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RESUMO

As infeccOes relacionadas a assisténcia a salde causadas por Gram-negativos tém se tornado
uma problematica crescente com o aumento da resisténcia aos antimicrobianos principalmente
mediada pela producdo do biofilme, por esse motivo se faz necessario a busca por novos
compostos e farmacos que possam ajudar no tratamento contra essas infeccdes. Assim, 0
presente estudo avaliou o efeito do antipsicotico haloperidol na sensibilidade antibacteriana e
antibiofilme em Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae.
Os testes de sensibilidade planctonica ao haloperidol isolado e em combinacdo com
antimicrobianos foi feito pelo método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da (CIM).
O efeito antibiofilme foi avaliado por meio da quantificacdo da biomassa do biofilme, corada
com cristal violeta, e da atividade metabolica, com uso da resazurina, para determinacdo da
concentracdo eliminatdéria minima do biofilme (CEMB). Ademais, foi avaliada a estrutura do
biofilme apds a exposicdo ao haloperiodol, por microscopia confocal. Os intervalos de
concentracdo inibitéria minima (CIM) do haloperidol foi de 512, 64 a 128 e 128 ug /mL para
P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae respectivamente. Em combinacdo, houve uma
reducdo CIMs do antimicrobianos na combinacdo de haloperidol CIM/2 com amicacina. Em
relacdo ao biofilme, o haloperidol causou desestruturacdo da biomassa em todas as espécies,
nas concentracdes de 512, 256 e 128 pg /mL as reducGes foram de 73%, 77% e 77% em P.
aeruginosa, 78%, 76% e 65% em A. baumannii e de 85%, 66% e 51% em K. pneumoniae
respectivamente. As CEMBs do antimicrobianos depois de associar o (CEMB/2) reduziram
com significancia estatistica frente a P. aeruginosa, e a CEMB do meropenem foi reduzida em
todas as espécies. Em suma, o haloperidol inibe o crescimento bacterianos além de dispersar e

desestruturar o biofilme podendo potencializar o efeito dos antimicrobianos.

Palavras-chave: Biofilme, Haloperidol, IRAS, Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Healthcare-related infections caused by Gram-negative bacteria have become a growing
problem with the increase of antimicrobial resistance, mainly mediated by biofilm production.
For this reason, it is necessary to search for new compounds and drugs that can help in the
treatment against these infections. Thus, the present study evaluated the effect of the
antipsychotic haloperidol on antimicrobial and antibiofilm sensitivity in Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae. Planktonic sensitivity
testing to haloperidol alone and in combination with antimicrobials was done by the broth
microdilution method to determine the (MIC). The antibiofilm effect was evaluated by
quantification of biofilm biomass, stained with crystal violet, and metabolic activity, using
resazurin, to determine the minimal biofilm elimination concentration (MBEC). Furthermore,
the structure of the biofilm after exposure to haloperiodol was evaluated by confocal
microscopy. The minimum inhibitory concentration (MIC) ranges of haloperiodol were 512,
64 to 128 and 128 ug /mL for P. aeruginosa, A. baumannii and K. pneumoniae respectively.
In combination, there was a reduction MICs of the antimicrobials in the combination of
haloperidol MIC/2 with amikacin. In relation to biofilm, haloperidol caused destructuring of
the biomass in all species, in concentrations of 512, 256 and 128 pg /mL the reductions were
73%, 77% and 77% in P. aeruginosa, 78%, 76% and 65% in A. baumannii and 85%, 66% and
51% in K. pneumoniae respectively. The MBECs of the antimicrobials after associating
(MBEC/2) were reduced with statistical significance against P. aeruginosa, and the MBEC of
meropenem was reduced in all species. In summary, haloperidol inhibits bacterial growth
besides dispersing and destructuring the biofilm, and may potentiate the effect of

antimicrobials.

Keywords: Biofilm, Haloperidol, Healthcare-related infections, Antibiotic resistance.
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1 INTRODUCAO

InfeccBes causadas por bactérias multirresistentes, principalmente as relacionadas a
assisténcia a saude, sdo um problema crescente no mundo todo por aumentar as taxas de
morbidade e mortalidade e associado a isto temos 0 aumento do tempo de internacdo de
pacientes que consequentemente aumenta os gastos com salude (GARNACHO-MONTERO,;
AMAYA-VILLAR, 2022). Dentre as infecdes microbianas, as mais frequentes nos hospitais
sdo as do trato respiratorio, trato urinario e corrente sanguinea (COSTA et al. 2019; KERN;
RIEG, 2020).

Dentre os agentes etiologicos, destacam-se as bactérias Gram-positivas do género
Staphylococcus e Streptococcus e Gram-negativas ndo fermentadoras dos géneros
Pseudomonas e Acinetobacter e da familia Enterobacteriacea como Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli. Vale destacar que Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
resistentes aos carbapenémicos, e Enterobacteriacea resistentes aos carbapenémicos e a
terceira geracdo de cefalosporinas, fazem parte da lista de patdgenos de prioridade critica para
pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos da Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
(TACCONELLI et al.; 2018; MANCUSO et al., 2021).

Aliado a isso, o crescimento em estrutura de biofilme confere aos microrganismos
associados um decréscimo notorio da sensibilidade a antimicrobianos (HEMMATI et al.,
2021). Biofilmes podem ser definidos como um agregado organizado de uma ou mais
espécies bacterianas que estdo envoltos de uma matriz polimérica extracelular que esta
associada a resisténcia desses microrganismos aos antimicrobianos (CIOFU et al., 2022) e
este efeito na sensibilidade aos antimicrobianos pode ser intrinseco ao modo de crescimento
dos biofilmes ou adquirido por meio da transferéncia de plasmidios de resisténcia

(NOURBAKHSH et al., 2022).
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Diante disso, faz-se necessaria a busca por novos compostos com atividade
antimicrobiana e o reposicionamento de farmacos aparece como uma alternativa viavel por
ser um processo mais rapido e menos oneroso (RACZ; SPENGLER, 2023). Nessa
perspectiva, o haloperidol, um antipsicético de primeira geracdo, comumente utilizado para o
tratamento de esquizofrenia, sindrome de Tourette e distirbios comportamentais (RAHMAN;
MARWAHA, 2022) vem sendo pesquisado por apresentar propriedades antimicrobiana
contra Mycobacterium tuberculosis (MACHADO et al., 2016), Candida spp. (BRILHANTE
et al., 2014; HOLBROOK et al., 2017 e ATRIWAL et al., 2021). Poucos séo os trabalhos que
verificam o potencial antimicrobiano em bactérias Gram-negativas e principalmente na forma
de biofilme.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do haloperidol sobre o
crescimento na forma planctonica e biofilme de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae e sobre a sensibilidade desses patdgenos associado a

antibacterianos classicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Resisténcia bacteriana

Infeccbes causadas por bactérias multirresistentes sdo uma problematica mundial
em que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2018) afirma que entre as mortes que
ocorrem no mundo todo, aproximadamente 25% sdo causadas por infec¢Ges bacterianas em
que a resisténcia antimicrobiana influencia nesses valores (GARNACHO-MONTERO;
AMAYA-VILLAR, 2022), dentre essas infeccdes as mais frequentes no &mbito hospitalar séo
infeccOes do trato respiratério, seguida por infecgdes do trato urinério e da corrente sanguinea
(COSTA et al. 2019; KERN; RIEG, 2020).

As principais bactérias multirresistentes que estdo associadas as infec¢des citadas
sdo as Gram negativas que estdo principalmente ligadas as infeccbes relacionadas a
assisténcia a saude gerando um impacto na eficacia do tratamento utilizado para tratar os
pacientes (TACCONELLI et al.; 2018; MANCUSO et al., 2021).

A resisténcia antimicrobiana representa uma séria ameaca aos sistemas de salde
em todo o mundo (CDC, 2019). Estima-se que, em 2019, cerca de 4,95 milhGes de mortes sdo
diretamente atribuidas a resisténcia antimicrobiana (FROST et al., 2023). Sendo previsto que
esse numero aumente em mais de duas vezes em 2050 (DE OLIVEIRA SANTOS et al.,
2022).

Além do impacto a salde humana, a resisténcia a drogas antimicrobianas também
ocasiona prejuizos econdmicos, uma vez que as infec¢bes causadas por patdgenos
multidrogas resistentes (MDR) muitas vezes geram maior tempo de internagdo e tratamento
empirico com antibidticos, gerando maiores custos se comparados a infeccbes causadas por
microrganismos suscetiveis. Anualmente, no Brasil, por exemplo, o custo do tratamento de
doencas infecciosas por bactérias MDR é estimado em quase 36 milhGes de ddlares, sendo
quase 20% do gasto federal com a satde (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2022).

Existem varios mecanismos pelos quais as bactérias podem adquirir resisténcia,
de forma intrinseca, que esta ligada a falta de estruturas que fazem com que sejam resistentes
aos antimicrobianos, e de forma adquirida em que a resisténcia ocorre através de mutacoes
génicas e transferéncia por plasmideos. Entretanto, pode-se agrupar esses mecanismos em trés
grandes grupos: reducdo da concentracao intracelular do antibiotico, modificacdo do alvo do
antibiotico e inativacdo do antibiotico (HUEMER et al., 2020).

