvida para uso como agente antitumoral, reposicionado para tratar a
tripanossomiase africana (SIMARRO et al., 2012) e a zidovudina, um farmaco antirretroviral,
inibidor da transcriptase reversa, que foi originalmente desenvolvido para o tratamento de
cancer (YARCHOAN et al., 1986).

Apesar dos desafios, os custos e o tempo de desenvolvimento reduzidos tornam o
reposicionamento de farmacos uma estratégia de interesse, pois utiliza firmacos ja conhecidos,
a estrutura, toxicidade, biodisponibilidade e outras caracteristicas ja sdo conhecidas, permitindo

iniciar com os ensaios nos estudos fase Il (MERCORELLI,; PALU; LOREGIAN, 2018).

2.7.2 Farmacos com atividade sinérgica

Aliada ao reposicionamento de farmacos, a terapia combinada de farmacos com
atividade sinérgica ¢ outra importante estratégia para o tratamento de doencas infecciosas
causadas por microrganismos resistentes. Estudos para a avaliagdo de atividade sinérgica
examinam os resultados obtidos a partir de combinagdes de duas ou mais drogas com objetivo
de alcancar um efeito geral que seja maior do que a soma de suas partes individuais
(CHEESMAN et al., 2017).

Exemplos classicos de medicamentos combinados ja utilizados na pratica clinica sao
trimetoprima + sulfametoxazol, gentamicina + ampicilina € o esquema terapéutico
multimedicamentoso utilizado no tratamento da tuberculose (WRIGHT, 2016). De acordo com
a OMS, a terapia combinada ¢ preferivel & monoterapia no tratamento de varias doengas
infecciosas que representem risco de vida ao paciente, por conta da capacidade de reduzir a
resisténcia e dispor de mecanismos de acao diversos (OMS, 2016).

Além do exposto, a interacao sinérgica entre as drogas € relevante pois age aumentando
a poténcia em combinacdo, reduzindo a toxicidade e minimizando a indu¢do de resisténcia
(CHOU, 2006). Os mecanismos que podem estar relacionados ao sinergismo entre drogas com

atividade antimicrobiana sao alteragdo da permeabilidade da membrana, redu¢do da atividade
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da bomba de efluxo, inibi¢ao da formacao de biofilme e inibicdo de enzimas importantes para
o funcionamento das células microbianas (LIU et al., 2014).

O sinergismo entre farmacos pode ocorrer de trés maneiras (Figura 7): por meio de
combinagdes congruentes, na qual os compostos ja apresentam individualmente atividade
inibitdria do crescimento do microrganismo, combinagdes sincréticas, que incluem pelo menos
uma droga que ndo apresenta atividade antimicrobiana acentuada, e a combinag¢do denominada
coalismo, que ocorre entre compostos que ndo possuem atividade antimicrobiana isoladamente,

mas sao ativos em combinacao (TYERS; WRIGHT, 2019).
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Figura 7. Tipos de combinagdes sinérgicas de farmacos com atividade antimicrobiana. Fonte: Adaptado
de Tyers e Wright (2019)

A interagdo sinérgica de drogas € particularmente Util no reposicionamento de farmacos
uma vez que alguns compostos com atividade antimicrobiana fraca, o que impede a aplicacao
1solada devido a concentracao limitada do farmaco no plasma humano, podem ser resgatados

uma vez que agem em sinergismo com outro farmaco (ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).

2.8 Anlodipino
O anlodipino, nomenclatura IUPAC 3-O-ethyl 5-O-methyl 2-(2-aminoethoxymethyl)-

4-(2-chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate, (Figura 8), ¢ um farmaco
pertencente a classe das 1,4-diidropiridinas, aprovado em 1987 pela FDA (WAGNER;
KENREIGH, 2022). Os derivados do 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) sdao amplamente utilizados
clinicamente como bloqueadores de canais de calcio do tipo L, resultando em bradicardia e
vasodilatacdo e, por conseguinte, sdo utilizados no tratamento da hipertensdo e doencas

cardiovasculares (BADE et al., 2017).
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O 1,4-DHP ¢ um dos anéis heterociclicos mais importantes na quimica farmacéutica,
possuindo efeitos terapéuticos proeminentes e versateis. Este anel ¢ um potente antagonista de
canais de calcio e tem atividade como anti-hipertensivo e antianginoso, além de atividade
antitumoral, anti-inflamatorio, antituberculoso, anticancerigeno, anti-hiperplasia, agente
antimutagénico, antidislipidémico e antitlcera e estima-se que a adi¢do de grupos funcionais a
este anel pode adicionar outros efeitos como anticonvulsivante, antioxidante e antimicrobiano

(MISHRA; BAJPAI; RAI, 2019).
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Figura 8. Representacao estrutural (A) e estrutura otimizada (B) do Anlodipino. Fonte: Pubchem

O anlodipino ¢ um farmaco administrado de forma oral e, em comparagdo com outros
medicamentos da classe, apresenta meia-vida mais longa de 30 a 50 horas, o que torna possivel
a redugdo da sua posologia (WAGNER; KENREIGH, 2022). Isso porque, em pH fisiologico,
o anlodipino encontra-se na sua forma ionizada, o que aumenta sua afinidade pelas membranas
celulares, o que contribuindo para um metabolismo hepético e alcance de picos plasmaticos
lentos (VAN ZWIETEN, 1994).

Os usos aprovados do anlodipino pelo FDA incluem o tratamento de hipertensao, angina
estavel cronica (angina pectoris), angina de Prinzmetal (angina vasoespatica) e doenca arterial
coronariana (aterosclerose coronariana) (WAGNER; KENREIGH, 2022). Entretanto, o
anlopidino apresenta outros usos que ainda nao sao aprovados pelo FDA, como no tratamento
de nefropatia diabética (TABUR et al., 2015) e na Doenca de Raynaud (LEE et al., 2014).

A seguranga do anlodipino em doses terapéuticas ¢ conhecida, ndo apresentando efeitos
toxicos e sendo seguro para o uso em mulheres gravidas, por ndo oferecer efeitos deletérios ao

feto (MITO et al., 2019), sendo que a concentragcdo plasmatica média do anlodipino ¢ de 614
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ng/mL (BOYD et al., 2021). Doses elevadas do anlodipino podem causar ao paciente
hipotensdo (PATEL; TIETZE; MEHTA, 2013) e depressao cardiovascular (OK; SOHN, 2018).

No que se refere a atividade antimicrobiana do anlodipino, esta ja foi observada em
microrganismos distintos, incluindo fungos filamentosos e leveduriformes, protozoarios e
bactérias (KRUSZEWSKA; ZAREBA; TYSKI, 2006; LIU et al., 2016; MAZUMDAR; ASOK
KUMAR; DUTTA, 2010; PALIT; ALI, 2008).

Tais estudos, como o de Kruszewska, Zareba & Tyski (2006) mostraram dados obtidos
a partir de um screening de produtos ndo-antibioticos frente alguns microrganismos, no qual o
anlodipino exibiu a concentracao inibitdria minima equivalente a 3 mg/ mL frente S. aureus. Ja
no estudo de Liu e colaboradores (2016) ¢ possivel observar o sinergismo do anlodipino com o
fluconazol frente Candida albicans. Todavia, os mecanismos que envolvem a atividade
antimicrobiana desta droga ndo sdo bem elucidados.

Por tanto, diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo a avaliagdo da
atividade do anlodipino frente S. aureus em sua forma de células planctonicas e biofilme, além

de avaliar o provavel mecanismo de agao envolvido na atividade antimicrobiana deste farmaco.
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3. HIPOTESES

3.1 O anlodipino apresenta atividade antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.

3.2 O anlodipino apresenta atividade sinérgica quando associado a oxacilina frente a cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

3.3 O anlodipino apresenta atividade antimicrobiana frente aos biofilmes de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.

3.4 O anlodipino possui efeito antimicrobiano ao provocar danos na membrana celular e ao

DNA bacteriano, bem como formar ligagdes com importantes alvos proteicos de S. aureus
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do anlodipino frente a cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM) na forma de células planctonicas e em biofilme, e

elucidar o possivel mecanismo de a¢ao envolvido nesta atividade.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) do anlodipino e da oxacilina.

4.2.2 Determinar o nivel de tolerancia ao anlodipino, bem como sua Concentracao Bactericida
Minima (CBM).

4.2.3 Verificar o tipo de interagdo farmacoldgica encontrada na combinagdo do anlodipino com
a oxacilina, através da determinagio do Indice da Concentragio Inibitoria Fracionaria (FICI).
4.2.4 Avaliar possiveis alteracdes morfologicas nas células bacterianas causadas pelo
anlodipino isolado e em associacdo com a oxacilina por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

4.2.5 Avaliar o efeito anlodipino na viabilidade celular de biofilmes em formagdo de
Staphylococcus aureus.

4.2.6 Avaliar o efeito anlodipino na viabilidade celular de biofilmes formados de
Staphylococcus aureus.

4.2.7 Averiguar o possivel mecanismo de acdo envolvido na atividade do anlodipino frente a
cepas de SARM, utilizando técnicas de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e

molecular docking.
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5. MATERIAIS E METODOS

As metodologias empregadas no presente estudo seguiram conforme o ilustrado na
Figura 9. As etapas iniciais envolveram a obtengdo da droga e testes de sensibilidade
antibacteriana em células planctonicas. Em seguida, foram realizados testes frente biofilmes, e

por fim, testes para elucidagdo do possivel mecanismo de ag¢@o do anlodipino frente S. aureus.

