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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA FLUOXETINA E DA
SERTRALINA EM MODELO EX VIVO DE FERIDA

A presenga de biofilme no leito da ferida ¢ um dos principais responsaveis pela
cronificagdo e consequente estagnacdo do processo de cicatrizagdo das feridas, sendo
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 0s principais microrganismos
responsaveis por esse processo de infecg¢do e producgdo de biofilme. Ademais, os biofilmes
proporcionam uma maior resisténcia dos microrganismos aos antibioticos e antissépticos.
Nesse contexto, a possibilidade de reposicionamento de farmacos ndo antimicrobianos se
torna uma alternativa viavel. Farmacos como a fluoxetina e a sertralina tem apresentado
acdo antimicrobiana e antibiofilme. Baseado neste pressuposto, o presente estudo se
propds a investigar a atividade antibiofilme da fluoxetina e da sertralina em modelo ex
vivo de feridas em pele porcina. Foram utilizadas dezesseis cepas, sendo oito S. aureus e
oito P aeruginosa. Os valores de CIMs para fluoxetina e sertralina, ciprofloxacina e
PHMB contra S. aureus variaram de 19,5 a 39 uL/mL, 0,06 a 8 pL/mL e 97 a >25.000
uL/mL, respectivamente. Contra P. aeruginosa variaram de 78,1 a 312,5 uL/mL, 0,0312
a 32 puL/mL e 12.500 pL/mL, respectivamente. Houve redugdo significativa do CIM do
PHMB mediante associagao a fluoxetina (CIM/2 e CIM/4 com p= 0,0002) e a sertralina
(CIM/2 p=0,0002 ¢ CIM/4 p=0,0003) contra S. aureus ¢ a fluoxetina (CIM/2 e CIM/4
com p=0,0014) e a sertralina (CIM/4 com p=0,03) contra P. aeruginosa. Na andlise da
biomassa sobre os biofilmes maduros contra S. aureus, a fluoxetina apresentou uma maior
redugdo significativa na concentracdo de 156,2 puL/mL (0,0043 e da sertralina na
concentragdo de 39 uL/mL (p=0,0011). Contra P. aeruginosa a fluoxetina apresentou uma
maior reducao significativa na concentragao de 625 pL/mL (p=0,0067) e da sertralina na
concentragdo de 1250 uL/mL (p=0,0033). Da atividade antibiofilme no modelo ex vivo
contra S. aureus, tanto a fluoxetina (p= 0,01) quanto a sertralina (p= 0,04) apresentaram
redugdo significativa comparado ao PHMB. J& contra P. aeruginosa, somente houve
redugdo significativa com o uso da sertralina (p= 0,003). Tanto a fluoxetina quanto a
sertralina exibiram atividade antimicrobiana e antibiofilme in vitro e ex vivo. Os
resultados nao apenas destacam a possibilidade do redirecionamento de farmacos para o
tratamento de infecgdes, mas também o de novas pesquisas serem realizadas para a
investigacdo mais detalhada dos mecanismos de a¢des moleculares de cada droga frente
a0s microrganismos.

Palavras-chave: Ferimentos e Lesdes. Biofilmes. Staphylococcus aureus. Pseudomonas
aeruginosa. Fluoxetina. Sertralina.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTIBIOFILM ACTIVITY OF FLUOXETINE AND
SERTRALINE IN AN EX VIVO WOUND MODEL

The presence of biofilm in the wound bed is one of the main factors responsible for
chronicity and the consequent stagnation of the wound healing process, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa are the primary microorganisms involved in this
infection process and biofilm formation. Moreover, biofilms enhance microbial resistance
to antibiotics and antiseptics. In this context, the potential repurposing of non-
antimicrobial drugs emerges as a viable alternative. Drugs such as fluoxetine and
sertraline have demonstrated antimicrobial and antibiofilm activity. Based on this
premise, the present study aimed to investigate the antibiofilm activity of fluoxetine and
sertraline in an ex vivo porcine skin wound model. Sixteen strains were used, including
eight S. aureus and eight P. aeruginosa. The MIC values for fluoxetine and sertraline,
ciprofloxacin, and PHMB range from 19.5 to 39 pL/mL, 0.06 to 8 pL/mL, and 97 to
>25,000 pL/mL, respectively. Against P. aeruginosa, the MIC values ranged from 78.1
to 312.5 pL/mL, 0.0312 to 32 pL/mL, and 12,500 pL/mL, respectively. A significant
reduction in the MIC of PHMB was observed when combined with fluoxetine (MIC/2
and MIC/4, p = 0.0002) and sertraline (MIC/2, p = 0.0002; MIC/4, p = 0.0003) against S.
aureus, and with fluoxetine (MIC/2 and MIC/4, p = 0.0014) and sertraline (MIC/4, p =
0.03) against P. aeruginosa. Regarding biomass analysis in mature biofilms against S.
aureus, fluoxetine showed a significant reduction at 156.2 uL/mL (p = 0.0043), while
sertraline exhibited a significant reduction at 39 puL/mL (p = 0.0011). Against P,
aeruginosa, tfluoxetine showed a significant reduction at 625 uL/mL (p = 0.0067), and
sertraline at 1250 uL/mL (p = 0.0033). In the antibiofilm analysis in the ex vivo model
against S. aureus, both fluoxetine (p = 0.01) and sertraline (p = 0.04) demonstrated
significant reduction compared to PHMB. However, against P. aeruginosa, a significant
reduction was observed only with sertraline (p = 0.003). Both fluoxetine and sertraline
exhibited antimicrobial and antibiofilm activity in vitro and ex vivo. The results not only
highlight the potential for drug repurpose in infection treatment but also underscore the
need for further research to investigate the molecular mechanisms of action of each drug
against these microorganisms.

Keywords: Wounds and Injuries. Biofilms. Staphylococcus aureus. Pseudomonas
aeruginosa. Fluoxetine. Sertraline.
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1 INTRODUCAO

As feridas cronicas podem ser definidas como feridas que falharam no curso do
processo fisiologico de cicatrizagdo, sendo as tlceras nos membros inferiores (venosa,
arterial ¢ mista) e nos pés de pessoas diabéticas as que mais predominam (Bowers;
Franco, 2020; Martinengo et al., 2019). A presenga dessas feridas estd diretamente
associada a significativas sobrecargas fisicas, emocionais ¢ econdmicas para o paciente

(Olsson et al., 2018).