As concentragBes intracelulares podem ser mantidas baixas através da

permeabilidade diminuida da membrana celular bacteriana. Um exemplo em que isso ocorre é
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a diminuicdo ou a mutacdo das porinas que permitem a passagem do antibiético e outra forma
de diminuir as concentracdes do antibidtico é por meio das bombas de efluxo (HUEMER et
al., 2020).

Mutacdes no alvo molecular de um antibidtico podem acarretar mudangas
conformacionais que resultam na ligagdo ineficaz com o sitio-alvo e ineficacia do antibiotico.
Por fim, uma outra forma de resisténcia ¢ modificando os antibidticos de modo a causar sua
inibicdo, seja pela adicdo de grupamentos quimicos ou pela destruicdo direta por enzimas
bacterianas (HUEMER et al., 2020).

Outra forma de resisténcia bacteriana bastante importante é o biofilme que pode-
se caracterizar como um agregado de microrganismos aderidos entre si e a uma superficie,
que produzem uma matriz extracelular que mantém a estrutura da comunidade, favorece a
troca de material genético e protege as células do estresse ambiental e do sistema imune do
hospedeiro, dificultando o tratamento dessas infeccbes (MORADALI; GHODS; REHM,
2017; TUON et al., 2022).

Fatores especificos e ndo especificos estdo envolvidos na sintese da matriz e nos
processos organizacionais da producdo de biofilme. A ndo especificidade inclui
hidrofobicidade, forca eletrostatica e forca de van der Waals. De forma mais complexa,
entram em jogo fatores especificos, visto que envolve a expressao coordenada e organizada de
genes que codificam adesinas, como adesina polissacaridica intercelular e outras moléculas de
adesdo, formando células com diversos agregados. Além disso, esses fatores podem estar
associados a outras proteinas na superficie microbiana, como fimbrias, flagelos e pili
(EXTREMINA et al., 2011; ARCIOLA et al., 2012).

As fases do processo de formacdo de um biofilme comecam com uma adesao
inicial reversivel das células bacterianas plancténicas, onde em seguida o processo de adesao
propriamente dito com a producdo da matriz extracelular que se torna irreversivel, apds isso
temos a maturacdo desses biofilmes onde a matriz formada esta bem estabelecida para por fim
chegar a fase de desnaturacdo e dispersdo de células plancténicas (PAVAO et al., 2021).
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Figura 1. Esquema da formacdo de biofilme bacteriano

Cad
=
a2
- Biofilme maduro s 7
Matriz EPS 0 N 2 !
4 °
2 o -
4 L} ’ // '
) -
L4 il \ N ¢ é
S [ e ¢
i = = e ! P -
- ‘ - \ - - . - R
P "‘/ - ’ & &
ADESAO INICIAL ADESAO MATURAGAO DESNATURACAO
(reversivel) (irreversivel) (dispergao)

Fonte: PAVAO et al., 2021.

A OMS (2018) também chama atencdo para as infeccdes relacionada a assisténcia
a salde por bactérias capazes de forma biofilme e que muitas dessas infeccbes estdo
principalmente relacionadas a colonizacdo e formacdo de biofilme em dispositivos médicos
como cateteres urinarios e venoso e tubos endotraqueais (PAVAO et al., 2021).

A evasdo ao sistema imune do biofilme é responsavel pela cronificacdo de
diversos quadros clinicos, prolongando o tempo de internacdo dos pacientes acometidos por
essas infeccGes e aumentando os custos em satde (ROMLING; BALSALOBRE, 2012; THI;
WIBOWO; REHM, 2020).

A resisténcia bacteriana a antibioticos tem sido detectada particularmente em
patdégenos do grupo ESKAPEEc (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e
Escherichia coli), os quais também s&o as maiores causas de infec¢bes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) (MURRAY et al., 2022; JARA et al., 2021).

A lista publicada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), que categoriza
alguns patogenos bacterianos para 0s quais urgem a pesquisa e o desenvolvimento de novos
antibidticos, destacam a importancia de trés destes: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae, os inserindo na categoria de prioridade critica
(MANCUSO et al., 2021).
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2.2 Pseudomonas aeruginosa e seus mecanismos de resisténcia

O género Pseudomonas foi descrito pela primeira vez no século XIX, pelo
professor Walter Migula, na Alemanha. Pertencente a familia Pseudomonadaceae a principal
representante do género, P. aeruginosa, antes denominada Bacillus pyocyaneus, foi descrita
por Carle Gessard, em 1882 (PAZ-ZARZA et al., 2019).

P. aeruginosa é um bacilo Gram-negativo ndo fermentador de glicose (BGNNF),
movel, aerdbio facultativo e mesofilo, mas capaz de sobreviver a temperaturas que variam de
4 a 42°C, o que permite o diferenciar de outras espécies do género (DIGGLE; WHITELEY,
2020).

Esse patdgeno € comumente associado a infeccBes relacionadas a assisténcia a
salde, causando infecgbes respiratorias cronicas como pneumonia principalmente em
pacientes com fibrose cistica, causando alta taxa de mortalidade e morbidade, e também pode
estar envolvida em infeccdes do trato urinario e em feridas (BONYADI et al., 2022).

Estima-se que, em algumas regiées do mundo, 15% a 30% das infec¢des causadas
por bactérias multirresistentes sejam por P. aeruginosa (HORCAJADA et al., 2019). Nos
Estados Unidos, em 2017, foram relatados 32.600 casos de infeccBes por esse patdgeno,
ocasionando, aproximadamente, 2.700 mortes, de acordo com o Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas norte americano (CDC, 2019). Em alguns hospitais do Brasil, as
infeccBes por P. aeruginosa representam, aproximadamente, 60% das infeccdes relacionadas
a assisténcia a satde (URZEDO et al., 2020).

Devido ao aumento dos perfis de multirresisténcia em P. aeruginosa, o arsenal
terapéutico tem se tornado cada vez mais limitado. Classes antimicrobianas como as
fluorgquinolonas, beta-lactdmicos, aminoglicosideos e carbapenémicos, que sdo amplamente
utilizadas no tratamento das infec¢des por esse patdgeno, atualmente ndo tém apresentado
eficacia (HILLIAM; KAYE; WINSTANLEY, 2020; WILSON; PANDEY, 2022).

Tal realidade € ocasionada pela expressdo de diversos fatores que impossibilitam
a acdo desses medicamentos, como a producdo de enzimas que hidrolizam os
antimicrobianos, a exemplo das penicilinases, carbapenemases e cefalosporinases,
superexpressdo de bombas de efluxo e outros fatores relacionados a reducdo da
permeabilidade da membrana bacteriana, além da capacidade de formar biofilmes, que
dificultam ainda mais 0 manejo dessas infec¢coes (LANGENDONK; NEILL; FOTHERGILL,
2021).
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2.3 Acinetobacter baumannii e seus mecanismos de resisténcia

O género Acinetobacter foi descoberto pelo microbiologista Beijerinck no ano de
1911, quando encontrou um novo microrganismo isolado no solo e 0 nomeou de Micrococcus
calcoaceticus. Ao longo dos anos, esse microrganismo passou por uma série de modificaces
em sua classificacdo taxonémica e atualmente sdo pertencentes a familia Moraxellaceae
(DIJKSHOORN, 2008; DOUGHARI et al, 2011; JUNG; PARK, 2015; ALMASAUDI,
2018).

Morfologicamente sdo caracterizados por cocobacilos Gram-negativos e
bioquimicamente como ndo fermentadores de glicose, imdveis, catalase-positivos e oxidase-
negativos. Este género compreende 31 espécies descritas, sendo 4 delas (Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pitti e Acinetobacter nosocomialis)
referidas como complexo A. baumannii-calcoaceticus devido suas caracteristicas fenotipicas
muito similares (PELEG; SEIFERT; PATERSON., 2008). Dentre estas quatro espécies
citadas, a Acinetobacter baumannii é a de maior importancia clinica.

Conhecida por ser uma espécie oportunista A. baumannii raramente causa
infecgBes comunitarias e neste caso normalmente estdo associadas & alguma comorbidade.
Sua prevaléncia ocorre no contexto hospitalar, com incidéncia elevada em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI), sendo as principais infeccdes: infecgdes do trato respiratorio, da
corrente sanguinea e do trato urindrio (PELEG; SEIFERT; PATERSON., 2008;
ALMASAUDI, 2018; QUEIROZ; MACIEL; SANTOS, 2022).

No Brasil, os relatos de surtos tiveram inicio no ano de 1999, no estado de
Curitiba, onde houve o primeiro registro do surto de cepas multirresistentes sendo
identificadas, nesse caso, cepas produtoras carbapenemase do tipo oxacilinase 23, que é uma
enzima capaz de hidrolisar antimicrobianos da classe dos carbapenémicos. As regides sul e
sudeste se sobressaem, apresentando 0s maiores ndmeros de caso incidentes de cepas
multirresistentes de Acinetobacter spp. (VIEIRA; PICOLI, 2015).