Determinagao da
CIm

Determinagio da
CBM

Determinagac do Avaliacdo dos
ICIF danos por MEV

Biofilmes formados
Biofilmes em
formagao

Integridade de
membrana

Docagem
molecular

Figura 9. Fluxograma das metodologias executadas no estudo. Elaborado pela autora.
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5.1 Microrganismos

Neste estudo, foram utilizadas 18 cepas clinicas de S. aureus, das quais 12 consistiam
em cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) e 6 eram cepas de S. aureus sensiveis a
meticilina (SASM). Além disso, foram utilizadas duas cepas provenientes da American Type
Culture Collection (S. aureus ATCC 6825P, sensivel a meticilina, e S. aureus ATCC 65398,
resistente a meticilina) Todos os microrganismos utilizados pertencem a bacterioteca do
Laboratorio de Bioprospec¢ao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade
Federal do Ceara (UFC). O projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cddigo A995903.

5.2 Drogas

Foram utilizados o besilato de anlodipino (ANL) e oxacilina sédica (OXA) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), sendo que o ANL foi diluido em solu¢do aquosa contendo 2%
de dimetilsulfoxido (DMSO), enquanto a OXA foi diluida em agua destilada estéril.

5.3 Determinacio da concentrag¢ao inibitoria minima (CIM)

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi encontrada por meio da técnica de
microdilui¢do em caldo, seguindo o protocolo do CLSI MO07-A10 (CLSI, 2015). As
concentragoes utilizadas nos testes foram de 1024-2 ng/ mL para o ANL e 1024- 2 pg/ mL para
a OXA em cepas resistentes e 32-0.0625 pg/ mL para as cepas sensiveis. Para o teste com ANL
foi utilizado meio caldo Mueller Hinton cation ajustado (CAMHB), enquanto para OXA foi
usado CAMHB acrescido de 2% de NacCl.

Foram utilizadas placas de cultura estéreis de 96 pogos com pogos de fundo chato, onde
nos pogos da coluna 2 desta, foram adicionados 200 pL. da droga diluida nas concentragdes
iniciais supracitadas, seguida da dilui¢do seriada com 100 pL até os pogos da coluna 11. Nos
pogos da coluna 12, havia somente meio de cultura e indculo, sendo utilizado como controle
positivo do teste. Na coluna 1 foi adicionado apenas o meio de cultura, servindo como controle
negativo.

Em relagdo ao preparo do microrganismo, apds o repique e crescimento de 24 h a 35°C
das cepas, foram preparados inoculos em solugio salina estéril na concentragio de 1,5 x 108

UFC/ mL, equivalente a escala 0,5 de McFarland. Os in6culos foram diluidos em meio
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CAMHB para obtencdo indculos com concentragio equivalente a 5 x 10° UFC/ mL. Foram
adicionados 100 pL do in6culo nos pogos da coluna 2 a coluna 12. As placas foram incubadas
em estufa por 20 horas a 35°C, realizando-se a leitura visual apos este periodo. A CIM foi
definida como aquela que visualmente inibiu 100% do crescimento das células bacterianas
(CLSI, 2015).

Visando a maior fidedignidade e reprodutibilidade do estudo, os ensaios foram
realizados em triplicata. As cepas padrdo foram utilizadas como controle, sendo definido como

o ponto de corte a CIM > 4 ng/ mL para oxacilina (CLSI, 2016).

5.4 Determinacio da concentracio bactericida minima (CBM)

A determinagdo da concentracdo bactericida minima do ANL seguiu os métodos
descritos por Andrade Neto et al (BATISTA DE ANDRADE NETO et al., 2019). Apés a
realizacdo da microdilui¢do em caldo nas placas de 96 pocos, foram retiradas aliquotas de 10
nL dos pocos nos quais ndo houve o crescimento visivel de microrganismos. As aliquotas foram
semeadas em meio Mueller Hinton 4gar, e as placas foram incubadas a 35°C por 20h. A CBM
foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento das cepas na placa de

agar.

5.5 Teste de tolerancia

O nivel de tolerancia foi avaliado conforme o célculo proposto por Das ef al (DAS et al.,
2016), no qual o valor da CBM ¢ dividido pelo valor da CIM. Os resultados sdo interpretados a
partir dos valores obtidos nesta divisdo, sendo que valores > 16 definem a atividade

bacteriostatica e valores de <4 sdo descritos como atividade bactericida frente a cepa em estudo.

5.6 Verificacido da interacio farmacologica entre ANL e OXA

A interagdo farmacologica entre o ANL e a OXA foi avaliado por meio da técnica do
checkerboard (ODDS, 2003). As concentragdes iniciais das drogas em combinagdo utilizadas
no teste variaram conforme as CIMs encontradas para cada cepa. Na coluna 2 da placa de 96
pogos, foram adicionados 200 pL de solugdes das drogas em combinagdo, nos demais pogos,

foram adicionados 100 pL de CAMHB acrescido de 2% de NaCl. O teste prosseguiu com a
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microdilui¢do seriada dos pogos da coluna 2 até a coluna 11, com adi¢ao do indculo nos pogos
da coluna 2 a 12, semelhante ao procedimento de determinacao do CIM.

O tipo de interagdo farmacoldgica encontrada foi definido pelos valores do Indice da
Concentragao Inibitéria Fracionaria (FICI), resultante da soma dos valores da Concentragao
Inibitoria Fracionaria (FIC) de cada farmaco, sendo que a FIC = CIM em combinagdo ~ CIM
do farmaco isolado. Os resultados obtidos foram interpretados de modo que o sinergismo foi
indicado por valor de FICI < 0.5, efeito aditivo por 0.5 < FICI < 1, indiferenga por 1 < FICI <
4 e antagonismo indicado por FICI > 4.0 (JORGE et al., 2017).

5.7 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar eventuais danos a estrutura celular causados pelo ANL isolado e em
associagdo com a oxacilina, foi performada a microscopia eletronica de varredura (MEV). Para
a execugdo do procedimento, a cepa SARM 2, escolhida como cepa representativa do grupo em
analise, foi semeada em dgar Mueller Hinton e, apds 20 horas de incubagdo, foram feitos
indculos de concentragdo 5x10° UFC/ mL em meio Tryptic Soy Broth (TSB), (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), suplementado com 2% de glicose. Esses indculos foram tratados com o
ANL e a OXA isoladamente em suas respectivas concentragdes inibitorias, € com estas drogas
em associacao, também na CIM. Além disso, foi feito o controle com células sem tratamento
para fins de comparagdo. As células tratadas e o controle foram incubados por 20 horas a 37°C.

Ap6s o periodo de incubagdo, os tubos com as amostras foram centrifugados a 2500 rpm
por 5 minutos para posterior remog¢do do sobrenadante. As células foram ressuspensas e
adicionadas em laminulas de vidro circulares de 13mm de didmetro contendo silano como
agente promotor de adesdo entre as células planctonicas e as laminulas. Em seguida, as
laminulas foram imersas em solu¢do de glutaraldeido a 2,5%, e incubadas overnight em
refrigera¢do. No dia seguinte, as laminulas foram lavadas com solugdo tampao de cacodilato
0.1IM e passaram pelo processo de desidratacdo alcoolica, com uma série crescente
concentragdes de alcool (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%) por 10 min cada. Logo apds, as
laminulas foram cobertas com hexametildisilazano e deixadas em temperatura ambiente para
secagem e eliminacao deste reagente. As amostras foram metalizadas com ouro e visualizadas
sob microscopio eletronico de varredura Quanta 450-FEG (FEI) para evidenciar danos

estruturais.

5.8 Atividade em biofilmes em formacao
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Para avaliar a atividade do ANL na formacao dos biofilmes, foram selecionadas 3 cepas
de SARM e 1 cepa de SASM, as quais foram expostas a CIM/2, CIM, 2 x CIM, 4 x CIM e 8 x
CIM, sendo os valores equivalentes a 32, 64, 128, 256 ¢ 512 pg/ mL para a SASM 1 e SARM
6, e os valores de 64, 128, 512 ¢ 1024 pg/ mL para as cepas SARM 1 e SARM 2. Além disso,
foi avaliada a atividade do ANL e da OXA em combinacdo ¢ da OXA isolada, em suas
respectivas CIMs. As drogas foram diluidas em meio TSB suplementado com 2% de glicose.
A metodologia seguiu conforme descrito por Costa et al (COSTA et al., 2014), com algumas
modificagdes.