E esperado que a incidéncia de feridas cronicas aumente em decorréncia do
envelhecimento da populagdo e consequente mudanca do perfil demografico, estimando-
se também a prevaléncia de 2,2 a cada 1000 habitantes em todo o mundo (Goh ef al.,
2020; Martinengo et al., 2019). Ademais, as feridas de dificil cicatrizacdo sdo mais
onerosas para o sistema de saude, quando comparada as feridas agudas. Dessa forma, faz-
se necessario a aplicagdo de estratégias como a prevengao de lesdes, o diagnostico preciso
e a melhoria nas taxas de cicatrizagdo de feridas visando beneficios tanto para o paciente

quanto para o sistema de satde (Guest et al., 2016).

Qualquer ferida tem o potencial de se tornar uma ferida cronica onde a presenca
de infec¢ao ¢ um dos principais fatores que contribuem para a estagnagao do processo de
cicatrizagdo na fase inflamatoria, impedindo o encaminhamento da ferida para as fases
proliferativa e de remodelamento. Dentre os microrganismos associados a infecgdes em
feridas, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa sao comumente isolados a
partir de amostras oriundas desse tipo de infec¢do podendo ser encontradas tanto na forma
planctonica ou de biofilmes (Kaiser, Witcher, ¢ Windbergs, 2021; Macleod et al., 2013;
Nielsen et al, 2014).

No leito dessas feridas, esses microrganismos sdo comumente encontrados em
uma comunidade complexa, envoltos por uma matriz extracelular e que exibem uma
maior resisténcia ao tratamento antimicrobiano, os biofilmes. Essa comunidade ¢
composta por esses microrganismos aderidos entre si e a superficie da lesdo, além de ser
envoltos por uma matriz extracelular composta por proteinas, polissacarideos € DNA
extracelular. Essa matriz funciona como uma barreira mecéanica que impede a entrada de
antibidticos, além de facilitar a comunicagdo dos microrganismos envoltos por ela

(Kaiser, Witcher, e Windbergs, 2021; Negut, Grumezescu e Grumezescu, 2018).
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O International Wound Infection Institute (IWII) traz diversas formas de
abordagem mediante uma ferida infectada, indo desde a importancia do desbridamento
visando a retirada de tecidos ndo viaveis e que favorecem a proliferacdo microbiana e
formagao do biofilme, até o uso de antimicrobianos tdpicos, como agentes antissépticos.
Todavia, ainda é comum a pratica do uso da terapia antibiotica sem justificativa clinica,
sem abordagem da causa etioldgica da ferida e, muitas vezes, sem nenhum beneficio
clinico (IWII, 2022). Ja ¢ evidente que esse uso acarreta o desenvolvimento de resisténcia
dos microrganismos presentes na lesdo, dificultando ainda mais o manejo da infeccao, a
redu¢do do biofilme e, consequentemente, causando uma cronificagdo da ferida,

ampliando o desafio associado a manejo clinico (Cavallo et al., 2024; Garcia et al., 2021).

Nesse contexto, a alternativa da utilizacao do reposicionamento de farmacos, tem
se tornado uma opg¢ao que tem demostrado bons resultados contra microrganismos
multidroga resistente (MDR) (Gajdacs e Spengler, 2019; Guedes et al., 2024). Uma
possibilidade ¢ a utilizagdo de farmacos da classe dos Inibidores Seletivos de Recaptacao
de Serotonina (ISRS), que apresentam efeito tanto antibacteriano quanto antifingico em
microrganismos na forma planctonica e de biofilme (Guedes et al., 2023; Oliveira et al.,
2018). Todavia, ainda ¢ escassa a literatura que tragam dados referentes a acao desses

farmacos contra microrganismos oriundos de feridas infectadas.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito antibiofilme da

fluoxetina e sertralina em modelo ex vivo de feridas em pele porcina.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Feridas

Segundo Junqueira e Carneiro (2023), a pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano e
pode ser subdividida em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, possuindo fungdes
sensoriais, enddcrinas e imunologicas (Figura 1). Protege contra o atrito, a presenca de
vasos sanguineos, glandulas e tecido adiposo realiza a termorregulacdo do corpo e a
excrecao e produgdo de varias substancias como ¢ o exemplo da melanina que protege
contra os raios violeta. Possui também em sua composicao células do sistema imune que

protegem o ser humano contra a invasao de microrganismos.

Estrato
corneo

| Estrato lacido

Estrato granuloso

Foliculos pilosos

JL_IL

Musculo
_—_piloeretor

Estrato 3

espinhoso

—

Estrato
basal

- Glandulas ? :
écrinas ‘ Glandulas sebaceas

Arteriola
Capilares

Gordura, colageno, fibroblastos
na camada subdérmica

Nervo sensorial

Figura 1 Estrutura da pele

Fonte: RITTER, J. M. et al. Rang e Dale: Farmacologia. 9. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2020, p. 1114.

Quando ocorre a ruptura da integridade da pele ha a formacdo de uma ferida. As
feridas podem ser causadas de formas mecanicas, térmicas, quimicas e até mesmo
secundarias a processos patoldogicos como diabetes mellitus, insuficiéncia venosa/arterial

cronica e doengas dermatologicas ou imunologicas (Kujath; Michelsen, 2008).

De uma maneira mais ampla, as feridas podem ser classificadas como agudas e
cronicas. As agudas seguem o curso do processo de cicatrizagdo fisiologico, atingindo o
reparo tecidual no tempo adequado e sem complicagdes. Geralmente sdo ocasionadas por
cirurgias ou traumas (Monika et al., 2022; Ubbink et al., 2013). Ja as feridas cronicas

apresentam a caracteristica de um maior tempo para cicatrizar, permanecendo paradas na
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fase inflamatoria e podendo apresentar caracteristicas como niveis altos de citocinas pro-
inflamatorias, infeccdes persistentes, formagdo de biofilmes microbianos e células
senescentes que nao respondem a estimulos de reparagao tecidual (Bowers; Franco, 2020;

Raziyeva et al., 2021; Ubbink et al., 2013).