No Ceard, o género representa um dos principais bacilos Gram negativos
associados a infeccbes em UTIs pediatricas, principalmente, as Infeccdes Primérias de
Corrente Sanguinea Laboratorial (IPCSL). E o que demonstra os dados do relatorio de IRAS e
resisténcia microbiana (RM) em servicos de saude do Cearé referente ao periodo de janeiro de
2012 a dezembro de 2022 disponibilizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2022).
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Figura 2. Prevaléncia de microrganismos causadores de IPCSL em UTlIs pediatricas no Ceara.
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Fonte: ANVISA, 2022.
Acinetobacter baumannii € intrinsecamente resistente a muitos antimicrobianos,

como: glicopeptideos, macrolideos, lincosamidas e estreptograminas (NOWAK;
PALUCHOWSKA, 2016). Além disso, as opcOes terapéuticas ainda utilizadas como
amicacina, tigeciclina, colistina e polimixina, em monoterapia ou de forma associada, sao
muitas vezes inefetivas devido aos diversos perfis de resisténcia. 1sso torna necessaria a busca
por novos compostos e farmacos que sejam capazes de combater essas bactérias (ISLER et al.
2018; IBRAHIM; et al., 2021).

Dentre 0s mecanismos de resisténcia apresentados por essa espécie, estdo:
inativacdo enzimatica, efluxo ativo, diminuicdo da permeabilidade da membrana e
modificacdo dos sitios alvo de ligacdo aos antimicrobianos (DALMASIO, 2018; QUEIROZ et
al, 2022).

Desses, a superexpressdo de bombas de efluxo classificam-se como um
importante recurso utilizado por A. baumannii para torna-lo mais resistente, ha o efluxo dos
antimicrobianos na célula bacteriana. Nessa espécie, pode-se encontrar as bombas do tipo
Resistence Nodulation Division (RND) AdeABC, a qual é responsavel pela resisténcia a
aminoglicosideos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina e
trimetoprima (NOWAK; PALUCHOWSKA, 2016; ALMASAUDI, 2018).

Outro fator que explica o tratamento dificil e o grande nimero de transmissao e
infectados no ambiente hospitalar é a capacidade de A. baumannii de se estabelecer e formar

biofilmes em superficies bioticas e abioticas por um longo periodo, visto que pode se adaptar
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e sobreviver em diversas superficies mesmo sob condigdes de nutricdo limitadas (PELEG,;
SEIFERT; PATERSON., 2008; KANAFANI; KANJ, 2014; ALMASAUDI, 2018).

2.4 Klebsiella pneumoniae e seus mecanismos de resisténcia

Klebsiella pneumoniae (Klebsiella, nomeado segundo Klebs; pneumoniae,
inflamacéo dos pulmdes) € um bacilo Gram-negativo fermentador de glicose que ha muito
tempo foi reconhecido como agente causador de doencas, sendo primeiro descrito como causa
de pneumonia por Carl Friedlander, em 1882, e permanecendo hoje como um dos principais
patdgenos associados a infecgdes associadas a assisténcia a satde e sepse neonatal (WYRES;
LAM; HOLT, 2020).

Pertencente ao género Klebsiella e a familia Enterobacteriaceae, K. pneumoniae
pode sobreviver em diversos nichos ecoldgicos, de forma livre ou associada a um hospedeiro.
Esses nichos incluem o solo, a &gua, uma variedade de espécies vegetais, insetos, aves, répteis
e muitos mamiferos, com o0s quais essa espécie pode desenvolver uma relacdo comensal ou
um potencial patégeno (WYRES; LAM; HOLT, 2020).

A maioria das infec¢cdes por K. pneumoniae no mundo sdo infecgdes oportunistas
associadas a assisténcia a satde. Suas manifestacdes principais sdo pneumonias, infeccdes do
trato urinario e feridas infectadas, qualquer uma delas podendo progredir para a bacteremia,
especialmente em grupos vulneraveis (neonatos, idosos, pacientes com dispositivos médicos e
imunocomprometidos). Além disso, a bactéria pode estar associada a abscessos hepaticos,
infeccdes de tecidos moles, endoftalmites e meningites (WYRES; LAM; HOLT, 2020).

Entretanto, essa espécie vem adquirindo elementos genéticos que lhe conferem
resisténcia. Atualmente, K. pneumoniae produtoras de p-Lactamases de Espectro Estendido
(ESBL) e de carbapenemases (MDR-Kp) estdo presentes no mundo todo, causando infec¢bes
de dificil manejo (WANG et al., 2020a).

Com o surgimento de cepas resistentes, o tratamento das infecgdes por K.
pneumoniae tem se tornado mais limitado. O arsenal terapéutico disponivel para o tratamento
das infeccbes por este patdgeno € composto por aminoglicosideos, glicilciclinas,
fluorquinolonas, carbapenémicos e a combinacdo de ceftazidima com avibactam (VIVAS et
al., 2020; HUEMER et al., 2020; JARA et al., 2021).

Os aminoglicosideos, representados por amicacina e gentamicina, € o grupo das
glicilciclinas, que é parte das tetraciclinas, agem blogueando a sintese proteica da bactéria. Ja

0 grupo dos carbapenémicos é representado por meropenem, ertapenem e imipenem, 0s quais
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inibem a sintese da parede celular bacteriana e possuem 0 maior espectro entre os [-
lactamicos (WANG et al., 2020a; VIVAS et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021).

Outro grupo de antibioticos, as polimixinas, como a colistina e a polimixina B,
agem causando o rompimento das membranas externas da bactéria. Esses dois farmacos, junto
com a amicacina, a fosfomicina e a tigeciclina, tém sido mais utilizados em cepas resistentes
ao grupo dos carbapenémicos (LONGO et al., 2019).

Na Europa, K. pneumoniae é responsavel por mais de noventa mil infeccdes e sete
mil mortes anualmente e contribuiu para 19,9% das mortes atribuidas a resisténcia
antimicrobiana em 2019 (MURRAY et al., 2022; WYRES; LAM; HOLT, 2020).

Os mecanismos de resisténcia de K. pneumoniae sdo variados, sendo 0 mais
conhecido e mais citado a produ¢dao de B-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL) e de
carbapenemases. Sendo também relatada a importancia de bombas de efluxo na disseminacao
das B-lactamases e na resisténcia contra outros grupos de antibiéticos (WANG et al., 2020a).

Microrganismos produtores de ESBL s&o descritos como um grupo de bactérias
resistentes a maioria dos farmacos comumente referidos como ultima escolha na
antibioticoterapia, sendo capazes de hidrolisar ampicilina, da primeira a terceira geracdo das
cefalosporinas e 0s monobactamicos (aztreonam). Nesses casos, a 0p¢do terapéutica seria o
grupo do carbapenémicos, uma vez que possuem um amplo espectro de acdo bactericida e
certa estabilidade contra a maioria das B-lactamases (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2022).

K. pneumoniae carbapenemases (KPC), dentre as carbapenemases, esta entre as
enzimas mais isoladas no mundo e tem a capacidade de hidrolisar uma ampla variedade de
farmacos, como as penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenémicos e 0s monobactamicos.
Além disso, cepas produtoras de KPC sdo comumente resistentes a fluoroquinolonas e
aminoglicosideos. Antibioticos como tigeciclina, colistina e polimixina B tém sido utilizados
como agentes de Ultima escolha, embora ja se tenha casos de resisténcia a eles (DE
OLIVEIRA SANTOS et al., 2022).

Em relagdo as polimixinas, os casos de cepas resistentes a esse antimicrobiano
tém crescido, com estudos reportando uma frequéncia de 27% no ano de 2019 no Brasil. Entre
0s principais mecanismos de resisténcia descritos, tem-se com frequéncia a modificacdo do
sitio-alvo, mais especificamente do lipideo A do LPS. Como alternativa terapéutica, restam a
tigeciclina, a amicacina e a fosfomicina (LONGO et al., 2019).

2.5 Reposicionamento de farmacos e busca por farmacos com potencial antimicrobiano
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Conforme citado anteriormente, a partir de 2019 a OMS comecou a alertar para a
problematica crescente das bactérias multirresistentes, tendo visto que a transferéncia de
genes de resisténcia de uma bactéria para outra de forma horizontal demora bem menos
guando comparamos com a velocidade em que sdo descobertas novas classes de
antimicrobianos (LIU et al., 2021).

Tacconelli et al. (2018) apontam que, as quinolonas, descobertas em 1962, foram
a ultima nova classe de antimicrobianos com acdo sobre bactérias Gram-negativas. Tal
realidade €, em parte, consequéncia das dificuldades encontradas no processo de
desenvolvimento de novos antimicrobianos, isto porque o processo para o desenvolvimento é
muito oneroso e, 0 processo de aprovacdo pela Food and Drug Administration (FDA) pode
ser muito longo. Além disso, o retorno econdémico é baixo em comparagdo com as descobertas
de medicamentos para outras doencas (SCHEIN, 2019).