As cepas selecionadas foram inicialmente semeadas em tubos contendo meio TBS + 2%
glicose, e incubadas por 24h a 35°C. Apds a incubacgdo, foram centrifugadas a 2500 rpm por 5
minutos e lavadas trés vezes com solucao salina. Posteriormente, o indculo foi preparado com
concentragio de 3 x 108 UFC/ mL também em meio TSB + 2% glicose.

Foram adicionados 100 pL dos indculos e das dilui¢des das drogas em microplacas de
96 pogos de poliestireno, as quais foram incubadas a 35° por 48 horas. Apos esse periodo, o
sobrenadante foi retirado e os biofilmes foram lavados trés vezes com solugdo salina. A
avaliagdo da atividade metabolica dos biofilmes foi avaliada por ensaio colorimétrico utilizando
solugdo de 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide (MTT 1 mg/
mL) que foi adicionado nas placas que foram incubadas por 2 horas a 35°C. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e DMSO foi adicionado aos pogos para a solubilizag¢do do cristal de
formazan formado por células metabolicamente ativas. A leitura das placas foi feita em
espectrofotometro Biochrom Asys UVM 340 microplate reader (Biochrom Ltd., Cambridge,
UK) a 492 nm.

5.9 Atividade em biofilmes formados

A avaliacao da atividade do ANL, sua associacdo com a OXA e da OXA isolada foi
feita conforme a metodologia de Brambilla et a/ (BRAMBILLA et al., 2017) com algumas
modificacdes, utilizando as mesmas cepas e concentragdes descritas na secdo anterior.
Inicialmente, o indculo foi preparado em meio TSB + 2% glicose em concentragio de 3x108
UFC/ mL, e aliquotas de 200 pL foram adicionados nos pogos da microplaca de poliestireno,
as quais foram incubadas por 48 horas a 35°C.

Ap0s a incubagdo, o sobrenadante foi retirado e os biofilmes foram lavados trés vezes

com solugdo salina. Em seguida, foram adicionados 200 pL das dilui¢des das drogas, feitas em
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meio TSB + 2% glicose. As placas foram novamente incubadas a 35°C por 24 horas e, ap6s
esse periodo, o sobrenadante foi retirado e os biofilmes foram novamente lavados trés vezes
com salina.

ApOs as lavagens, a solucao de MTT foi adicionada as placas, que foram incubadas por
2 horas a 35°C, e cristal de formazan formado apos esse periodo foi dissolvido em DMSO. A
leitura das placas foi feita em espectrofotometro Biochrom Asys UVM 340 microplate reader

(Biochrom Ltd., Cambridge, UK) a 492 nm.

5.10 Avalia¢do do provavel mecanismo de acio

Para determinar o possivel mecanismo de acdo exibido pelo ANL frente ao S. aureus,
foram realizados ensaios por citometria de fluxo € microscopia de fluorescéncia, possibilitando
a analise do possivel alvo celular do ANL. Foram feitos testes para avaliar a integridade de
membrana do microrganismo, bem como avaliar eventuais danos ao DNA. A cepa escolhida
para este ensaio foi a SARM 2, por conta da homogeneidade dos resultados. Além disto, foi

feita a analise in silico dos possiveis alvos proteicos do ANL em S. aureus.

5.10.1 Preparo do inéculo

Para o preparo do microrganismo, foi feito um inéculo na concentragio 1x10°® UFC/ mL
em caldo infusdo cérebro e coracdo ou brain heart infusion (BHI), conforme descrito por Sa et
al (DO AV SA et al., 2020). O microrganismo foi exposto & OXA (CIM), vancomicina (CIM),
ANL (CIM e 2 x CIM) e a associacdo ANL + OXA, em suas respectivas CIMs isoladas. A
VAN foi utilizada como controle de morte. Como controle de crescimento, foi utilizado o

microrganismo em meio de cultura sem droga.

5.10.2 Avaliacao da integridade de membrana

O método de exclusdao com iodeto de propidio (2 pg/mL) foi performado para realizar a
determinagdo da integridade da membrana celular do microrganismo. Apds o tratamento com
as drogas, seguido pelo periodo de incubacao, a fluorescéncia celular emitida foi avaliada por
citometro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) e¢ o software
CytoSoft 4.1. Um total de 10,000 eventos foram avaliados por andlise (n=2), e os debris
celulares foram omitidos (NETO et al, 2015; SHI et al., 2007; SILVA et al., 2011).



44

5.10.3 Avaliacao de danos ao DNA

A partir do ensaio do terminal deoxynucleotidy! transferase mediated dUTP nick end-
labeling (TUNEL) a andlise de eventuais danos ao DNA causados pelas drogas utilizadas pode
ser realizada (DWYER et al., 2012; NETO et al., 2014). Inicialmente, as células bacterianas
foram tratadas e fixadas com paraformaldeido a 7%. Em seguida, as células fixadas foram
expostas ao Triton X-100 a 1% em gelo por 10 minutos e incubadas com o TUNEL por 1h a
37° C. A determinagao da porcentagem de células positivas foi feita a partir da contagem de

duzentas células em microscéopio de fluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japan).

5.10.4 Analise de dados

A analise dos dados foi realizada utilizando a média de trés experimentos independentes,
via software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados obtidos
nos testes de sensibilidade contra biofilmes foram comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguida de testes de Tukey (p < 0,05). Os dados obtidos nas andlises de citometria

foram comparados pelo Student Newman Keuls (p<0,05), utilizando o mesmo software.

5.10.5 Molecular docking

5.10.5.1 Otimizacdo do ligante

A estrutura quimica do anlodipino foi obtida no repositério Pubchem por meio do CID

2162 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2162), o confémero de menor energia foi

salvo usando o codigo MarvinSketch™  (https://chemaxon.com/products/marvin)

(CHEMAXON, 2019; CSIZMADIA, 2019), que posteriormente foi otimizado utilizando o

campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field 94) usando algoritmo steepest descent
e ciclos de 50 intera¢des por meio do codigo Avogadro ™ (http://avogadro.cc/) (HANWELL
et al., 2012).

5.10.5.2 Obtencdo dos alvos

Para avaliar o mecanismo de a¢ao do anlodipino contra receptores SARM, foram obtidas

onze estruturas de alvos proteicos no repositorio Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/),
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identificados como “Staphylococcus aureus FtsA complexed with ATP” (PDB 3WQU),
depositada com resolugio 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 resolugio 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 3.35A4 structure of S. aureus Gyrase complex with Ciprofloxacin and DNA” (PDB
2XCT), depositada com resolucio 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 resolucao
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 ED9S8 (SINGH et al., 2015); “5-
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
27CQ), depositada com resolugio de 2.38 A, determinada por X-Ray Diffiaction, 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 resolugdo de 1.70 A, determinada por X-Ray
Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli, classificada como Oxidoreductase,
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 resolugio 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 resolugio 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 resolucao

de 2.25 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli
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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-
2396297 (PDB 1J1J), depositada com resolucio de 3.20 A, determinada por X-Ray Diffraction,
expressa em sistema Escherichia coli, classificada como Ligase, organismo Staphylococcus

aureus (QIU et al., 2001).

5.10.5.3 Preparacdo dos alvos e procedimentos gerais de Docking

A etapa de preparagdo 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 seguiu a metodologia utilizada por Andrade Neto et al
(ANDRADE NETO et al., 2021). Na preparacdo dos alvos C(30) carotenoid dehydrosqualene
synthase from Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus FtsA foram mantidos os ions
Mg*?, foi mantido o Fab LTM14 no alvo S. aureus a-hemolysin, sendo 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). Foi realizada a
remocao das moléculas de agua e inibidores co-cristalizados em todos os alvos, bem como a
adi¢do dos hidrogénios polares e cargas Gasteiger (YAN et al., 2014), utilizando o codigo
Autodocktools ™ (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012). O estudo de molecular docking foi
realizado a partir do cddigo AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010), utilizando Lamarkian
Genetic Algorithm (LGA), Exhaustiveness 64 (MARINHO et al., 2020) e grid de simulacao
envolvendo toda a estrutura dos alvos selecionados por meio dos eixos (X, y, z) € size (X, Y, Z)
para cada alvo (Tabela 2). Foram realizadas 50 simulag¢des independentes e os resultados foram
analisados utilizando os cddigos Discovery studio visualizer ™ viewer (BIOVIA, 2016), Pymol

(DELANO, 2020) e UCSF Chimera ™ (PETTERSEN et al., 2004).