Associadas as Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT), as feridas de dificil
cicatrizagdo resultardo em significativos aumentos tanto no seu quantitativo quanto nos
custos dos seus tratamentos (Sen, 2019). O gasto do mercado global de curativos foi
estimado em cerca de US$14.2 bilhdes para o ano de 2023 e estimando-se uma taxa de
crescimento composto anual nesse valor de 4,16% de 2024 a 2030. Esses gastos tornam-
se ainda mais relevantes quando dados trazem que as feridas cronicas afetam cerca de 1
a 2% da populagdao global e com tendéncias de aumento na sua incidéncia, assim,
tornando-se o seu manejo um desafio crescente para os servigos de satide. No Brasil,
assim como em outros paises em desenvolvimento, as estimativas tendem a ser pontuais
e regionalizadas, dessa forma, gerando uma lacuna que dificulta entender essa prevaléncia

a nivel nacional (Falanga et al., 2022; Grand View Research, 2024).

Ainda ¢ comum no dia a dia clinico utilizar o termo de “ferida cronica” para definir
aquelas feridas que estdo estagnadas na fase inflamatéria e, consequentemente, nao
consegue seguir o curso normal do processo fisiolégico da cicatrizacdo. Todavia,
consensos internacionais tém buscado mudar esse vocabulario para o termo de “ferida de
dificil cicatrizagdo”, pois veem as barreiras que causam a cronificagdo da ferida como
possiveis de serem superadas mediante o manejo adequado, assim, alcancando a
cicatrizagdo (Murphy et al., 2020). Ademais, baseado nas etiologias causais, o Wound
Healing Society (2016) divide as feridas de dificil cicatrizacdo em Lesdo por Pressdo
(LP), tlcera no pé relacionada ao diabetes, ulceras venosas e ulceras de insuficiéncia

arterial.

A Lesao por Pressao (LP) desenvolve-se, comumente, a em de um local do corpo
onde ndo ha a possibilidade do alivio da pressdo, ocorrendo principalmente em regides
de proeminéncia 0ssea, gerando uma isquemia local e porventura uma LP. As localidades
de proeminéncias 0sseas mais comuns de serem afetadas sdo na regido sacra, escépulas,
calcaneos, trocanteres e regido occipital, podendo ter caracteristicas desde hiperemias
nao-branquedveis a pressdo até um total comprometimento dos tecidos e exposicao de
ligamentos e ossos (Mondragon; Zito, 2021). Estima-se uma prevaléncia de LPs em cerca

de 12,7% em pacientes hospitalizados e uma incidéncia onde cerca de 10% dos pacientes
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admitidos em hospitais irdo desenvolver alguma LP, principalmente em unidades criticas

e de longa internagao (Mervis; Phillips, 2019; Tervo-Heikkinen et al., 2021).

Pacientes idosos, com dificuldades de mobilidade, baixo peso e que ndo sdo
avaliados quanto ao risco de desenvolvimento de lesdes de pele, tanto na admissao quanto
diariamente, apresentam um risco maior de desenvolver lesdes por pressao no ambiente
hospitalar. O desenvolvimento dessas lesdes ocasiona danos que vao desde a presenca da
dor até mesmo o prolongamento da hospitalizacao e morte. Dessa forma, gerando também
um aumento no custo de tratamento causando um impacto econdmico para o sistema de
saude (Miller et al., 2019; Rondinelli ef al., 2018; Tervo-Heikkinen et al., 2021). Além
disso, pacientes com ulceras de dificil cicatrizagcdo estdo mais suscetiveis a infecgdes, o

que pode levar ao desenvolvimento de sepse (Dehkordi et al., 2020).

Em relagdo as ulceras de perna de origem vascular, elas estao diretamente ligadas
a insuficiéncia venosa ou a hipertensdo vascular, condigdes que ocorrem devido ao
refluxo do sangue ou a obstrugdo dos vasos, dessa forma, resultando em danos aos tecidos
e no surgimento das tlceras. Sendo as tlceras classificadas baseadas em qual tipo de vaso
afeta: arterial, venoso ou misto, quando ambos estao afetados. Ademais, estima-se, a nivel
internacional, que os casos possam ir de 0,05% a 2,5%, havendo uma maior prevaléncia
nas unidades de internagdo para pessoas idosas (Graves; Zheng, 2014; Robles-Tenorio;

Lev-Tov; Ocampo-Candiani, 2021).

As ulceras no pé relacionadas ao diabetes sdo caracterizadas como lesdes nos pés
de individuos com diagnostico atual ou prévio de diabetes mellitus, frequentemente
associadas a presenca de neuropatia periférica e/ou doenga arterial periférica nos
membros inferiores. A presenca dessas ulceras, associadas com outras complicagdes
como a neuropatia periférica e a doenga arterial periférica, sdo as principais responsaveis
pelo desenvolvimento de incapacidades, hospitalizagdes e amputagao em todo o mundo,
estando associadas a uma elevada taxa de mortalidade apods a realizacdo da amputagao

(Van Netten et al., 2023; Zhang et al., 2020).

2.2 Biofilme

O biofilme pode ser definido como uma comunidade de microrganismos que estao
agregados entre si ou a uma superficie e que estdo envoltos por uma camada de Substancia
Polimérica Extracelular (EPS). O EPS representa cerca de 90% do biofilme e ¢ composto

essencialmente por polissacarideos, proteinas, ions de metal como o magnésio, célcio e
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ferro, lipidios e DNA extracelular (Flemming, 2016; Flemming; Wingender, 2010;
Percival; Mayer; Salisbury, 2017). O inicio da formag¢ao do biofilme depende de diversos
fatores ambientais, presenca de estimulos mecanicos, sinais nutricionais e metabdlicos.
Além disso, a produgdo de moléculas advindas do proprio hospedeiro, exposi¢do a
concentragdes subinibitorias de antimicrobianos e sinais de Quorum Sensing (QS)

também propiciam a formagdo do biofilme (Karatan; Watnick, 2009).