O termo reposicionamento de farmacos (RF) ou reaproveitamento de farmacos é
comumente utilizado para descobrir novas atividades, ou seja, novos usos e aplicacOes
terapéuticas, de farmacos ja utilizados clinicamente. Este € 0 processo de encontrar novos
usos fora da indicacdo médica original para um medicamento ou composto aprovado que foi
descontinuado por um motivo ou outro. como redirecionamento, redefinicdo, reatribuicéo,
reanalise, etc (SILVA, 2015).

Contudo, diversas classes de farmacos como inibidores de canais de célcio, anti-
histaminicos, e principalmente medicamentos psicotrépicos que atuam como inibidores
seletivos de recaptacdo da serotonina tém demonstrado potencial atividade antimicrobiana em
bactérias multirresistentes (K BHARDWAJ; MOHANTY, 2012; DE SOUZA et al., 2018).

2.5.1 Farmacos psicotrépicos

Drogas antipsicoticas tém sido amplamente estudadas como opg¢des para o
reposicionamento de farmacos em concentracfes inibitérias minimas subinibitorias, dado a
sua seguranca farmacocinética, farmacodindmica e longa aplicagdo clinica (HUANG et al.,
2016).

Desde 1959, a partir da observacdo do efeito antimicrobiano da clorpromazina
frente as micobacterias, diversos estudos tém relatado o efeito de farmacos psicotropicos
contra agentes bacterianos e fungicos (ELLEZIAN et al., 2022; NEHME et al., 2018;
MORAES; FERREIRA-PEREIRA, 2019).
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A sertralina também vem sendo estudada e descrita como um potencial fa&rmaco
capaz de inibir o crescimento microbiano e reduzir o biofilme em Listeria monocytogenes
(WANG et al., 2023). Temos também a fluoxetina que também apresentou concentracfes
inibitérias minimas para P. aeruginosa, Escherichea coli e Staphylococcus aureus em um
trabalho de De Souza e colaboradores (2018), em um trabalho de Ait Chait (2020) envolvendo
diversos farmacos psicotropicos como aripiprazol, brupropiona, desipramina, citalopram,
apresentaram atividade antimicrobiana contra Lactobacillus casei, Enterococcus faecium,
Bacteroides fragilis, Akkermansia muciniphila, Clostridium leptum, Lactobacillus rhamnosus,
Escherichia coli, Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii, bactérias comensais do
trato gastrointestinal, dentre esses agentes, o haloperidol também tem se apresentado como

um desses agentes com efeitos antimicrobianos (EL-GANINY et al., 2022).

2.5.1.1 Haloperidol

O haloperidol é um agente antipsicotico de primeira geracao, pertencente a classe
das butirofenonas, amplamente utilizado no mundo para controlar os sintomas da
esquizofrenia, sindrome de Tourette, hiperatividade e outros distirbios comportamentais
graves, tendo uma 6tima eficacia principalmente em criancas. De modo off-label, tem sido
comumente aplicado para agitacdo associada a disturbios psiquiatricos, mania aguda, nauseas
e vomitos induzidos por quimioterapia e para a gestdo de solucos intrataveis (OSTINELLI, E.
G. etal., 2017; RANG, 2020).

Figura 3. Estrutura quimica do haloperidol
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Fonte: Beach et al., 2020.

Sua posologia varia entre 0,5 a 2 miligramas 3 vezes ao dia para adultos com uma
dose de manutencdo variando entre 1 e 15 miligramas ao dia, sua biodisponibilidade na
formulacdo oral é de 60 a 70% enquanto seu pico plasmatico ocorre de 2 a 6 horas apés a
administracdo oral e em 20 minutos apos a intramuscular (Bula do haloperidol, 2023).

O haloperidol pode ser administrado pelas mais diversas vias, sendo as principais
oral e intramuscular. O farmaco apresenta uma taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas entre
88 e 92% e um volume de distribuicdo entre cerca de 8 a 21 L/Kg, a depender da
biodisponibilidade da droga. Quanto ao tempo de meia-vida, o haloperidol apresenta um
intervalo de flutuacdo plasmatica entre 12 e 24 horas antes de atingir a eliminacdo de 50%,
variando conforme a dose e a via escolhida para administracdo (SHEN, Y. et al., 2018).

O mecanismo de agdo do haloperidol consiste no blogueio dos receptores de
dopamina D2 no cérebro, no entanto, este farmaco ndo é seletivo para o receptor D2,
apresentando também afinidade com os receptores D1, al, H1 e 5-HT2A, justificando a sua
acdo bloqueadora noradrenérgica, colinérgica e histaminérgica. O bloqueio desses receptores
estd associado a varias reacOes adversas a medicamentos e ao seu potencial risco de reacdo
extrapiramidal (BEACH et al., 2020; RANG, 2020).

No que se refere ao seu perfil farmacocinético e farmacodinamico, por ser um
farmaco lipofilico, o haloperidol ¢ bem absorvido pelo trato gastrointestinal e pela via
intramuscular, sendo rapidamente distribuido a varios tecidos e 6rgaos, o que também explica
a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e a placenta, podendo ser

excretado no leite materno. O antipsicotico é extensamente metabolizado no figado, sendo
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que as principais vias metabdlicas em humanos incluem glicuronidacao, reducdo de cetonas,
N-dealquilacdo oxidativa e formacdo de metabolitos piridinicos, sem nenhuma via gerar
algum metabolico significativamente importante para a sua acao
farmacologica. Experimentalmente, constatou-se que, ap6s administracdo intravenosa, 21%
da dose ¢é eliminada nas fezes e 33% na urina. Além disso, notou-se que 3% da dose é
excretada inalterada na urina (Bula do haloperidol, 2023; RANG, 2020).

Os efeitos toxicos associados ao uso do haloperidol sdo identificados através de
sintomas extrapiramidais graves, hipotensdo e sedacdo, que podem conduzir o individuo ao
coma. Devido a isso, 0s pacientes que utilizam o farmaco necessitam ser acompanhados por
profissionais de saude, garantindo a adesdo a terapia, 0 monitoramento das concentracdes
plasmaticas e o bem-estar do individuo (KISHI et al., 2021).

O uso do haloperidol como inibidor de bomba de efluxo é também relatado e
comprovado por meio da identificagdo de expressdo génica das bombasem fungos,
principalmente do género Candida, onde o mecanismo de resisténcia por bomba de efluxo é
uma importante forma de sobrevivéncia aos antifangicos utilizados na terapia contra esses
microrganismos, sendo escasso trabalhos que avaliem o potencial de inibicdo das bombas de
efluxo em bactérias (J1 et al., 2020; EI-GANINY et al., 2022).

Outro mecanismo relatado s&o os compostos piridinicos produzidos pelo
haloperidol que atuam como dispersantes agindo no biofilme de forma a desestruturar e
dispersar o biofilme de patdgenos microbianos (ALLEN et al., 2018).

Levando em consideracdo os efeitos do haloperidol encontrados na literatura,
estima-se que ele possa ser um potencial farmaco, com propriedades antimicrobianas, que
possa ser utilizado com o intuito de enfrentar a problematica das bactérias resistentes aos

antimicrobianos assim como a producéo de biofilme pelas mesmas.
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3 HIPOTESES

1. Haloperidol apresenta atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae;
2. Haloperidol € capaz de desestruturar o biofilme de Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae;
3. Haloperidol é capaz de potencializar a acdo dos antibacteriana comumente utilizados para
tratar infeccbes por Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella

pneumoniae.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito antibacteriano e antibiofilme do antipsicotico haloperidol em

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar as Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs) do haloperidol contra
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae;

2. Analisar o efeito do haloperidol sobre a atividade metabolica e biomassa de biofilmes
maduros de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella
pneumoniae;

3. Caracterizar as associacdes de haloperidol com os antimicrobianos ciprofloxacina,
meropenem e amicacina sobre os isolados planctonicos e em biofilmes maduros de

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Caracterizagao das cepas do estudo

Foram utilizados 16 isolados clinicos de bactérias Gram negativas (5
Pseudomonas aeruginosa 3 multirresistentes e 2 sensiveis, 6 Acinetobacter baumannii 4
multirresistentes e 2 sensiveis e 5 Klebsiella pneumoniae 3 multirresistentes e 2 sensiveis),
além das cepas de referéncia P. aeruginosa ATCC 27853 e K. pneumoniae ATCC 700603. As
cepas foram provenientes da colecdo do Laboratorio de Bacteriologia do Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM), da Universidade Federal do Ceara (UFC), estavam
estocadas em -20 °C em meio caldo Triptona de Soja (TSB) adicionado 20% de glicerol, onde,
para utilizacdo durante os experimentos essas cepas foram repicadas em caldo BHI para

reestabelecerem seu metabolismo.