Tabela 2. Parametros utilizados nas simulagdes de molecular docking.
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Ciclo DNA EROs Fatores de Viruléncia Parede RNA
Celular Celular
Parametro S. aureus DNA (5'- Panton-
s grid box S. Wild- gyrase S. aureus D(*CP* C (30) MtID 8 Valentine S. aureus Acyl-  S. aureus
aureus type S. complex gyrase ! GP*CP*GP*A carotenoid Leucocidin S alpha PBP2a TyrRSk
FtsA ? aureus  with DNA ¢ P*AP*TP*TP* dehydrosquale Component"” hemolysin ! i
DHFR P CP*GP*CP*G) ne synthase |
_3V) e
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 13.801 -27.055 37.969 -28.737 21.536 54.992 35.140 71.056 13.249 38.268 18.099
center_z -12.706 4.446 24.799 -27.418 9.84 38.404 18.453 23.875 40.756 44.556 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 of 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 of S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 4IDJ
j. Estrutura cristalina de acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ
k. Estrutura cristalina de S. aureus TyrRS - PDB ID: 1J1J
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Cada simulagdo de molecular docking gera 20 poses do ligante com relagdo ao alvo
proteico, onde a Best Pose ¢ inicialmente selecionada a partir do Root Mean Square
Deviation (RMSD) de até 2 A (YUSUF et al., 2008), sendo este valor um critério de validagio
das simulagdes, posteriormente, ¢ utilizada a energia de afinidade (AG), para selegdao da Best
Pose, sendo considerada ideal quando apresenta valores iguais ou inferiores a -6.0 kcal/mol
(SHITYAKOV; FORSTER, 2014). A equagdo 1 foi utilizada para determinar os valores das
constantes de inibi¢do (K;) de cada complexo formado a partir da energia de afinidade
(KADELA-TOMANEK et al., 2021), onde Ki ¢ a constante de inibicao, AG ¢ a energia de
afinidade (kJ.mol'), R é a constante do gas (8.32 J.mol'K!) e T ¢ a temperatura absoluta
(298K).

Ki = e&G/RT)

Também avaliamos a forga das ligacdes de hidrogénio (H-bonds) utilizando os valores
das distancias entre os a&tomos doadores e receptores, em que sdo consideradas ligacdes fortes
(Strong) as interacdes que ficaram entre 2.5-3.1 A, sdo classificadas como moderadas (Average)
as interagdes que ficaram entre 3.1-3.55 A e consideradas ligacdes fracas (Weak) aquelas que

apresentaram distancias superiores a 3.55 A (IMBERTY et al., 1991).
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6 RESULTADOS

6.1 Atividade antibacteriana do anlodipino

6.1.2 Determinacdo da concentracio inibitéria minima e da concentracio bactericida

minima do anlodipino frente a cepas de S. aureus

O anlodipino apresentou atividade antimicrobiana dentro das concentragdes testadas,
apresentando a CIM variando entre 64 ¢ 128 pg/ mL para todas as cepas de SARM e SASM
utilizadas no estudo. Em relagdo aos valores de CBM, estes variaram entre 64 a 256 pg/ mL

(Tabela 3).

6.1.2 Determinacao do nivel de tolerancia

O nivel de tolerancia para o ANL foi determinado partir dos resultados obtidos com a
razdo entre CBM e CIM encontrado para cada cepa em andlise. Foi possivel observar que o
ANL apresentou efeito bactericida frente a todas as cepas de MSSA ¢ MRSA utilizadas no
estudo (Tabela 3).

6.1.3 Avaliacido da Interacio Farmacologica entre o anlodipino e a oxacilina

A partir do ensaio do checkerboard, seguido pelo calculo do indice da concentragao
inibitoria fracionada (FICI), foi possivel determinar que o ANL e a OXA apresentam interacdo
farmacoldgica dos tipos sinérgica e aditiva, equivalendo a, respectivamente, 57,89% e 42,10%

das cepas utilizadas no estudo (Tabela 3).



Tabela 3. Concentragdo inibitoria minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM), sinergismo com oxacilina e determinacio do nivel

de tolerancia (CBM/CIM) do anlodipino contra cepas de Staphylococcus aureus.
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Isolado ¢ Combinagdo ¢ Nivel de Tolerancia
Cepas ® ANL OXA ANL OXA FICI Interpretacao® CBMf CBM/CIM® Interpretacao
SASM ATCC 6825P 128 0,125 64 0,0625 1 ADT 128 1 Bactericida
SASM 1 64 2 16 0,5 0,5 SIN 64 1 Bactericida
SASM 2 128 2 16 0,25 0,25 SIN 128 1 Bactericida
SASM 3 64 1 32 0,5 1 ADT 128 2 Bactericida
SASM 4 64 2 8 0,25 0,25 SIN 128 2 Bactericida
SASM 5 128 0,5 32 0,125 0,5 SIN 256 2 Bactericida
SARM ATCC 65398 64 8 32 4 1 ADT 128 2 Bactericida
SARM 1 128 256 64 128 1 ADT 256 2 Bactericida
SARM 2 * 128 256 16 32 0,25 SIN 256 2 Bactericida
SARM 3 128 128 16 16 0,25 SIN 256 2 Bactericida
SARM 4 64 64 16 16 0,5 SIN 128 2 Bactericida
SARM 5 64 32 32 16 1 ADT 64 1 Bactericida
SARM 6 64 64 16 16 0,5 SIN 128 2 Bactericida
SARM 7 128 64 32 16 0,5 SIN 128 1 Bactericida
SARM 8 128 512 64 256 1 ADT 256 2 Bactericida
SARM 9 64 8 32 4 1 ADT 64 1 Bactericida
SARM 10 128 256 32 64 0,5 SIN 256 2 Bactericida
SARM 11 64 1024 32 512 1 ADT 64 1 Bactericida
SARM 12 128 64 32 16 0,5 SIN 256 2 Bactericida

2 Cepas de S. aureus de colegdo ® CIM — Concentragio Inibitoria Minima necessaria para inibir o crescimento de 99% do crescimento dos microrganismos apds
incubacio por 20 h. ¢ A microdiluicio em caldo foi realizada de acordo com o protocolo CLSI M07-A9 para drogas isoladas. ¢ Combinacio do anlodipino com oxacilina.
¢ ADT- Aditivo/ SIN- Sinérgico. fOs valores de CBM foram determinados a partir do subcultivo das diluicdes de CIM em placas de 4gar estéreis, incubadas a 37 °C por
24 h, nas quais sua concentragdo foi determinada quando ndo apareceu nenhum crescimento visivel na placa de agar. ¢ CBM/CIM >16 (bacteriostatico); <4 (Bactericida).
(*) Cepa selecionada para os experimentos usando citometria de fluxo. ANL: amlodipino; OXA: oxacilina
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6.1.4 Avaliacido dos danos estruturais causados pelo anlodipino por microscopia eletronica

de varredura

A microscopia eletronica de varredura foi capaz de revelar importantes altera¢des
estruturais na célula bacteriana. Imagens representativas (Figura 10) mostram as células sem e
com o tratamento com o anlodipino isolado e em associagdo com a oxacilina. No controle, ¢
possivel observar células integras, com a morfologia preservada e com aspecto uniforme na
parede celular, sem a presenca de alteragdes estruturais (Figura 10A). Em contraste, observa-
se que tratamento com o anlodipino 128 pg/mL (Figura 10B) causou danos na parede celular
bacteriana, evidenciando o um provavel extravasamento de material intracelular. Danos
similares foram observados no tratamento das células com oxacilina 256 ng/mL (Figura 10C).
Em relacdo a associacdo do anlodipino 128 pg/mL e da oxacilina 256 ug/mL, é possivel
observar que o dano celular se apresentou de forma mais intensa, ndo somente com o

extravasamento de material intracelular, mas também perda total da estrutura celular (Figura

10D).

Figura 10. Imagens obtidas pela MEV de células representativas de S. aureus mostrando o efeito da ANL
isolado e em combinagdo com oxacilina. (A) Controle mostrando células com morfologia preservada. (B) Células
de S. aureus tratadas com 128 pg/ mL de ANL exibindo provavel extravasamento de material intracelular. (C)
Células de S. aureus tratadas com 256 pg/ mL de OXA também apresentando extravasamento de material
intracelular. (D) Associagdo de ANL (128 pg/ mL) e OXA (256 pg/ mL) exibindo extravasamento de material

intracelular e perda da morfologia da célula bacteriana.
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6.2 Atividade do anlodipino frente aos biofilmes em formacao e formados

6.2.1 Atividade frente biofilmes em formacao

O ANL apresentou atividade frente aos biofilmes em formagdo, com significancia
estatistica (p<0,05) encontrada a partir de 2 x CIM para as cepas SASM 1 e SARM 2, com
viabilidade celular equivalentes a 91,32% e 94,41%, respectivamente. J& para as cepas SARM
1 e SARM 6, os valores foram equivalentes a 4 x CIM, com viabilidade de 38,15% e 41,96% ¢
8 x CIM, com viabilidade de 9,47% e 7,07%. No geral, as concentra¢des equivalentes a 8 x
CIM inibiram em mais de 90% a atividade metabolica dos biofilmes em formagdo. Quando
avaliamos a associa¢do entre ANL e OXA, ¢ possivel perceber que houve uma redugdo
significativa do metabolismo das células em todos os casos, com viabilidade celular para as
cepas SASM 1, SARM 1, SARM 2 e SARM 6 equivalentes a 49,69%, 10,98%, 7,95% e 13,84%

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Atividade antimicrobiana do ANL contra biofilmes em formacao de cepas clinicas de SARM
e SASM analisadas pelo ensaio da redugdo do MTT. As cepas selecionadas foram expostas ao ANL em CIM/2,
CIM/, 2x CIM, 4x CIM, e 8x CIM, com valores equivalentes a 32, 64, 128, 256, ¢ 512 pg/mL para SASM 1 e
SARM 6, e valores de 64, 128,512 e 1024 pg/mL para SARM 1 e SARM 2 A combinacdo ANL + OXA foi testada
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a 64 pg/mL + 2 pg/mL (SASM 1), 128 pg/mL + 256 pg/mL (SARM 1 e SARM 2), 64 pg/mL + 64 pg/mL (SARM
6). OXA foi testado em CIM, equivalente a 2 pg/mL (SASM 1), 256 pg/mL (SARM 1 e SARM 2), e 64 pg/mL
(SARM 6) * p < 0,05 em comparagdo com o controlo por ANOVA seguido de teste de Tukey.