Estima-se que o biofilme comece a ser formado na ferida cerca de cinco horas
apods a inoculacdo da bactéria, chegando a sua maturidade em dez horas e iniciando a
apresentar tolerancia aos antimicrobianos apds vinte e quatro horas ap6s o inicio da sua
formagao (Figura 2) (Harrison-Balestra ef al., 2003; Wolcott ef al., 2010). A presenca do
biofilme em uma ferida aguda leva a um processo de inflamagdo cronica. Isso ocorre
devido a presenca de citocinas pro-inflamatorias que geram um aumento na quantidade
de neutrofilos, macrofagos e monocitos que causam um aumento na producdo de
proteases e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) que destroem proteinas essenciais para
o processo de cicatrizagdo da ferida. Dessa forma, a presenca do biofilme dificulta a
cicatrizagdo em decorréncia do aumento do periodo de cicatrizagdo, aumenta o indice de
mortalidade e gera altos custos em saude. Assim, a prevengdo ¢ o manejo adequado

tornam-se cruciais no tratamento das feridas (Mast; Schultz, 1996; Wachter et al., 2023).
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Figura 2: Formagao e maturagdo do biofilme na ferida

Fonte: Murphy et al. International Consensus document. Journal of Wound Care, v. 29, Suppl. 3b, p. 8.

Dentre os microrganismos mais comumente encontrados em feridas infectadas

estdo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (Puca et al., 2021).
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2.3 Staphylococcus aureus

A espécie Staphylococcus aureus pertence ao género Staphylococcus e faz parte
do grupo das bactérias denominados de cocos Gram positivos, ou seja, morfologicamente
apresentam forma esférica e podem crescer exibindo um padrao que se assemelha a um
cacho de uvas. Também podem crescer como células isoladas, aos pares ou em cadeias
curtas. Quando utilizada a técnica de coloragdo de Gram, apresenta-se com a coloragdo
rosa. E anaerdbia facultativa, assim, crescendo independente da presenga ou auséncia do
oxigénio. Sua estrutura € composta essencialmente parede celular e a membrana
plasmatica (Figura 2) (Murray, 2021). E distinguido das demais espécies de
Staphylococcus pela pigmentagdo dourada de suas colonias e mediante resultados

positivos de coagulase, fermentacdo de manitol e desoxirribonuclease (Wilkinson, 1997).
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Figura 3: Estrutura de bactéria Gram positiva

Fonte: TORTORA, Gerard J.; FUNKE, Berdell R.; CASE, Christine L. Microbiologia. 10. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2012, p. 86.

S. aureus pode ser encontrado tanto no meio ambiente quanto colonizando, de
forma comensal, a microbiota humana. Esta presente no intestino, na pele, como na axila
e na virilha, e em membranas da mucosa nasal. Comumente nao causa infecgdes no ser
humano saudavel, todavia, havendo a entrada desse microrganismo na corrente sanguinea
ou em tecidos internos ha a possibilidade do desenvolvimento de infec¢des leves na pele
e nos tecidos moles, cronificag@o de Glceras e infec¢des graves e fatais como pneumonia,
osteomielite, endocardite e sepse (Becker, Heilmann e Peters, 2014; Jin et al., 2004;
Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022; Williams, 1963). Ademais, pacientes com fatores
de risco como imunossupressdo, doencas cronicas como diabetes e doenga pulmonar
cronicas obstrutiva sdo hospedeiros mais susceptiveis ao S. aureus (McKinell et al., 2013;

Narewski et al., 2015; Smit et al., 2016).
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Dentre as espécies de Staphylococcus, o S. aureus € considerado o mais virulento
e invasivo do género (Jensen e Lyon, 2009). As infec¢des ocasionadas pelos
Staphylococcus sao causadas pela presenca de fatores de viruléncia que proporcionam o
microrganismo habilidades como a de evadir da fagocitose mediada pelo sistema imune,
expressar proteinas presentes na superficie da célula que geram adesdo aos tecidos do
hospedeiro, producdo de toxinas e enzimas hidroliticas que geram um dano tecidual, entre
outras (Murray, 2021). Além disso, S. aureus possui uma alta taxa de adaptacdo genética,
ou seja, possui uma maior habilidade de adaptar-se e desenvolver resisténcia aos

antimicrobianos (Mlynarczyk-Bonikowska ef al., 2022).

Uma das principais vias de contaminacao por S. aureus ocorre principalmente
devido a sua capacidade de adesdo aos dispositivos médicos nos ambientes hospitalares
e, consequentemente, formacdo de biofilme naquela regido (Otto, 2018). Todavia,
biofilmes formados por S. aureus nao estdo presentes somente em dispositivos médicos,
mas também comumente em feridas de dificil cicatrizagcdo, onde ha a predominancia tanto
da identificagdo da espécie quanto a presenca de cerca de 20 a 50% das cepas
apresentando o perfil de serem Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA),
assim, 0 seu manejo e consequente processo de cicatrizagdo da ferida (Bhattacharya et

al., 2015; Garcia et al., 2021).

2.4 Pseudomonas aeruginosa

A espécie Pseudomonas aeruginosa pertence ao género Pseudomonas. Sao
bactérias Gram negativas, ou seja, quando utilizada a técnica de coloracdo de Gram
apresentam-se na coloracao rosa avermelhada. Morfologicamente apresentam forma de
pequenos bacilos arranjados em pares. Sdo aerdbios obrigatdrios, assim, necessitam do
oxigénio para o seu crescimento (Murray, 2021). Uma de suas principais caracteristicas
fenotipicas advém da producdo da pioverdina que ¢ um siderdfaro, ou seja, uma
substancia organica produzida pela bactéria. Mediante a sua producdo, a bactéria
apresenta uma coloracdo esverdeada em sua morfologia (Jeong et al., 2024; Schalk e

Perraud, 2023).