5.2 Antibidticos e antipsicético utilizados no estudo

Os antimicrobianos ciprofloxacino — CIP (Sigma, Brasil), meropenem — MER
(Sigma, Brasil) e amicacina — AMK (Sigma, Brasil) foram preparados na concentragéo
estoque de 5 mg/mL, conforme recomendado pelo documento M100-M07 (CLSI. 2021). O
antipisicotico haloperidol (Unido Quimica, Brasil) foi obtido em ampolas na concentracéo de

5 mg/mL.

5.3 Atividade antibacteriana do haloperidol e antibio6ticos classicos em células

planctonicas de P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae

As CIMs do haloperidol (Unido Quimica, Brasil) e dos antibacterianos
ciprofloxacina (Sigma, Brasil), meropenem (Sigma, Brasil) e amicacina (Sigma, Brasil) foram
determinados de acordo com o protocolo do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
2021). Os antimicrobianos foram testados nas concentragdes variando de 0,125 - 64 pg/mL e
0 haloperidol de 2 - 512 pg/mL.

Inicialmente, as cepas previamente acordadas em caldo BHI foram semeadas em
agar BHI e incubadas por 24 horas a 37 °C para permitir o crescimento da col6nia. Apos esse
tempo, um inoculo bacteriano foi preparado usando coldnias na escala de McFarland 0,5 e
diluido até uma concentracéo final de 5 x 10° UFC/mL. 100 pL desse inéculo foi adicionado a

placas de microdiluicdo de 96 pocos de fundo U apds a adicdo de meio de cultura e diluigdes
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sucessivas dos antimicrobianos. As placas foram incubadas em estufa bacteriana a 37 °C por
24 horas e lidas por turbidez visualmente para encontrar a concentracao inibitéria minima
(CIM), definida como a menor concentracdo capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano
(CLSI, 2021). P. aeruginosa ATCC 27853 foi incluida para validacao das drogas utilizadas no
estudo. Os pogos sem droga foram usados como controles de crescimento e 0S pocos apenas
com meio foram usados como controles de esterilidade. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata em momentos diferente.

Para avaliacdo do efeito do haloperidol sobre a sensibilidade das bactérias aos
antibidticos classicos, o haloperidol foi adicionado ao meio de cultura em concentracGes
subinibitdrias (CIM/2 e CIM/4) e as drogas ciprofloxacina, meropenem e amicacina foram
adicionadas nas concentracdes de 0,0125 - 64 pg/ml. Por fim, os in6culos bacterianos foram
preparados na concentragdo de 5 x 10° CFU/mI e adicionados 100 pL as placas de 96 pogos
de fundo U onde os antimicrobianos foram dispostos em concentragdes de 0,0125 - 64 pg/ml
(CLSI, 2021; SIDRIM et al., 2019). Todos os experimentos foram realizados em duplicata em

momentos diferente.

5.4 Efeito do haloperidol em biofilmes maduros de P. aeruginosa, A. baumannii e K.

pneumoniae

No primeiro momento, foi realizada a caracterizacdo da formacao de biofilme das
cepas. Para tanto, as cepas foram cultivadas em caldo BHI a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
as cepas (n=6 para cada espécie) foram cultivadas em agar BHI a 37 °C por 24 h. Ap6s 0
crescimento, as células foram suspensas em solucédo salina estéril para obter turbidez de 6 na
escala de McFarland, que corresponde a 1,8 x 108 células/mL. A formacio dos biofilmes foi
induzida em placas de 96 pocos de fundo chato, de acordo com a metodologia proposta por
Sidrim e colaboradores (2020), com adaptagdes, contendo caldo BHI suplementado com
glicose 1% (BHI-1% glicose) e usando uma relacéo inoculo: meio de cultura de 1:7 (v/v).

Apos 48 horas de crescimento, o sobrenadante foi descartado e os pogos foram
lavados uma vez com PBS. As bactérias aderidas restantes foram fixadas com 200 pL de
metanol 99% por pogo e, apds 15 minutos, as placas foram esvaziadas e deixadas para secar.
Em seguida, as placas foram coradas por 10 min com 200 uL de cristal violeta a 0,3%. O
cristal foi removido e os pocos foram lavados 200 pL de agua destilada estéril. Apos secagem,
o corante ligado as células aderentes foi resolubilizado com 200 pL de &cido acetico glacial a

33% (v/v) por poco. A densidade optica (DO) de cada poco foi medida em espectrofotémetro
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a 490nm.

Posteriormente, os valores de DO obtidos a partir de pocos contendo meio de
cultura, sem indculo de bactérias, foram utilizados como controle negativo para o crescimento
de biofilme. Com base nos valores de DO do controle negativo, o valor de corte (DOc) para o
teste, para classificar as cepas como produtoras de biofilme, foi definido como trés desvios-
padrdo acima da média de DO observada para o controle negativo. No final, as cepas foram
classificadas como ndo produtoras de biofilme (DO<DOc), fracas produtoras de biofilme
(DOc<D0O<2xDO0c), moderadas produtoras de biofilme (2xDOc<DO<4xDOc) ou fortes
produtoras de biofilme (4xDOc<DO) (STEPANOVIC et al., 2007). Todos os testes foram
realizados em duplicata.

No segundo momento, foi avaliado o efeito do haloperidol sobre os biofilmes
maduros (n=16). Apds 48 da formacdao do biofilme, foram adicionados 200 mL de BHI-1% de
glicose contendo diluicdes seriadas de Haloperidol (2-512 pg/mL). As placas foram entéo
incubadas a 37 °C, por mais 24 h. Posteriormente, foi avaliado efeito do haloperidol sobre a
atividade metabdlica utilizando resazurina (0,025%), visando determinar a concentracdo
minima de erradicacdo do biofilme (CEMB), definida como a menor concentracdo na qual
ndo foi observada atividade metabdlica (SIDRIM et al. 2020). A biomassa foi quantificada
pela técnica de coloracéo com cristal violeta (SIDRIM et al. 2020).

Os testes foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos. Pogos livres
de drogas foram incluidos como controle de crescimento, enquanto pocos contendo apenas
meio de cultura foram usados como controle de esterilidade.

Adicionalmente, foi avaliado o efeito do haloperidol na conformagéo estrutural
dos biofilmes maduros por microscopia confocal. Para tanto, foi selecionada uma cepa forte
formadora de biofilme de cada espécie. Os biofilmes foram cultivados em uma placa de
poliestireno de 24 pogos contendo uma laminula de vidro (1 cm de diametro) no fundo do
poco, seguindo mesma metodologia descrita para formacdo de biofilme, com um inéculo de
1,8 x 10° UFC/mL, ajustando o volume total (indculo e BHI-caldo glicose 1%) para 1000
mL e mantendo a mesma rela¢do meio de cultura:inoculo (7:1 v/v).

Apo0s 24 horas de incubagdo a 37 °C, a CEMB do haloperidol foi adicionada no
biofilme maduro K. pneumoniae e A. baumannii. Como néo identificamos CEMB na maior
concentracdo testada em P. aeruginosa, o haloperidol foi utilizado na concentragdo de 1024
pug/mL. O biofilme foi incubado por mais 24h, e em seguida, as laminulas foram colocadas
em placas de Petri com fundo de lamina, contendo 50 mL de corante fluorescente Live/Dead

(Invitrogen™, EUA) diluido em &gua destilada estéril, conforme recomendagé&o do fabricante.
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Posteriormente, os biofilmes foram avaliados em Microscopio Confocal Nikon C2, com
aumento de 600x (7 campos), a 488nm para deteccdo do corante fluorescente SYTQO9, que
identifica células bacterianas vivas, e 561nm para deteccdo de iodeto de propidio, que
identifica células mortas/células bacterianas danificadas. Imagens Z-stack foram analisadas
com o software COMSTATTM e os parametros biomassa, espessura média da biomassa,
espessura de toda a area, coeficiente de rugosidade e relacdo superficie-volume foram
calculados e comparados entre os obtidos para os biofilmes expostos ao haloperidol e os

obtidos para o controle de crescimento ndo exposto (SIDRIM et al., 2020).

5.5 Efeito do haloperidol na sensibilidade aos antimicrobianos em biofilmes maduros dos

microrganismos em estudo

Para avaliar o efeito do haloperidol sobre a sensibilidade do biofilme maduro a
antibacterianos cléssicos, o biofilme foi formado como descrito anteriormente e incubado por
24h. Apds esse periodo, os biofilmes maduros foram lavados e expostos a concentragcdes dos
antibacterianos isolados (0,5-256 pg/mL) e em combinacédo (8-256 pg/mL) com o haloperidol
em concentracOes subinibitorias (CEMB/2 e CEMB/4) que foram incorporadas ao meio junto
ao indculo.

As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 h (SIDRIM et al., 2020). ApGs esse
periodo, 20 pL de resazurina (0,025%) foram adicionados a todos os pocos, as placas foram
incubadas por 1h a 37 °C, para detectar a atividade metabolica do biofilme (SIDRIM et al.,
2020). Os testes foram realizados em duplicata, em momentos distintos. Pocos livres de
drogas foram usados como controle de crescimento, enquanto pogos contendo apenas meio de

cultura foram usados como controle de esterilidade.