6.2.2 Atividade frente biofilmes formados

O ANL apresentou atividade frente biofilmes formados de S. aureus nas cinco
concentragdes utilizadas nos ensaios, incluindo valores subinibitdrios. com a vialibidade celular
reduzida a 62,87%, 42,85%, 56,84% e 74,74% nas cepas SASM 1, SARM 1, SARM 2 e SARM
6, respectivamente. J4 concentracdo equivalente a 8 x CIM reduziu em mais de 90% a atividade
metabolica das células do biofilme em todas as cepas avaliadas tendo os valores de viabilidade
celular equivalentes a 5,78%, 6,89%, 7,42% e 8,98%, na mesma ordem de cepas anteriormente
citada.

A combinacdo entre ANL e OXA em seus respectivos CIMs (Tabela 3) também
apresentou um efeito significativo frente aos biofilmes maduros, com uma maior redu¢do da
atividade metabdlica quando comparada a oxacilina isolada, como pode ser observado na
Figura 12. A associagdo entre os farmacos resultou em valores de viabilidade correspondentes

a25,31%, 19,29%, 25,03% e 8,38% nas cepas SASM 1, SARM 1, SARM 2 ¢ SARM 6.
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Figura 12. Atividade antimicrobiana do ANL contra biofilmes formados de cepas clinicas de SARM e
SASM analisadas pelo ensaio da redu¢do do MTT. As cepas selecionadas foram expostas ao ANL em CIM/2,
CIM/, 2x CIM, 4x CIM, e 8x CIM, com valores equivalentes a 32, 64, 128, 256, ¢ 512 pg/mL para SASM 1 ¢
SARM 6, e valores de 64, 128,512 e 1024 pg/mL para SARM 1 e SARM 2 A combinagdo ANL + OXA foi testada
a 64 pg/mL + 2 pg/mL (SASM 1), 128 pg/mL + 256 pg/mL (SARM 1 e SARM 2), 64 pg/mL + 64 ng/mL (SARM
6). OXA foi testado em CIM, equivalente a 2 pg/mL (SASM 1), 256 pg/mL (SARM 1 e SARM 2), e 64 pg/mL
(SARM 6) * p < 0,05 em comparagdo com o controlo por ANOVA seguido de teste de Tukey.

6.3 Avaliacao do possivel mecanismo de a¢do do anlodipino frente S. aureus

6.3.1 A integridade de membrana bacteriana é afetada pelo ANL

Observando os resultados expostos na Figura 13, nota-se que o ANL isolado na CIM e
em 2 x CIM foi capaz de reduzir a viabilidade celular bacteriana em niveis equivalentes a 42,21
+ 6,55% e 55,79 + 4,13%, respectivamente, quando comparados ao controle. A OXA isolada
no CIM (256 pg/mL), equivalente a 59,31 + 7,00. A VAN apresentou dano equivalente a 69,37
+4,99%

A associacdo ANL + OXA em seus CIMs em combinagdo (16 pg/mL e 32 ug/mL,

respectivamente), apresentou uma reducao de 63,90 + 3,43%. Ja a associacdo entre 0 ANL e a
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OXA em suas CIM isoladas (128 pg/mL e 256 pg/mL, respectivamente), causou 75,02 £4,23%
de reducdo da viabilidade celular, mais intensa do que a causada pela oxacilina, vancomicina e

anlodipino isolados.

1001
* . E3A Controle
o 80 . . . E3oxa
& = £3 VAN
g 601 o @D ANL (128 pg/mL)
2 . o ANL (256 ug/mL)
,m ANL(16pg/mL) + OXA (32ug/mL)
§ 204 B ANL(128ug/mL) + OXA(256pg/mL)
a oLz

Figura 13. Avaliacdo da viabilidade celular da cepa SARM 2 causada pelos farmacos utilizados no
estudo. O CAMHB foi utilizado como controle para células viaveis. A vancomicina (VAN) foi utilizada como

controle de morte. * p < 0,05 em comparagdo com o controlo por ANOVA, seguido do teste Newman-Keuls. Oxa:

Oxacilina. ANL: Anlodipino.

6.3.2 Avaliacido de danos ao DNA

A partir do ensaio do TUNEL, foi possivel observar que o ANL foi capaz de causar
fragmentacdo no DNA da cepa em estudo. De forma isolada, o ANL gerou 36,94 £ 7,15 % e
49,45 + 6,31% de células TUNEL-positivas em CIM (128 pg/VmL) e 2x CIM (256 pg/ mL),
respectivamente. A OXA apresentou 53,15 £ 4,04 % de células TUNEL-positivas, enquanto a
VAN essa porcentagem foi de 62,90 £+ 5,68 %.

A associacdo ANL + OXA nas CIMs em combinagao (16 pg/ mL e 32 pg/ mL) também
foi capaz de causar danos ao material genético em 54,37 = 2,50% do grupo avaliado, enquanto
a associacdo ANL + OXA utilizando os CIMs isolados (128 pg/ mL e 256 pg/ mL) causou
67,69 £ 5,09% de células TUNEL-positivas, maior porcentagem quando compara-se todas as

drogas utilizadas isoladamente no teste (Figura 14).



56

g - * * 3 Controle

g T 2 . [ E3 OXA

2 i ~ £ VAN

8 D ANL (128 pg/mL)

u_":- 401 % 74 ANL (256 Eg/zL)

3 \ ANL(16pg/mL) + OXA (32ug/mL)
o 207 § B ANL(128pg/mL) + OXA(256pg/mL)
S

Figura 14. Avaliagdo do niimero de células TUNEL positivas da cepa SARM 2 causada pelos farmacos
utilizados no estudo. O CAMHB foi utilizado como controle para células vidveis. A vancomicina (VAN) foi
utilizada como controle de morte. * p < 0,05 em comparagdo com o controlo por ANOVA, seguido do teste

Newman-Keuls. Oxa: Oxacilina. ANL: Anlodipino.
6.3.4 Molecular docking

O mecanismo de a¢do do anlodipino contra receptores SARM foi avaliado in silico por
meio de simulacdes de molecular docking, em que entre os onze complexos receptor-ligante
formados, destacamos dois complexos (Figura 15) que apresentaram maiores valores para
energia de afinidade, formados entre o anlodipino e os receptores S. aureus gyrase complex
with DNA © (-7.9 kcal/mol) e S. aureus gyrase ¢ (-7.1 kcal/mol) (Tabela 4). Os complexos
apresentaram valores RMSD de 1.112 e 1.611 A respectivamente, evidenciando que estio
dentro do padrio de idealidade, que ¢ até 2.0 A. Na Tabela 3 também ¢ possivel observar as
constantes de inibi¢io dos complexos formados com variagdo de valores Ki de 1.62 x 10°a
1.30 x10*. Por meio do Ki calculado foi determinado o valor de pKi dos complexos, em que

obtivemos valores pKi com variacdo de 3.88 a 5.79.
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Figura 15. Interagdes dos complexos formados entre o anlodipino e os alvos S. aureus gyrase complex

with DNA (a) e S. aureus gyrase (b).
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Tabela 4. Valores de energia de afinidade, RMSD, Ki e pKi dos complexos formados.