Dentre os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos apresentados por
P. aeruginosa temos exemplos como a presenga de porinas, bombas de efluxo, producdo
de biofilme, a possibilidade de mutacdes da proteina de ligacdo a penicilina e até mesmo
a produg¢do de enzimas capazes de inativar os antibidticos como as f-lactamases

(Giovagnorio et al., 2023). O grupo das bactérias Gram negativas apresenta uma estrutura
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morfologica composta essencialmente por uma membrana externa, espago periplasmatico
e uma membrana plasmética (Figura 3) (Tortora; Funke; Case, 2012, p. 86). E gracas a
essas estruturas presentes nas bactérias Gram negativas que permitem que mecanismos
de resisténcia intrinsecos, como as porinas ¢ as bombas de efluxos, diminuam o acumulo
da antibidtico dentro da célula. Assim, levando ao desenvolvimento de resisténcia a
multiplas drogas e um maior desafio a0 manejo eficaz das infec¢des causadas por esse

grupo (Wu; Huang; Xu, 2024).
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Figura 4: Estrutura de bactéria Gram negativa

Fonte: TORTORA, Gerard J.; FUNKE, Berdell R.; CASE, Christine L. Microbiologia. 10. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2012, p. 86

E um microrganismo ubiquitdrio na natureza e na maior parte dos ambientes
hospitalares. Também ¢ comumente encontrado no 6leo, agua e em locais umidos. Sabe-
se que as infec¢des oportunistas ocasionadas por P. aeruginosa ocorrem principalmente
apods a internacao hospitalar, sendo também uma das principais causadoras das Infec¢des
Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRAS). Sao isoladas principalmente em amostras
oriundas de secrecoes traqueais em feridas, onde comumente apresentam o perfil de serem

MDR (Juan, Pena e Oliver, 2017; Murray, 2021; Silva et al., 2021).

Um estudo de coorte (Thaden et al., 2017) evidenciou um aumento da mortalidade
de pacientes infectados por P. aeruginosa quando comparado a infec¢des ocasionadas por
outras bactérias formadoras de biofilmes. Também sdo elevados os indices de morbidade
e mortalidade de feridas infectadas por P. aeruginosa, principalmente devido tanto a sua
intrinseca resisténcia antibidtica quanto a sua capacidade de desenvolvimento de
resisténcia. Ademais, outro fator importante que dificulta o tratamento adequado das

feridas infectadas por P. aeruginosa € a producgdo de biofilme no leito da ferida. Assim,
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dificultando a cicatrizacdo, gerando um estado inflamatoério crénico e dificultando seu

tratamento (Chouake et al., 2012; Quinones-Vico et al., 2024).

2.5 Tratamento de Feridas Infectadas e com Biofilme

Ha registros na literatura dos cuidados prestados a pessoas com feridas desde a
época de periodos mais remotos, como no Egito antigo, assim como os relatos dos mais
diversos métodos utilizados, que vao desde o uso de feiticos e especiarias até técnicas
manuais, baseadas no conhecimento empirico disponivel na época (Brocke; Barr, 2020).
Nos tempos atuais, a equipe de enfermagem, mais especificamente os enfermeiros
estomaterapeutas, especialistas em feridas, estomias e incontinéncias urinarias e fecais,
tem sido os principais responsaveis pelos cuidados topicos prestados aos diversos tipos

de feridas utilizando as mais diversas tecnologias (COFEN, 2018a; COFEN, 2018Db).

Atualmente, uma das principais preocupagdes globais sdo as infec¢des em feridas
de dificil cicatrizacao, principalmente devido a problemas associados como o aumento da
resisténcia antibidtica, diminuicdo da qualidade de vida do paciente e altos niveis de
morbidade e mortalidade (Awuor et al., 2023; Ding et al., 2022; Ozkan et al., 2021).
Dessa forma, ¢ necessario a realizagao de pesquisas para o desenvolvimento e descoberta
de técnicas e compostos com propriedades antimicrobianas que possam tratar de forma

mais eficaz essas feridas (Homaeigohar; Boccaccini, 2020; Karinja; Spector, 2018).

Quando a ferida apresenta a suspeita clinica de um processo infeccioso, faz-se
necessario a escolha criteriosa do tratamento antimicrobiano topico, visando tanto o
manejo adequado, onde deve-se levar em consideragdo aspectos como a eficacia contra
os microrganismos causadores da infeccdo, ndo toxicidade ao tecido do paciente,
atividade rdpida e prolongada entre outras caracteristicas benéficas (Lachapelle, 2020;
Schultz ef al., 2017). No cenario da utilizagdo de antibidtico sistémico, a ciprofloxacina
¢ um dos farmacos mais utilizados em decorréncia do seu amplo espectro de acdo
bactericida por meio da inibi¢do da enzima DNA-girase (LI ef al., 2017; Katzung, 2019).
Todavia, a utilizagdo de antibidticos sistémicos para o tratamento de infecgdes e biofilmes
ndo ¢ incentivada, devido a falta de evidéncia adequada, da mesma forma que o uso de
antibidticos topicos ndo sdo tdo eficazes, pois o proprio biofilme funciona como uma

barreira fisica (Razdan et al., 2022).
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Nesse contexto, o consenso do Instituto Internacional de Infec¢do de Feridas
(2022), aborda a importancia do processo de higiene envolvendo a limpeza da ferida, o
desbridamento tanto do leito quanto das bordas e da prevengdo da formagdo de biofilme.
Da mesma forma que traz recomendagdes e analise do respectivo espectro de eficacia de
compostos antissépticos como alginogel, cloreto de dialquil carbamoil (DACC),
iodoforos, biguanida de Polihexametileno (PHMB), produtos compostos com prata, entre
outros. Todavia, ja é evidenciado a presenca de bactérias resistentes a alguns desses

compostos (Binsuwaidan et al., 2024; Safain et al., 2023; Vasconcelos et al., 2022).

Dessa forma, uma abordagem promissora no combate a microrganismos
multirresistentes € o reposicionamento de farmacos. Essa estratégia envolve a utilizagao
de medicamentos ja aprovados para indicagdes clinicas especificas, mas que busca
explorar seu potencial para novos usos terap€uticos (Pushpakom et al., 2018). Uma das
possiveis alternativas ¢ a utilizacdo de farmacos da classe dos Inibidores Seletivos de
Recaptacao de Serotonina (ISRSs), como a fluoxetina e a sertralina, que tem demonstrado
ter atividade antibacteriana e antifingica, tanto na forma planctonica quanto na de

biofilme (Guedes et al., 2023; Oliveira et al., 2018).