5.6 Analise estatistica

Para avaliar o efeito do haloperidol na sensibilidade antimicrobiana das cepas
de P. aeruginosa, K. pneumoniae e A. baumannii em formas planctonicas e de biofilme, as
CIMs, CEMBs, os valores obtidos das leituras de absorbancia e das analises do confocal,
para as drogas isoladas e em combinacdo, foram comparadas usando o Teste t de Mann-
Whitney para os dados que apresentaram distribuicdo assimétrica e Teste t ndo pareado para

dados simétricos.
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Para todas as analises, valores de P inferiores a 5% foram considerados
estatisticamente significativo. As analises estatisticas foram realizadas usando o software
GraphPad Prism 9.0.
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6 RESULTADOS
6.1 Atividade antibacteriana do haloperidol e antibioticos classicos em células

planctdnicas de P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae

Haloperidol mostrou CIMs variando de 64 a 512 pg/mL, sendo a média
geométrica contra P. aeruginosa (MG = 512) superior as médias encontradas contra A.
baumannii (MG = 80,6) e K. pneumoniae (MG = 143,7). Houve diferenca estatistica entre
todas as espécies quando comparadas entre si com p<0,05 (Tabela 1).

Em relagdo aos antibidticos, as CIMs de ciprofloxacina variaram de <0,125 -
16 pg/mL em P. aeruginosa (MG = 1,5); 0,25 - >64 em A. baumannii (MG = 14,2) e <0,125 -
64 pg/mL em K. pneumoniae (MG = 2,4). Para meropenem, foram observadas CIMs de
<0,125 — > 64 pg/mL em P. aeruginosa (MG = 6,2); A. baumannii (MG = 4) e K. pneumoniae
(MG = 3,6). Quanto a amicacina, a CIMs foram de 0,5 - 16 pg/mL em P. aeruginosa (MG =
3,5); 16 - >64 em A. baumannii (MG = 64) e 0,5 - 64 pg/mL em K. pneumoniae (MG = 10,5)
(Tabela 1).

Na associacdo do haloperidol com os antibacterianos contra as cepas de A.
baumannii na forma de crescimento plancténico, observou-se que houve uma reducéo no CIM
da AMK quando combinado como o haloperidol (CIM/2), com média geométrica baixando de
64 para 5 (p<0,05). Para todas as outras associa¢des ndo houve reducdo significativa (Tabela
1).
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Tabela 1 - Concentracao inibitéria minima (CIM) de haloperidol, ciprofloxacina (CIP), meropenem (MER) e amicacina (AMK) isolado e em
associacdo contra Pseudomonas aeruginosa (n=6), Acinetobacter baumannii (n=6) e Klebisiella pneumoniae (n=6).

Haloperidol CIP MER AMK
Cepas Origem (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(GrAMM) Isolado Isolado +Haloperidol ~ +Haloperidol Isolado +Haloperidol ~ +Haloperidol Isolado +Haloperidol ~ +Haloperidol
(CIM/2) (CIM/4) (CIM/2) (CIM/4) (CIM/2) (CIM/4)

Pseudomonas aeruginosa 01  Aspirado Traqueal 512 8 (R) 64 64 >64 (R) 16 16 16 (S) 4 8

Pseudomonas aeruginosa 02 Ponta de Catéter 512 8 (R) 64 64 >64 (R) >64 >64 16 (S) 4 8

Pseudomonas aeruginosa 03 Sangue 512 16 (R) 64 64 64 (R) 64 >64 8 (S) 8 2
Pseudomonas aeruginosa 04 Ferida 512 <0,125 (S) 0,25 0,25 0,5(S) 0,5 0,5 0,5 (S) 0,5 0,5

Pseudomonas aeruginosa 05 Ferida 512 0,5 (S) 0,5 0,5 <0,125 (S) <0,125 0,25 0,5 (S) 1 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 512 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 1 0,5 0,5
Média Geométrica 512 1,4 45 4,5 5,7 3,6 5,0 2,8 1,8 1,8

Acinetobacter baumannii 01 Ponta de Catéter 128 >64 (R) 64 >64 64 (R) 4 32 >64 (R) 1 64
Acinetobacter baumannii 02 Aspirado Traqueal 128 >64 (R) 2 16 16 (R) 8 8 >64 (R) 8 16
Acinetobacter baumannii 03 Aspirado Traqueal 64 64 (R) 8 32 16 (R) 8 32 >64 (R) 16 32
Acinetobacter baumannii 04  Aspirado Traqueal 64 >64 (R) >64 >64 64 (R) 16 32 >64 (R) >64 >64

Acinetobacter baumannii 05 Sangue 64 0,25 (S) <0,125 <0,125 0,25 (S) <0,125 <0,125 16 (S) 1 1

Acinetobacter baumannii 06 Aspirado Traqueal 64 0,25 (S) <0,125 <0,125 <0,125 (S) <0,125 <0,125 16 (S) 1 4
Média Geométrica 80,6 14,3 2,8 57 5,0 1,6 3,2 64,0 5,0* 16,0

Klebsiella pneumoniae 01 Ponta de Catéter 128 64 (R) 64 >64 >64 (R) 16 8 64 (R) 64 64
Klebsiella pneumoniae 02 Aspirado Traqueal 128 64 (R) 8 4 >64 (R) <0,125 0,5 64 (R) 64 64
Klebsiella pneumoniae 03 Sangue 128 64 (R) 16 64 >64 (R) >64 >64 64 (R) 64 64

Klebsiella pneumoniae 04 Sangue 128 <0,125 (S) <0,125 <0,125 <0,125 (S) <0,125 <0,125 1(S) 1 1

Klebsiella pneumoniae 05 Sangue 128 <0,125 (S) <0,125 <0,125 <0,125 (S) <0,125 <0,125 0,5 (S) 1 1

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 128 <0,125 (S) <0,125 <0,125 <0,125 (S) <0,125 <0,125 0,5 (S) 1 1
Média Geométrica 143,7 2,0 1,1 1.4 2,8 0,6 0,7 6,3 8,0 8,0

S — Cepa classificada como sensivel de acordo com os critérios do BrCast; R — Cepa classificada como resistente de acordo com os critérios do BrCast / *Indica diferenca

estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparado o MIC da combinacdo com o MIC do antibacteriano isolado.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.2 Efeito do haloperidol em biofilmes maduros de P. aeruginosa, A. baumannii e K.

pneumoniae

Todas as 18 cepas avaliadas nesse estudo foram capazes de formar biofilme, sendo
5 cepas forte formadoras de biofilme (2 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 2 K. pneumoniae), 8
moderadas formadoras (3 P. aeruginosa e 5 A. baumannii) e 5 fracas formadoras (1 P.
aeruginosa and 4 K. pneumoniae) (Tabela 2).

Quando o biofilme dessas cepas foi exposto ao haloperidol, o resultado de CEMB
variou de 64-512 pg/mL para A. baumannii (GM = 128) e de 256 - >512 pg/mL para K.
pneumoniae (GM = 406,4). Nao foram observados valores de CEMB de haloperidol para P.

aeruginosa (Tabela 2).
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Tabela 2 — Concentragdes eliminatdrias minimas do biofilme (CEMBS) para haloperidol, ciprofloxacina (CIP), meropenem (MER) e amicacina

(AMK) isolado e associado contra Pseudomonas aeruginosa (n=6), Acinetobacter baumannii (n=6) e Klebisiella pnemoniae (n=6).

Haloperidol Cip MER AMK
Cepas Formagdo (ng/mL) (ng/mL) ' (ng/mL) . (ng/mL)
(GrAMM) do Biofilme +Haloperidol  *Haloperidol Isolade  *H@loperidol +Haloperidol Isolado FH@loperidol  +Haloperidol
Isolado Isolado (CEMB/2) (CEMB/4) (CEMB/2) (CEMB/4) (CEMB/2) (CEMB/4)
CEMB CEMB CEMB CEMB CEMB CEMB CEMB CEMB CEMB

Pseudomonas aeruginosa 01 Forte >512 >256 128 128 >256 4 8 >256 8 32

Pseudomonas aeruginosa 02 Moderado >512 256 64 64 >256 8 >256 >256 16 64
Pseudomonas aeruginosa 03 Moderado >512 256 128 128 >256 >256 >256 >256 64 128

Pseudomonas aeruginosa 04 Forte >512 >256 4 8 >256 4 8 >256 8 32

Pseudomonas aeruginosa 05 Fraco >512 >256 8 >256 4 8 >256 8 16

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Moderado >512 >256 8 >256 4 8 128 8 8