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

S. aureus FtsA ® -6.5 1.72x 107 4.76 1.569
Wild-type S. aureus DHFR ° 5.3 1.30x 104  3.88 1.518
S. aureus gyrase complex with DNA © -1.9 1.62x 10°° 5.79 1.112
S. aureus gyrase 7.1 6.26x10°  5.20 1.611
DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP* 5.7 6.65x 107 4.18 1.991
CP*G)-3") ©

C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase -6.5 1.72 x 10° 4.76 1.420
MmtD & -6.3 241x10° 462 1.875
Panton-Valentine Leucocidin S Component " -6.0 4.00x 107 4.40 1.475
S. aureus alpha hemolysin i -6.5 1.72x 107 4.76 1.634
Acyl-PBP2al -6.3 241x10°  4.62 1.815
S. aureus TyrRS k -5.4 1.10x 104 3.96 1425

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

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

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

Estrutura cristalina de C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ
Estrutura cristalina de MtID - PDB ID: 5JNM

Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R
Estrutura cristalina de of S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 4IDJ

Estrutura cristalina de acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ

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

o po o e

e s o

As interacdes moleculares dos complexos formados foram descritas na Tabela 5, onde
se pode observar que o complexo anlodipino - S. aureus FtsA apresentou sete interacdes
hidrofdbicas com os residuos Pro128D (3.56 e 5.20 A), Ala371D (4.27 A), Phe372D (3.62 A),
Leu375D (4.03, 4.99 e 5.31 A), cinco H-Bonds envolvendo os residuos Pro128D (3.50 A),
Nle129D (3.50 A), Tyr187D (3.48 A) Lys198D (2.26 A), Gly220D (2.46 A), uma Salt Bridge
com Glu221D (2.19 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com o residuo Lys198D (1.99 A).

O complexo anlodipino - Wild-type S. aureus DHFR ¢ formado predominantemente por
H-Bonds envolvendo os residuos Asn26A (2.30 e 3.46 A), His30A (2.28 A), Gly139A (3.29 A)
Lys140A (2.13 A), o complexo também apresentou duas interagdes hidrofobicas com His30A
(4.66 A), Lys33A (4.49 A) e uma Unfavorable Positive-Positive com Lys140A (5.08 A).
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O complexo anlodipino - S. aureus gyrase complex with DNA ¢ formado por sete
interagdes, sendo trés hidrofobicas com os residuos Val1268B (5.08 A), Pro1326B (3.94 e 4.24
A) e quatro H-Bonds com Pro1326B (3.34 A), Gua4E (3.70 A), Cyt19H (2.72 ¢ 3.58 A). O
complexo anlodipino - S. aureus gyrase ¢ formado por dez interagdes, sendo quatro
hidrofébicas com Val1268D (4.63 A), Argl272D (4.27 A), Pro1326D (4.09 e 4.25 A), cinco
H-Bonds com Asn1269D (3.42 A), Arg1272D (2.92 A), Gua2F (4.88 A), Cyt3F (3.43 A), Cyt4F
(3.57 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com Gual8E (1.84 A).

O complexo anlodipino - DNA (5'-D (*CP*GP*CP*GP*AP*
AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") ¢ formado predominantemente por H-Bonds envolvendo os
residuos Cyt3A (2.36 € 2.41 A), GuadA (2.12,2.57 ¢ 2.58 A), Ade6A (3.75 A), Gua22B (2.74
A), Cyt23B (2.63 A), o complexo também apresentou uma interagdo hidrofobica com Ade5A
(5.01 A), duas n -Cation com Gua4A (4.34 e 4.43 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com
Gua22B (2.56 A).

O complexo anlodipino - C (30) carotenoid dehydrosqualene synthase ¢ formado por
duas interacdes hidrofobicas com His18A (4.47 A), Val53A (4.98 A), seis H-Bonds envolvendo
os residuos His18A (3.72 A), Argd5A (5.88 A), Asp48A (3.69 A), Argl71A (2.75 A), Asn179A
(2.98 A), Arg265A (5.40 A), uma Attractive Charge com Aspl14A (4.49 A), trés Salt Bridge;
Attractive Charge com Asp48A (2.07 A) Asp52A (2.54 € 2.69 A) e uma Metal-Acceptor com
MG453A (2.47 A).

O complexo anlodipino - MtID ¢ formado por cinco interagdes hidrofobicas com
llel152A (4.25 A), His208A (4.66 e 4.77 A), Val281A (5.07 e 5.14 A), cinco H-Bonds com
Asnl119A (2.33 A), Vall49A (2.95 A), Asp150A (3.70 A), Arg280A (2.04 e 2.46 A), uma = -
Cation com Arg280A (4.08 A) e uma Attractive Charge com Aspl150A (5.04 A).

O complexo anlodipino - Panton-Valentine Leucocidin S Component ¢ formado
predominantemente por H-Bonds envolvendo os residuos Leu91B (2.52 € 3.00 A), 11e92C (3.79
A), Tyr94B (2.45 A), Ser128D (4.09 A), GIn149B (2.08 e 2.79 A), o complexo também
apresentou trés interacdes hidrofébicas com Tyrd1C (5.39 A) e 11e92C (3.70 e 4.87 A).

O complexo anlodipino - S. aureus alpha hemolysin ¢ formado predominantemente por
interagdes hidrofobicas com Ile14A (4.59 A), Val20A (3.61 ¢3.66 A), Ile43A (4.67,4.97 ¢ 5.42
A), Val54A (5.00 A), Tyrl118A (5.34 A), Vall24A (3.67 A), lle142A (5.28 A), trés H-Bonds
com Ser41A (2.35 e 3.55 A), His144A (2.03 A) e uma interacdo Unfavorable Positive-Positive
com Arg56A (5.53 A).

O complexo anlodipino - Acyl-PBP2a ¢ formado por cinco interagdes hidrofobicas com

Val217A (5.12 A), Lys219A (4.49 A), Pro370A (4.08 e 5.39 A), Tyr373A (5.30 A), seis H-
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Bonds com Glul89A (3.33 A), Lys215A (2.59 A), Lys218A (2.43 A), Lys219A (1.83 A),
Tyr223A (2.32 A), Gly374A (3.53 A), uma n -Cation com Phe227A (4.47 A) e uma Salt Bridge;
Attractive Charge com Glul89A (2.57 A). O complexo anlodipino - S. aureus TyrRS ¢ formado
por cinco H-Bonds com Lys305A (2.26 e 3.66 A), Phe306A (2.24,2.47 ¢ 3.56 A), uma n - =
Stacked Phe273A (4.71 A) e uma = - n T-shaped com Phe306A (4.84 A).

Tabela 5. Interacdes entre anlodipino e os receptores SARM. (continua)

Receptor Residuo Interacao Distancia
Q)
S. aureus FtsA ? Pro128D Hidrofobica 3.56
Pro128D Hidrofébica 5.20
Ala371D Hidrofébica 4.27
Phe372D Hidrofobica 3.62
Leu375D Hidrofobica 4.03
Leu375D Hidrofébica 4.99
Leu375D Hidrofébica 5.31
Pro128D Ligagdo de Hidrogénio 3.50
[le129D Ligacao de Hidrogénio 3.50
Tyrl87D Ligacao de Hidrogénio 3.48
Lys198D Ligacao de Hidrogénio 2.26
Gly220D Ligagdo de Hidrogénio 2.46
Glu221D Salt Bridge 2.19
Lys198D  Unfavorable Donor-Donor 1.99
Wild-type S. aureus DHFR ° His30A Hidrofobica 4.66
Lys33A Hidrofobica 4.49
Asn26A Ligacao de Hidrogénio 2.30
Asn26A Ligacao de Hidrogénio 3.46
His30A Ligacao de Hidrogénio 2.28
Gly139A Ligagdo de Hidrogénio 3.29
Lys140A Ligagdo de Hidrogénio 2.13
Lys140A Unfavorable Positive- 5.08

Positive
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Receptor Residuo Interacao Distancia
A)
S. aureus gyrase complex with Vall268B Hidrofébica 5.08
DNA©
Pro1326B Hidrofébica 3.94
Pro1326B Hidrofébica 4.24
Pro1326B Ligacao de Hidrogénio 3.34
Guad4E Ligagdo de Hidrogénio 3.70
Cyt19H Ligagdo de Hidrogénio 2.72
Cyt19H Liga¢do de Hidrogénio 3.58
S. aureus gyrase Vall268 Hidrofébica 4.63
D
Argl272 Hidrofobica 4.27
D
Pro1326D Hidrofébica 4.09
Pro1326D Hidrofobica 4.25
Asnl1269 Ligacao de Hidrogénio 3.42
D
Argl272 Ligacao de Hidrogénio 2.92
D
Gua2F Ligacao de Hidrogénio 4.88
Cyt3F Ligacao de Hidrogénio 3.43
Cyt4F Ligacao de Hidrogénio 3.57
Gual8E  Unfavorable Donor-Donor 1.84
DNA (5'- AdeSA Hidrofobica 5.01
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*
TP
*CP*GP*CP*(G)-3") ©
Cyt3A Ligacao de Hidrogénio 2.36
Cyt3A Ligagdo de Hidrogénio 2.41
Guad4A Ligacao de Hidrogénio 2.12
GuadA Ligacao de Hidrogénio 2.57
GuadA Ligacao de Hidrogénio 2.58
Ade6A Ligacao de Hidrogénio 3.75
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Receptor Residuo Interacao Distancia
A)
Gua22B Ligagdo de Hidrogénio 2.74
Cyt23B Ligacao de Hidrogénio 2.63
Guad4A n -Cation 4.34
Guad4A n -Cation 4.43
Gua22B  Unfavorable Donor-Donor 2.56
C (30) carotenoid dehydrosqualene  His18A Hidrofobica 4.47
synthase
ValS3A Hidrofobica 4.98
His18A Liga¢do de Hidrogénio 3.72
Arg45A Ligagdo de Hidrogénio 5.88
Asp48A Ligagdo de Hidrogénio 3.69
Argl71A Ligacao de Hidrogénio 2.75
Asnl79A Ligagdo de Hidrogénio 2.98
Arg265A Ligagdo de Hidrogénio 5.40
Aspl14A Attractive Charge 4.49
Asp48A Salt Bridge,; Attractive 2.07
Charge
AspS52A Salt Bridge; Attractive 2.54
Charge
AspS2A Salt Bridge; Attractive 2.69
Charge
MG453A Metal-Acceptor 2.47
MtID & [le152A Hidrofébica 4.25
His208A Hidrofobica 4.66
His208A Hidrofobica 4.77
Val281A Hidrofobica 5.07
Val281A Hidrofébica 5.14
Asnl19A Ligacao de Hidrogénio 2.33
Vall49A Ligacao de Hidrogénio 2.95
Aspl150A Ligacao de Hidrogénio 3.70
Arg280A Ligacao de Hidrogénio 2.04