2.6 Inibidores Seletivos de Recaptacao de Serotonina (ISRSs)

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) ¢ considerado como um dos principais
causadores de incapacidades em todo o mundo. Pode ser caracterizado por diversos sinais
e sintomas como o cansaco fisico, perda de apetite, distirbios no sono, comprometimento
cognitivo, ansiedade e anedonia (James et al., 2018; Pastuszak et al., 2024). Foram
desenvolvidas diversas hipdteses explicativas para o desenvolvimento do TDM como a
da disfun¢ao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, a hipotese inflamatoéria, a da anomalia
genética e epigenética, a hipotese da remodelagdo estrutural e funcional, a
sociopsicoldgica e a hipdtese monoaminérgica (Malhi; Mann, 2018; Milaneschi ef al.,

2020; Stetler; Miller, 2011).

Dentre as hipdteses, a monoaminérgica acredita que a depressdo advenha de
alteragdes na composi¢ao quimica do cérebro, particularmente relacionado aos niveis ou
a funcdo da compostos como a serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e dopamina (DA)
corticais e limbicas. Essa hipdtese justifica o uso de antidepressivos como os Inibidores
Seletivos de Recaptagdo de Serotonina (ISRSs) no tratamento do TDM (Coppen, 1967;
Katzung, 2019).
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Os ISRSs representam uma diversa classe de fArmacos em que a principal agdo
consiste em inibir a recaptacdo do transportador de serotonina (SERT), assim,
aumentando a disponibilidade sinaptica da serotonina. Dentre os ISRSs temos a

fluoxetina, paroxetina, citalopram, escitalopram, fluvoxamina, paroxetina e a sertralina.

2.6.1 Fluoxetina

A Fluoxetina ((RS)-N-metil-3-fenil-3[4-(trifluormetil)fenoxi]propano-1-amina))
(Figura 5), pode ser prescrita em casos de desordens depressivas tanto em adultos quanto
adolescentes, para transtornos obsessivos-compulsivos, bem como para o tratamento da
bulimia nervosa (Gibbons et al., 2012; Himmerich et al., 2023). Na Aten¢do Primaria a
Saude (APS), tem-se a Fluoxetina como um medicamento de primeira linha para o
tratamento da depressao com indicagao, por via oral, de dose inicial de 20mg e com doses

usuais de 20 a 80mg (Brasil, 2025). Possui biodisponibilidade de 70%, atinge a meia vida
plasmatica (t%) de 48 a 72 horas e com capacidade de 95% de ligacdo as proteinas

plasmaticas (Katzung, 2019).

Figura 5: Estrutura quimica da Fluoxetina

Fonte: PUBCHEM, 2025.

2.6.2 Sertralina

A Sertralina ((18S,4S)-4-(3,4-dicloro-fenil)-N-metil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-
amina) (Figura 6), assim como a fluoxetina, também ¢ comumente prescrita para o
tratamento de desordens depressivas e outras condi¢des clinicas como transtorno de

panico, estresse pOs-traumatico, transtorno de ansiedade social e o transtorno disforico
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pré-menstrual (Huddart ez al., 2020). E utilizado por via oral, com dose usual de 50 a

150mg e faixa terapéutica de 50 a 200mg. Possui biodisponibilidade de 45%, atinge a
meia vida plasmatica (t%) de 22 a 27 horas e com capacidade de 98% de ligacdo as

proteinas plasmaticas (Brasil, 2013; Katzung, 2019).
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Figura 6: Estrutura quimica da sertralina

Fonte: PUBCHEM, 2025.

3 JUSTIFICATIVA
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As infecgdes em feridas de dificil cicatrizagdo estdo entre as mais frequentes
associadas a presenga de biofilmes, sendo estimado que cerca de 75% dessas feridas
contenham biofilmes. Essa condi¢do ¢ um dos principais fatores que comprometem o
processo de cicatrizacao, resultando em uma piora da qualidade de vida do paciente e, em
casos graves, podendo afetar a nivel sistémico gerando uma sepse e até mesmo causando
a morte. Além disso, a presenga de biofilmes contribui para o aumento da resisténcia
antimicrobiana, agravando ainda mais o estado de saude do paciente devido a um restrito

painel alternativas de tratamentos para a infec¢ao.

O aumento da resisténcia antimicrobiana tem-se tornado um problema de satde
publica, afetando o mundo todo, principalmente paises em desenvolvimento como o
Brasil, e que vem se agravando cada vez mais principalmente em decorréncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos pela populagdo em geral, como pelo uso empirico de
antibioticos de amplo espectro para tratamento de infecgdes por parte dos profissionais
de saude. Além desse contexto, o desenvolvimento de antibioticos ocorre de uma forma
mais lenta do que o desenvolvimento da resisténcia por parte dos microrganismos. Dessa
forma, a busca por novas abordagens terapéuticas que reduzam a dependéncia de
antibioticos tradicionais e diminuam o impacto da resisténcia bacteriana tem-se tornado

uma prioridade para a comunidade cientifica.

Nesse contexto, o reposicionamento de fArmacos tem-se tornado uma promissora
estratégia para uma possivel alternativa de redugdo da problematica da resisténcia
bacteriana. Farmacos da classe dos Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina
(ISRS), como a fluoxetina e a sertralina, amplamente utilizados para o tratamento de
transtornos do humor, tem demonstrado potencial atividade antimicrobiana e
antibiofilme. Dessa forma, despertando o interesse por novas pesquisas utilizando o
farmaco dentro do contexto de infecgdes tanto fingicas quanto bacterianas,
principalmente em espécies de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
Assim, a possibilidade do reaproveitamento desses fdrmacos, ja aprovados, com uma
outra finalidade, otimiza o processo de desenvolvimento de terapias inovadoras para

combater infecgdes bacterianas.