Geometric Mean 1024 406,4 20,2* 28,5* 512,0 10,1* 32,0 406,4 12,7* 32,0*
Acinetobacter baumannii 01 Moderado 512 >256 8 8 128 16 64 >256 256 >256
Acinetobacter baumannii 02 Moderado 128 >256 16 32 64 16 32 >256 >256 >256
Acinetobacter baumannii 03 Moderado 128 256 64 >256 64 16 32 >256 64 >256
Acinetobacter baumannii 04 Moderado 64 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
Acinetobacter baumannii 05 Moderado 64 >256 >256 >256 256 8 16 >256 >256 >256

Acinetobacter baumannii 06 Forte 128 >256 8 16 64 8 8 >256 16 32
Geometric Mean 128 456,1 50,8 90,5 128,0 22,6* 40,3 512,0 181,0 322,5
Klebsiella pneumoniae 01 Fraco 512 >256 >256 >256 >256 64 64 >256 >256 >256
Klebsiella pneumoniae 02 Fraco 256 256 128 128 >256 64 64 >256 >256 >256
Klebsiella pneumoniae 03 Fraco 256 >256 4 8 128 4 8 256 128 256
Klebsiella pneumoniae 04 Fraco 256 256 32 128 >256 8 8 >256 >256 >256
Klebsiella pneumoniae 05 Forte 512 >256 128 >256 >256 128 >256 >256 >256 >256
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Forte >512 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 128 >256
Geometric Mean 406,4 406,4 90,5 161,3 406,4 45,3* 64,0 456,1 384,0 456,1

*Indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparado o0 MIC da combinacdo com o MIC do antibacteriano isolado.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em todas as concentragdes testadas (2 — 512 pg/mL), o haloperidol foi capaz de
reduzir a biomassa dos biofilmes dos ndo fermentadores (p<0,05) e nas concentracfes de 128
— 512 pg/mL reduziu a biomassa do biofilme de K. pneumoniae (p<0,05), quando comparado
ao controle de crescimento dos biofilmes ndo expostos. Nas concentracdes de 512, 256 e 128
pg/mL de haloperidol, a reducdo média da biomassa do biofilme de P. aeruginosa foi de 73%,
77% e 77%, respectivamente. Para o biofilme de A. baumannii, foi de 78%, 76% e 65% e para

0 de K. pneumoniae a reducdo foi de 85%, 66% e 51%, respectivamente (Figura 4).

Figura 4. Efeito do haloperidol na biomassa em biofilmes maduros de Pseudomonas
aeruginosa (n=6), Acinetobacter baumannii (n=6) e Klebsiella pneumoniae (n=6).
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Os biofilmes maduros foram cultivados em caldo BHI-1% glucose, durante 48h, e depois expostos a diferentes
concentragfes (2 - 512 pg/mL) de haloperidol durante 24 h. Controle de crescimento: biofilmes que ndo foram
expostos ao haloperidol. Dados expressos como media e desvio padrdo da biomassa do biofilme, medida pela
técnica de coloragdo com cristal violeta. * indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), quando
comparadas com o controle de crescimento de biofilme sem farmacos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na analise dos parametros avaliados no confocal as concentracbes CEMB do
haloperidol testadas nas cepas de A. baumannii 06 e K. pneumoniae 05, 128 e 512 pug/mL
respectivamente demonstrou um rompimento da estrutura do biofilme, evidenciado pela
reducdo significativa (p<0,05) da biomassa, espessura média da biomassa e espessura média
de toda a area e aumento significativo (p<0,05) do coeficiente de rugosidade e relacdo
superficie-volume (Figuras 5 e 6).

Em relacdo a cepa de P. aeruginosa utilizada para analise por microscopia

confocal, a concentracdo de CEMB para o haloperidol ndo foi possivel ser encontrada entdo
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foi testada a maior concentracdo possivel (1024 pg/mL). Apenas a espessura maxima
apresentou uma reducdo significativa (p<0,05) (Figura 6).

Figura 5. Imagens representativas de microscopia confocal de varrimento a laser dos
biofilmes maduros de P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae apds exposi¢ao ao

haloperidol.

Pseudomonas aeruginosa  Acinetobacter baumannii  Klebsiella pneumoniae

Controle
de
Crescimento

Haloperidol 3

Biofilmes maduros: os biofilmes das cepas P. aeruginosa 01, A. baumannii 06 e K. pneumoniae 05, que
cresceram durante 48 horas, foram expostos ao haloperidol a concentracdo de CEMB e incubados durante mais
24 horas. Note-se a reducdo da biomassa e da espessura do biofilme em todas as espécies e 0 aumento do nimero
de células mortas/danificadas somente em A. baumannii e K. pneumoniae. Os biofilmes ndo expostos ao
haloperidol foram utilizados como controle de crescimento. As imagens foram obtidas utilizando um
microscépio confocal Nikon C2 e o fluor6foro Live Dead™, a 488 nm para a detecdo de SYTOO9, que identifica
as células bacterianas vivas (verde), e a 561 nm para a detecdo de iodeto de propidio, que identifica as células
bacterianas mortas/danificadas (vermelho). Ampliagdo 600X, Escala 50 mm

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 6. Analise tridimensional de imagens Z-stack adquiridas por microscopia de varrimento a laser confocal de biofilmes maduros de P.
aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae ap0s exposicéo ao haloperidol.
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Biofilmes maduros: os biofilmes das cepas P. aeruginosa 01, A. baumannii 06 e K. penumoniae 05, cultivados durante 48 h, foram expostos ao haloperidol a concentracéo de
CEMB e incubados durante mais 24 h. O controle do crescimento do biofilme foi ainda incubado num meio sem haloperidol. As imagens foram adquiridas utilizando um
microscopio confocal Nikon C2 e o fluoréforo Live Dead™ e as imagens Z-stack foram analisadas com o software COMSTATTM. *(p<0,05) indicam diferencas
significativas entre os parametros do biofilme obtidos para os biofilmes expostos a haloperidol e o controle de crescimento do biofilme nao exposto.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.3 Efeito do haloperidol na sensibilidade aos antimicrobianos em biofilmes maduros dos

microrganismos em estudo

Com relacdo as drogas antibacterianas isoladas, para CIP, ndo foram encontrados
valores de CEMB na maior concentracgdo testada de 256 pg/mL frente a maioria das cepas das
trés espécies, exceto por duas cepas de P. aeruginosa e duas de K. pneumoniae que tiveram
CEMB de 256 pg/mL. Nao foram observados CEMBs contra A. baumanii (Tabela 2).

Para MER também n&o houve valores de CEMB frente ao biofilme de P.
aeruginosa. Para A. baumannii, a CEMB do antibacteriano variou de 16-128 pg/mL e para K.
pneumoniae foi determinada CEMB apenas contra uma cepa multirresistente (CEMB=128
pg/mL), todos os valores (Tabela 2).

Em relacdo a AMK, a CEMB foi determinada apenas para a uma cepa P.
aeruginosa (CEMB= 128 pg/mL), duas cepas de K. pneumoniae multirresistentes (CEMB=
64 e 256 pg/mL). N&o foram observados CEMBs contra A. baumanii (Tabela 2).

Na avaliacdo do efeito haloperidol na sensibilidade do biofilme aos
antibacterianos, observou-se que houve uma reducdo das CEMB da CIP, MER e AMK contra
o biofilme de todas as espécies com sigficancia estatistica para todos os antimicrobianos em P.
aeruginosa, e apenas em meropenem na concentracdo do haloperidol de CEMB/2 para as
demais espécies (p<0,05) (Tabela 2).
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7 DISCUSSAO

Atualmente com a pandemia pelo COVID-19 intensificou ainda mais a
problematica da resisténcia antimicrobiana onde foram diversos os fatores que levaram ao
aumento de bactérias multirresistentes isoladas de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
dentre os fatores a administracdo de antimicrobianos a pacientes com COVID-19 e baixas
taxas de infeccdo secundaria associada (LAl et al., 2021).

As espécies de maior importancia nesse contexto de resisténcia aos
antimicrobianos sdo principalmente P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae de acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (TACCONELLI et al. 2018; MANCUSO et al. 2021)
devido aos diversos mecanismos de resisténcia que essas bactérias vém expressando para
sobreviver frente a utilizacdo dos antimicrobianos. Isso faz com que novas alternativas
terapéuticas sejam buscadas para tratar infec¢es causadas por esses microrganismos (WANG
et al., 2020a).

As principais infeccBes que essas bactérias estdo relacionadas sao principalmente
pneumonia associadas a assisténcia a saude, mas também podem estar associadas a outros
tipos de infecgdes como urinéria, corrente sanguinea e ferida (BOTELHO; GROSSO; PEIXE,
2019; QUEIROZ; MACIEL; SANTOS, 2022; WANG et al., 2020b).

A vantagem do reposicionamento de farmacos se faz uma alternativa mais viavel e
menos onerosa em relacdo ao desenvolvimento e descobrimento de novos medicamentos pois
ja ha a vantagem de remanejar medicamentos ja aprovados pela Food and Drugs
Administration (FDA) (LIU et al. 2021), inserido nesse cendrio temos atualmente diversas
pesquisas com reposicionamento de farmacos, principalmente psicotropicos (ELLEZIAN et
al., 2022), dentre eles o haloperidol que é um antipsicético de primeira geracdo usado para
tratamento de esquizofrenia, sindrome de Tourette e distdrbios comportamentais (RAHMAN;
MARWAHA, 2022), em que seu potencial antimicrobiano vem sendo estudado como inibidor
de bomba de efluxo em microrganismos como bactérias e fungos (LAWLER et al., 2013;
BRILHANTE et al., 2016; ANEKE et al., 2020; EI-GANINY et al., 2022).