Tabela 5. Interagdes entre anlodipino e os receptores SARM. (continua)

63

Receptor Residuo Interacao Distancia
A)
Arg280A Ligacao de Hidrogénio 2.46
Arg280A n -Cation 4.08
Aspl150A Attractive Charge 5.04
Panton-Valentine Tyr41C Hidrofobica 5.39
Leucocidin S Component
[1e92C Hidrofobica 3.70
11e92C Hidrofobica 4.87
Leu91B Liga¢do de Hidrogénio 2.52
Leu91B Ligagdo de Hidrogénio 3.00
11e92C Ligagdo de Hidrogénio 3.79
Tyr94B Ligacao de Hidrogénio 2.45
Ser128D Ligacao de Hidrogénio 4.09
GIn149B Ligacao de Hidrogénio 2.08
GIn149B Ligagdo de Hidrogénio 2.79
S. aureus alpha hemolysin ! llel4A Hidrofobica 4.59
Val20A Hidrofébica 3.61
Val20A Hidrofébica 3.66
lle43A Hidrofobica 4.67
lle43A Hidrofobica 4.97
lled43A Hidrofébica 5.42
Val54A Hidrofébica 5.00
Tyrl18A Hidrofobica 5.34
Vall24A Hidrofobica 3.67
lle142A Hidrofobica 5.28
Ser41A Ligacao de Hidrogénio 2.35
Serd1A Ligacao de Hidrogénio 3.55
His144A Ligacao de Hidrogénio 2.03
ArgS56A Unfavorable Positive- 5.53
Positive
Acyl-PBP2a’ Val217A Hidrofébica 5.12
Lys219A Hidrofobica 4.49
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Receptor Residuo Interacao Distancia
A)
Pro370A Hidrofobica 4.08
Pro370A Hidrofobica 5.39
Tyr373A Hidrofobica 5.30
Glul89A Ligacao de Hidrogénio 3.33
Lys215A Ligacao de Hidrogénio 2.59
Lys218A Ligacao de Hidrogénio 2.43
Lys219A Ligacao de Hidrogénio 1.83
Tyr223A Liga¢do de Hidrogénio 2.32
Gly374A Ligacao de Hidrogénio 3.53
Phe227A 7 - Cation 4.47
Glul89A Salt Bridge, Attractive 2.57
Charge
S. aureus TyrRS ¥ Lys305A Ligacao de Hidrogénio 2.26
Lys305A Ligacao de Hidrogénio 3.66
Phe306A Ligagdo de Hidrogénio 2.24
Phe306A Ligacao de Hidrogénio 2.47
Phe306A Ligacao de Hidrogénio 3.56
Phe273A 7 - m Stacked 4.71
Phe306A 7 - © T-shaped 4.84
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
Estrutura cristalina de C(30) carotenoid dehydrosqualene synthase - PDB ID: 2ZCQ

R

Estrutura cristalina de MtlD - PDB ID: 5JNM

Estrutura cristalina de Panton-Valentine Leucocidin S Component - PDB ID: 1T5R
Estrutura cristalina de S. aureus alpha hemolysin - PDB ID: 4IDJ
Estrutura cristalina de acyl-PBP2a - PDB ID: 3ZFZ

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

A resisténcia bacteriana ¢ um problema global que ameaga a eficacia dos
antimicrobianos comercialmente disponiveis. O desenvolvimento de novas moléculas
antimicrobianas ¢ um processo caro ¢ demorado (BERDIGALIYEV; ALJOFAN, 2020) e,
portanto, outras alternativas podem ser pensadas para que haja o aumento no arsenal terapéutico
disponivel para o tratamento de infec¢des bacterianas, sendo uma dessas alternativas o
reposicionamento de farmacos. O anlodipino ¢ um farmaco inibidor de canais de calcio que
possui caracteristicas farmacocinéticas interessantes, como a boa biodisponibilidade, absor¢ao
e efeito de longa duragdo (VAN ZWIETEN, 1994) e que apresentou atividade antimicrobiana
frente as cepas testadas neste estudo.

Os ensaios de sensibilidade realizados neste estudo mostraram que o anlodipino exerceu
atividade inibitoria nas cepas de S. aureus nas concentragdes entre 64 e 128 pg/ mL, Tal achado
corrobora com estudos que também utilizaram cepas clinicas de SARM, que apresentaram a
CIM equivalente a 64 ng/ mL (BOYD et al., 2021). Outros estudos que avaliaram a atividade
isolada do anlodipino mostram concentragdes inibitdrias minimas equivalentes a 32 até 64 ng/
mL frente a cepa padrao Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SILVEIRA COELHO et al.,
2018). Outras cepas padrao de S. aureus, a NCTC 6571 e a NCTC 8530, tiveram seu
crescimento inibido pelo anlodipino na concentragdo de 25 pg/ mL (KUMAR et al, 2003).

No que se refere ao nivel de tolerancia do anlodipino por S. aureus, no presente estudo,
foi visto que o farmaco exerce atividade bactericida em concentracdes entre 64 a 256 ug/ mL,
semelhante ao encontrado por Boyd et al (2021), cujos valores de CBM que variaram entre 64
e 128 ng/ mL. Além disso, a atividade bactericida frente S. aureus do anlodipino havia sido
anteriormente descrita por Kumar et al (2003), por meio da avalia¢do da curva de morte, na
qual o anlodipino foi capaz de inibir o crescimento da bactéria em um periodo de duas horas.

A interacdo do anlodipino com antimicrobianos ¢ discutida em poucos estudos
disponiveis na literatura, ndo havendo analises que mostrem sua atividade associado com a
oxacilina frente S. aureus, at¢é o momento. Entretanto, o anlodipino ja foi descrito como um
farmaco que apresenta efeito aditivo e sinérgico quando associado com carbapenémicos e
cefalosporinas (WANG et al., 2020; YI, 2019). A interacdo farmacoldgica favoravel entre o
anlodipino e B-lactdmicos encontrada na literatura também pode ser observada no presente
estudo, com interagdes dos tipos sinérgica e aditiva entre o anlodipino e a oxacilina. Esse efeito
pode ser observado pela MEV, na qual foi evidenciada um dano mais intenso nas células quando

o anlodipino e a oxacilina estavam em combinagao.
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A interacdo do anlodipino com aminoglicosideos também pode ser encontrada na
literatura. A associag@o do anlodipino e da estreptomicina mostrou intera¢des do tipo sinérgica
frente cepas de S. aureus NCTC 8530 e S. aureus NCTC 8532, e em outras cepas como Bacillus
pumilus NCTC 8241, Bacillus licheniformis NCTC 10341, Salmonella typhimurium NCTC 74,
Shiguella dysenteriae 7 NCTC 519/66 e Shiguella boydii 8 NCTC 254/66. Esta associacao
também foi testada in vivo, em camundongos infectados com S. typhimurium, onde os
resultados sugeriam que a associacdo anlodipino e estreptomicina foi altamente sinérgica
(ASOK KUMAR et al., 2004). Tendo em vista que os resultados obtidos in vitro também
puderam ser observados em modelos animais, nosso estudo serve como fundamento para
futuros estudos similares para a avaliagdo in vivo que envolvam a interagao farmacologica entre
o anlodipino ¢ a oxacilina, ou outros farmacos B-lactamicos.