Ademais, a relevancia clinica desse estudo pauta-se também na necessidade do
preenchimento de lacunas do conhecimento cientifico. Apesar da presenca de evidéncias
cientificas que demonstrem a atividade antimicrobiana da fluoxetina e sertralina, pouco

ou quase nada se explora a respeito da atuacdo desses farmacos contra biofilmes em
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feridas infectadas. Lacuna essa de extrema importancia, pois o tratamento de feridas de
dificil cicatrizagdo em decorréncia da presenca do biofilme e de microrganismos
multidroga resistentes (MDR) torna-se extremamente oneroso para o servico de satde

quanto debilitante em diversos aspectos para o paciente.

Dessa forma, esta pesquisa tem sua relevancia devido a sua associagdo entre os
fatores clinicos e cientificos, visando tanto compreender as possibilidades dos
mecanismos de agdo quanto da possibilidade da eficacia da fluoxetina e a sertralina
podendo atuar como inibidores e/ou no tratamento de biofilmes, dessa forma, tornando-
se uma alternativa terapéutica inovadora. Além disso, busca-se um potencial alternativa
ao uso em excessivo de antimicrobianos, com o intuito de diminuir a problematica do
aumento da resisténcia bacteriana e promover uma melhor qualidade de vida para o

paciente.

4 OBJETIVOS
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4.1 Objetivo geral
Investigar o efeito antibiofilme da fluoxetina e da sertralina contra cepas de S.

aureus e P. aeruginosa em modelo ex vivo de feridas em pele porcina.

4.2 Objetivos especificos
e Determinar a sensibilidade in vitro de S. aureus € P. aeruginosa a fluoxetina, a
sertralina, a ciprofloxacina e ao PHMB;
e Investigar a interagdo in vitro entre a fluoxetina ou sertralina com a ciprofloxacina
ou PHMB contra as bactérias na forma planctonica;

e Analisar o efeito in vitro da fluoxetina, da sertralina, da ciprofloxacina e do PHMB

sobre os biofilmes maduros de S. aureus e P. aeruginosa,
e Avaliar o efeito da fluoxetina e da sertralina sobre os biofilmes formados em

modelo ex vivo de feridas em pele porcina.

5 MATERIAL E METODOS
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5.1 Microrganismos do estudo

Para a realizagdo do estudo in vitro foram utilizadas dezesseis cepas, sendo oito
de Staphylococcus aureus e oito de Pseudomonas aeruginosa. Dentre as cepas de S.
aureus, cinco eram sensiveis a oxacilina, duas resistentes a essa droga e uma cepa era de
referéncia (S. aureus ATCC 29213). Dentre as cepas de P. aeruginosa, trés eram
consideradas multidroga-resistente (MDR) por serem resistentes a cefalosporinas,
carbapenémicos e quinolonas, quatro eram sensiveis a esses farmacos e uma cepa era de

referéncia (P. aeruginosa ATCC 27853) (Tabela 1).

PERFIL DE FORMACAO DE BIOFILME P.

PERFIL DE FORMA(}AO DE BIOFILME S. aureus aeruginosa
Média
Média (OD) Perfil Resisténcia (OD) Perfil Resisténcia

11 0,2091 producdo moderada 2.1 0,131875 producéo fraca MDR
12 0,2095 produgéo moderada 2.2 0,128875 producéo fraca

1.3 0,5185 producéao forte 2.3 0,036375 ndao produtora

1.4
ATCC* 0,2453 producdo moderada 24 0,128875 producao fraca MDR
1.5% 0,3655 producao forte MRSA 2.5 0,066875 producao fraca

2.6

16 0,6605 producao forte MRSA ATCC*  0,048375 nao produtora

1.7 0,5445 producéo forte 2.7% 0,144375 producédo moderada

1.8 0,4101 producéo forte 2.8 0,087875 producao fraca MDR

Tabela 1 — Perfil de formagdo de biofilme e perfil de resisténcia antimicrobiana das
cepas de S. aureus (n= 8) e P. aeruginosa (n= 8). * indica as cepas utilizadas no modelo

ex vivo.

As cepas clinicas, oriundas de feridas de dificil cicatrizacao e abcessos, estavam
mantidas em meio minimo na bacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia do Grupo

Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.2 Determinac¢ao da Concentrac¢ao Inibitéoria Minima (CIM) da ciprofloxacina, do
PHMB, da fluoxetina e da sertralina contra os isolados de S. aureus e P. aeruginosa

O teste de sensibilidade em forma planctonica das bactérias foi realizado por meio
de microdilui¢do em caldo, em placa de 96 pogos de fundo U, de acordo com o Clinical
Laboratory Standards Institute (2021). Os microrganismos foram inicialmente crescidos
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas, a 37 °C, em estufa bacterioldgica.
Apos esse periodo, os indculos bacterianos foram preparados utilizando as colonias na
escala 0,5 de McFarland e posteriormente diluidos até atingirem a concentrac¢do de 5 x

10° ufc/mL.
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Todos os pogos da placa foram preenchidos com 100 pL de caldo Mueller Hinton
(MH). Posteriormente, foi adicionado 100 pL do composto na primeira coluna da placa e
feita dilui¢do seriada, homogeneizando e levando 100 pL da coluna 1 para a coluna 2,
homogeneizando novamente e levando 100 pL da coluna 2 para a 3 e assim
sucessivamente até a coluna 10. Entdo os 100 pL da coluna 10 foram colocados na coluna
12 que corresponde a coluna do controle de esterilidade. Logo em seguida 100 uL do
inoculo bacteriano foi adicionado a cada pogo da coluna 1 até a 11, onde a 11 corresponde
ao controle de crescimento que contém apenas o meio MH e o indculo. O intervalo final
testado para a ciprofloxacina (Sigma-Aldrich) foide 0,5 a 256 pg/mL, 48 a 25.000 pg/mL
para o PHMB (Pielsana, Brasil), de 19,5 a 5.000 ug/mL para fluoxetina (EMS, Brasil) e
sertralina (Florien, Brasil). A leitura do resultado era feita de forma visual, sendo avaliado
a presenga ou ndo de deposicao de microrganismo no fundo de cada pogo. A Figura 7
ilustra o processo de microdilui¢ao.

Controle de crescimento
MH + Inoculo

Caldo MH Controle de esterilidade

P
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100 uL do composto
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Indeulo

Figura 7: Esquema de realizagdo de teste de sensibilidade por microdiluicdo em placa de fundo U de 96
pogos

Fonte: Amando, Bruno Rocha; 2018.