Os CIMs de haloperidol encontrados para as espécies estudadas variaram de 64 a
512 pg/mL semelhante a estudos que também testaram o haloperidol em M. tuberculosis com
CIM de 32 a 64 pg/mL (MACHADO et al. 2016), em Candida 80 pg/mL (BRILHANTE et
al., 2016), 64 a >256 pg/mL (JI et al., 2020), 64 pg/mL (EI-GANINY et al., 2022), em
Cryptococcus neoformans 32 a 64 pg/mL (JI et al., 2020) e em Microsporum canis 400 a 800
png/mL (ANEKE et al., 2020) mostrando uma faixa semelhante entre as CIMs.
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A andlise por docking molecular feita por El-Ganiny e colaboradores (2022)
demonstrou a interagdo entre a molécula do haloperidol com as proteinas de bomba CDR1,
MDR1 e ABC2 em Candida, além disso seu trabalho também demonstra a inibicdo da
expressdao génica da bomba de efluxo e reducdo da CIM em Candida. Estudos que
demonstraram a atividade antimicrobiana de compostos derivados do haloperidol o
referenciam como um inibidor de bomba de efluxo e utilizaram anélise de expressdo de genes
da bomba de efluxo em Candida e Cryptococcus para confirmar a reducdo da expressao das
bombas de efluxo nessas espécies ap0s tratadas com os compostos derivados do haloperidol
(Jl et al., 2020).

Em relacdo aos resultados obtidos na associagdo do haloperidol com os
antimicrobianos na forma plancténica e de biofilme das cepas, o haloperidol pareceu ter
reduzido os CIMs mas somente com significancia estatistica (p<0,05) em A. baumannii em
amicacina associada com haloperidol na concentragdo subinibitéria de CIM/2. Trabalhos
diversos trazendo o haloperidol como inibidor de bomba de efluxo mostraram o potencial
sinérgico do haloperidol quando associado a antiflngicos e testado em fungos, sendo escassos
os trabalhos que trazem associacao entre antibacterianos testados em bactérias (LAWLER et
al., 2013; MACHADO et al., 2016; BRILHANTE et al., 2016; ANEKE et al., 2020; JI et al.,
2020; EI-GANINY et al., 2022).

Somente em um trabalho de Nehme e colaboradores (2018) foi testado o
haloperidol contra algumas bactérias Gram positivas e negativas como S. aureus, P.
aeruginosa, A. baumannii, E. coli, K. pneumoniae, cepas ATCC e clinicas, mas ndo encontrou
CIM para nenhuma sendo maior que a maior concentracéo testada de 1024 pg/mL.

Os valores de CEMB do haloperidol nos microrganismos variaram entre 64 - 512
e 256 - >512 para A. baumannii e K. pneumoniae respectivamente enquanto para P.
aeruginosa nao foram encontrados valores de CEMB mostrando um aumento da resisténcia
esperado em relacdo aos valores de CIM pelo biofilme ser uma forma mais resistente da
bactéria que impede a acdo dos antimicrobianos (HEMMATI et al., 2021).

Houve uma diminuigdo acentuada da biomassa do biofilme quando tratado com
haloperidol, principalmente com as bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras tendo uma
diminuicdo de 65 a 78%, enquanto que para a K. pneumoniae foi de 51% a 85%. Esse
resultado pode estar associado ao perfil de formacao de biofilme das cepas em que os cepas
de K. pneumoniae sdo em sua maioria fracas formadoras enquanto as cepas de P. aeruginosa e
A. baumannii sdo de intermediarias a forte formadoras, além disso a capacidade do

haloperidol de reduzir o biofilme se da pela capacidade desse antipsicético se comportar como
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uma piperidina que é um composto organico que funciona como agente dispersante do
biofilme produzido pelas bactérias (ALLEN et al., 2016).

A reducdo dos CEMBs observada em todas as espécies desse estudo, apos a
associacdo do haloperidol com os antimicrobianos no biofilme maduro, possivelmente se da
devido ao potencial que esse antipsicético tem como dispersor de biofilme quebrando a matriz
polimérica produzida facilitando a acdo do antimicrobiano (ALLEN et al., 2018; RANG et al.,
2020; ATRIWAL et al.,, 2021), isso pode ser comprovado nos resultados obtidos pela
microscopia confocal, onde observamos uma alteracdo dos parametros de forma significativa
(p<0,05) principalmente nos biofilmes de A. baumannii e K. peneumoniae enquanto em P.
aeruginosa somente o parametro de espessura méxima houve uma alteracdo significativa pois
a concentracdo de CEMB néo foi encontrada entdo foi utilizada a maior concentracéo possivel.

Pensando na reducdo do biofilme observado principalmente nos Gram-negativos
ndo fermentadores pode-se teorizar a juncdo entre a capacidade de dispersdo do biofilme
(ALLEN et al., 2018) e inibigdo de bomba de efluxo (LAWLER et al., 2013; BRILHANTE et
al., 2016; ANEKE et al., 2020; EI-GANINY et al., 2022) atuando nessas duas espécies por
serem maiores formadores de biofilme e expressores de bomba de efluxo em comparacdo com
K. pneumoniae (WANG et al., 2020b).

Bactérias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae sdo conhecidas por expressar e produzir enzimas, como
carbapenemases, penicilinases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMES) que
inativam os antibidticos tornando-as resistentes a diversos antibidticos entre eles os
fluorquinolonas, carbapenemicos e aminoglicosideos sdo importantes no tratamento de
infeccdes causadas por esses microrganismos (NORDMANN, POIREL, 2019).

Levando em consideracdo a diminuicdo das CIMs observadas principalmente do
haloperidol associado a amicacina em A. baumannii podemos pensar no potencial inibidor de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos que o haloperidol pode ter, em um trabalho de liu,
ling e zhou (2015), eles observaram a expressao de genes que codificam AMESs presentes em
cepas clinicas de A. baumannii em Sishuan, China.

Chan e colaboradores (2005) demonstraram que o processo controlado pelo
quorum sensing como a formacéo de biofilme é dependente da bomba de efluxo BpeABOprB
em Burkholderia pseudomallei. Em Pseudomonas aeruginosa, foi observado que a mutagéo
num transportador da familia RND regulou negativamente o biofilme (DIGGLE et al., 2002).
Por conseguinte, um aumento na atividade da bomba de efluxo pode ter diversos efeitos na

formacdo de biofilme através de um aumento da expulsdo ou intrusdo de moléculas do
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quorum sensing (HOCQUET et al., 2007).

A expressdo de bombas de efluxo em uma espécie bacteriana esta diretamente
ligada principalmente na fase de adesdo e estabelecimento do biofilme segundo Hajiagha e
Kafil (2023) existem algumas bombas como a MexEF-OprN e AdeABC, que podem estar
presentes em P. aeruginosa e A. baumannii respetivamente. que facilitam o processo de
adesdo e podem estar regulando a entrada e saida de substancias quimicas da matriz formada
para dentro da célula bacteriana e a inibicdo dessas bombas pode impactar diretamente no

biofilme dessas bactérias e pode até ajudar na acdo da terapia antimicrobiana.
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8 CONCLUSAO

O haloperidol apresenta efeito antimicrobiano contra P. aeruginosa, A. baumannii
e K. pneumoniae em suas formas plancténica e em biofilme exceto em P. aeruginosa que nédo
foi houve CEMB;

O haloperidol reduz a biomassa e é capaz de desestruturar o biofilme maduro de P.
aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae;

As associacdes do haloperidol com os antimicrobianos geraram redugfes nas
CEMBs, especialmente para meropenem;

Mais estudos sdo necessarios a fim de melhor caracterizar os mecanismos de acao

antimicrobiana que o haloperidol possue principalmente nas bactérias Gram-negativas.
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9 PERSPECTIVAS

Os mecanismos de acdo do haloperidol como antimicrobiano ainda sdo pouco
caracterizados principalmente em bactérias Gram-negativas, estudos para entender como esse
farmaco age nos diferentes mecanismos de resisténcia dessas bactérias sdo essenciais para
sanar duvidas acerca dos resultados observados.

Quanto ao efeito de inibicdo em bomba de efluxo do haloperidol, sdo necessarias
mais analises, afim de caracterizar quais bombas nas diferentes espécies o farmaco é capaz de
inibir, para ser possivel uma melhor discussdo entre os resultados de associagdo do
haloperidol com os antimicrobianos. Anéalises de expressao génica, avaliacdo de dano em
membrana e computacionais como docking molecular podem ser uma ferramenta importante

para auxiliar nos testes.
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