Além da atividade em células planctonicas, o anlodipino também apresentou atividade
frente biofilmes formados e em formacgdo, com reducdo maior que 90% quando utilizadas
concentragdes equivalentes a 8x CIM, e redugdo de 50% quando tratados com concentragdes
equivalentes a 2x e 4x a CIM. Devido a complexidade estrutural, ¢ normal que sejam
necessarias concentracdes maiores de droga para debelar biofilmes maduros, chegando a
apresentar concentracgdes inibitorias de dez a mil vezes maior quando comparados aos valores
da concentracdo inibitoria em células planctonicas de acordo com a literatura (OYAMA et al.,
2016). O anlodipino mostrou-se eficaz frente a biofilmes em concentragdes menores que dez
vezes a CIM, além de manter sua eficdcia quando associado a oxacilina. Até entdo, a atividade
antibiofilme do anlodipino somente havia sido mostrada frente cepas de Candida spp. (GUPTA
etal., 2016).

Em relagdo a atividade em biofilmes bacterianos, o estudo de Elkhatib et a/ (2009)
mostrou que o anlodipino apresenta efeito sinérgico com a levofloxacina frente biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa. Tais observacdes, somados aos resultados obtidos no presente
estudo, mostram que o anlodipino ¢ um farmaco com potencial atividade frente biofilmes de
diferentes espécies microbianas, isolado ou em associacdo com um antimicrobiano classico.
(ELKHATIB; HAYNES; NOREDDIN, 2009)

No que se refere ao possivel mecanismo de acdo do anlodipino frente S. aureus,
observamos sua intensa agdo na parede bacteriana, membrana celular e at¢ no DNA. Tais
mecanismos sdo pouco elucidados. Na literatura, encontra-se que o mecanismo de acao do
anlodipino frente a S. aureus esta associado com inibi¢do de B-lactamases (Y1, 2019). Sabe-se
que a resisténcia do SARM a todos os B-lactamicos acontece por dois mecanismos distintos: a

producao de PBP2a, transpeptidase resistente a inibigdo por B-lactamicos, e a producao de B-
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lactamases, que hidrolisam o anel B-lactamico (LADE; KIM, 2021). Acerca deste fato, a
inibicdo das B-lactamases pode vir a ser um dos fatores que auxiliem no mecanismo sinérgico
entre o anlodipino e B-lactamicos, como foi discutido anteriormente. Deve-se observar, porém,
que a meticilina e a oxacilina s3o B-lactamicos estruturalmente modificados para serem
resistentes a B-lactamase que € produzida pela maioria dos S. aureus (HE et al., 2016).

Outro mecanismo de a¢do atribuido ao anlodipino, no que diz respeito ao efeito
antiparasitario deste, ¢ a reducao do consumo de oxigénio. Tal reducdo aumenta os niveis de
espécies reativas de oxigé€nio, que levam a perda do potencial de membrana mitocondrial e
liberagdo de citocromo ¢ no citoplasma (MAZUMDAR; ASOK KUMAR; DUTTA, 2010). O
citocromo ¢ desempenha um papel vital na cadeia de transporte de elétrons, além de
desempenhar um papel fundamental na apoptose, agindo como uma molécula de sinaliza¢ao
quando ¢ liberada para o citosol durante o estresse celular, tendo como efeito final a morte
celular (KALPAGE et al., 2019).

Os ensaios por citometria de fluxo realizados revelaram que o anlodipino ¢ capaz de
causar danos na membrana celular bacteriana, estrutura que apresenta similaridades com as
mitocondrias (PALLEN, 2011), especialmente no que se refere a producdo de energia por
reacdes de oxidacdo e redugdo. Nesse sentido, € possivel que o dano causado pelo anlodipino
na membrana bacteriana esteja associado a perda de potencial da membrana por conta do
aumento de espécies reativas de oxigénio. Importante observar também que o dano na
membrana ¢ mais acentuado quando o anlodipino e a oxacilina estdo em combinagao.

Outro importante mecanismo de a¢do do anlodipino frente S. aureus observado no
presente estudo ¢ o dano ao DNA. Nao sdo encontrados na literatura dados sobre a a¢cdo do
anlodipino no DNA bacteriano, entretanto, a partir do ensaio do TUNEL, observamos que o
anlodipino € capaz de causar a fragmentacdo do DNA de S. aureus. Tal fragmentacdo ocorreu
com maior intensidade quando o anlodipino e a oxacilina estavam associados

De forma complementar a analise da fragmentacdo de DNA, a anélise por molecular
docking mostrou que as principais interacdes do anlodipino com o S. aureus ocorreu nos
receptores S. aureus gyrase complex with DNA e com a S. aureus gyrase. A DNA girase ¢ uma
topoisomerase, e todas as topoisomerases tem a fungao de relaxar a fita de DNA, porém apenas
a girase pode produzir o efeito de superenrolamento negativo (BUSH et al., 2020), crucial para
varios processos associados ao DNA, como replicagdo e transcricao (BATES; MAXWELL,
2005). A inibigdo da DNA girase, e por consequéncia inibi¢ao da replicagdo do DNA, configura
em um dos mecanismos de ag¢do dos farmacos antibacterianos da classe das quinolonas

(LEVINE; HIASA; MARIANS, 1998).
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As quinolonas sdo farmacos que podem ser utilizados em infecgdes estafilocdcicas
causadas por cepas resistentes a meticilina. Alguns dos casos sdo as infec¢des de ossos
(osteomielite), articulagdes e infeccao de articulagao protética (TONG et al., 2015).

O anlodipino formou complexos com a S. aureus gyrase complex with DNA ao se ligar
aos residuos Vall268B, Prol1326B, Prol1326B, Guad4E, Cytl9H, e no caso do complexo
formando entre o anlodipino e a S. aureus gyrase, as ligagdes ocorreram nos residuos
Vall1268D, Argl1272D, Pro1326D, Asn1269D, Argl1272D, Gua2F, Cyt3F, Cyt4F e Gual8E. As
quinolonas ligam-se a girase por interagdes que incluem os residuos Ser-83, Asp-87, Ser-80 e
Glu-84, sendo que a substituicdo destes residuos estd associada a resisténcia a essa classe
antimicrobiana (FABREGA et al., 2009).

Observa-se, por tanto, que os residuos que formam complexos com anlodipino sao
diferentes dos residuos que sofrem alteracdes nos casos de resisténcia as quinolonas, sugerindo
que o anlodipino possa apresentar efeito antibacteriano mesmo nos casos de resisténcia as
quinolonas. Além disso, a ligacdo em sitios diferentes pode permitir que o anlodipino aja de
forma sinérgica com os antimicrobianos desta classe, como ja foi observado na interacdo do
anlodipino com o levofloxacino frente Pseudomonas aeruginosa (ELKHATIB; HAYNES;
NOREDDIN, 2013).

As quinolonas sdo farmacos bactericidas (HEIZMANN; HEIZMANN, 2007), que
podem causar uma morte lenta ou rapida, sendo este processo dose dependente. A primeira
etapa do efeito letal das quinolonas ¢ a ligacdo da droga a um complexo de clivagem da
topoisomerase. Os complexos de clivagem contém o DNA dividido que ndo pode ser
novamente ligado pela mesma topoisomerase, se a enzima estiver ligada a droga. (BUSH et al.,
2020). Este processo leva a morte celular, podendo ser acelerado pela presenca de espécies
reativas de oxigénio, capaz de causar mais quebras ao DNA (HONG et al., 2020). Conforme
discutido anteriormente, ¢ sabido que o anlodipino ¢ capaz de causar a morte celular dentro de
algumas horas (KUMAR et al, 2003).

Correlacionando o exposto com os mecanismos encontrados e discutidos no presente
estudo, € possivel presumir que o anlodipino ¢ um farmaco com alguns possiveis mecanismos
de acdo antimicrobiano. A inibicdo da B-lactamase, a possivel produgdo de EROs, com base
nos danos observados na membrana celular, a fragmentagao do DNA, somada a ligagcdo com a

DNA girase, mostra o quao deletéria a exposi¢cdo do S. aureus ao anlodipino pode ser.
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8 CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos antimicrobianos ¢ de fundamental importancia diante do
cenario de resisténcia crescente enfrentando na atualidade. O anlodipino, inibidor de canais de
calcio utilizado no tratamento de hipertensdo, apresentou potencial para o reposicionamento
tendo em vista sua potente acdo antimicrobiana. Sua atividade isolada e em combinagdo com a
oxacilina resultou na inibi¢ao consideravel do crescimento de S. aureus na sua forma de células
planctonicas e de biofilme, além de apresentar importantes mecanismos de agdo que explicam
o efeito bactericida desta droga.

A elucidagao dos mecanismos de a¢ao do anlodipino frente S. aureus, bem como suas
aplicacdes clinicas no contexto do tratamento de infec¢des bacterianas, ainda necessitam de
mais estudos futuros, incluindo ensaios in vivo. Entretanto, os mecanismos aqui discutidos
mostram que esta droga pode apresentar diversos efeitos capazes de levar a morte celular
bacteriana. Por tanto, diante do exposto, o anlodipino ¢ um farmaco com consideravel potencial
antimicrobiano, podendo vir a ser uma adi¢ao as opgdes terapéuticas no tratamento de infecgdes

causadas por S. aureus.
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