5.3 Determinac¢io da Concentrac¢ido Inibitoria Minima (CIM) da ciprofloxacina e

do PHMB mediante associacio com fluoxetina e sertralina
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Para a avaliacdo do efeito da associagdo entre a fluoxetina ¢ a sertralina com a
ciprofloxacina e o PHMB foi utilizado também a metodologia do teste de sensibilidade
em forma planctonica por microdilui¢do em placa de fundo U de 96 pocos como descrito
anteriormente. Todavia, para testar o efeito da associagdo utilizaram-se valores fixos
subinibitorios (CIM/2 e CIM/4) dos ISRSs. Dessa forma, havia a adi¢ao de 100 uL em
todos os pogos da placa de fundo U e consequente dilui¢do seriada da ciprofloxacina e do
PHMB, mas os 100 pL do in6culo bacteriano nao eram colocados diretamente no pogo.
O moculo era entdo preparado e diluido na solucao preparada com os valores de CIM/2 e
CIM/4, s6 entdo apo6s essa diluigao era posto 100 pL. em todos os pocos, incluido o pogo
11 para avaliagdo se a concentragdo era realmente subinibitorias mediante precipitacao
ou ndo do microrganismo. Assim como para a leitura do resultado era feita de forma
visual, sendo avaliado a presenca ou nao de deposicao de microrganismo no fundo de

cada poco.

5.4 Avaliacio do efeito in vitro do PHMB, da ciprofloxacina, da fluoxetina e da
sertralina sobre os biofilmes maduros de S. aureus e P. aeruginosa

Para avaliar o efeito in vitro do PHMB, da fluoxetina e da sertralina sobre os
biofilmes maduros de S. aureus e P. aeruginosa, o crescimento de biofilmes foi
inicialmente realizado em placas de 96 pocos de fundo chato tendo um volume total de
200 pL. Onde foi utilizado caldo BHI acrescido de glicose 1% (175 pL) e indculo
bacteriano de cada respectiva cepa (25 pL) na escala 6 de McFarland, equivalente a 1,8
x 10° ufc/mL, onde as cepas foram previamente crescidas por 24 horas em BHI. As placas
foram entdo encubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 48 horas para formagao do
biofilme. Apos esse periodo, todos os pocgos foram lavados com PBS 1x. Posteriormente,
foram adicionados 200 pL dos compostos em 10 concentragdes seriadas: PHMB
(Pielsana, Brasil) de 48 a 25.000 pg/mL, ciprofloxacina (Sigma-Aldrich) de 0,5 a 256
pg/mL, para fluoxetina (SEM, Brasil) e sertralina (Florien, Brasil) foi de 19,5 a 5.000
pg/mL. As placas foram novamente incubadas em estufa bacteriologica por um periodo

de 24 horas a 37 °C (Sidrim et al., 2019).

Ap0s as 24 horas foi realizada a leitura da atividade metabolica de forma visual
utilizando o indicador metabdlico resazurina a 0,025% e a Concentragcao Eliminatéria
Minima sobre o Biofilme (CEMB) foi considerada a menor concentragdo na qual ndo se
observou a atividade metabodlica celular. Ademais, as placas foram avaliadas também

quanto a biomassa dos biofilmes, utilizando a técnica de coloragcdo com cristal violeta e
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leitura com espectrofotometro para medir a densidade 6ptica a um comprimento de onda
de 490 nm (Sidrim et al., 2019). Todos os testes foram realizados em duplicata e em dois
momentos distintos. Os pogos sem farmacos foram empregados para o controle do
crescimento, enquanto os pogos contendo apenas meio de cultura BHI com 1% de glicose

foram utilizados como controle de esterilidade.

5.5 Obtencgao, processamento, desinfeccio da pele porcina e formacgio da ferida

A pele porcina era oriunda de um abatedouro regulamentado na cidade de
Fortaleza, Ceard, ¢ mantida congelada até a realizacdo do experimento (Guedes et al.,
2021). Apos o seu descongelamento, foi cortada em fragmentos de 2x2 cm com uso de
bisturi. Para a confec¢ao da ferida foi utilizado um Punch nimero 8 para delimitacdo das
dimensdes (Brackman; Coenye, 2016), que era introduzido até a derme e, com o auxilio
de um bisturi e pinga, o tecido demarcado era retirado. Posteriormente, era realizado o
processo de desinfec¢dao seguindo a metodologia descrita por Yang ef a/ (2013), em que
os fragmentos, com a ajuda de uma pinga estéril, eram colocados em um frasco estéril
contendo 50 mL de alcool etilico 70% por 30 minutos. Em seguida, foram transferidos
para um frasco estéril contendo 50 mL de hipoclorito de s6dio 0,615% por 30 minutos.
E, na ultima etapa do processo de desinfeccdo, eram colocados em um frasco estéril
contendo 50 mL de agua destilada por mais 30 minutos. Posteriormente, eram alocados
em uma placa de Petri estéril para secarem por aproximadamente 30 minutos em capela
de fluxo laminar, a temperatura ambiente e sendo utilizadas logo em seguida apds o

periodo de secagem. A figura 8 apresenta um fragmento de pele apds a formacao da ferida.

Figura 8 — Fragmento de pele de porco apos confecgdo da ferida

Fonte: elaborado pelo autor
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5.6 Formacio do biofilme na ferida e avaliacao da acao da fluoxetina, da sertralina
e do PHMB sobre os biofilmes maduros formados em modelo ex vivo

Para a formacgao do biofilme em pele porcina foi seguida a metodologia de Guedes
et al (2021), com algumas modificagdes. Inicialmente os microrganismos foram
semeados em agar BHI e incubados a 37 °C um dia antes do experimento visando o
crescimento das colonias. Os fragmentos foram colocados individualmente em placas de
Petri estéril contendo &agar bacteriologico a 7 g/L. Foram utilizados os indculos
bacterianos de duas cepas de S. aureus e duas cepas de P. aeruginosa, separadamente, ¢
preparados na escala 6 de McFarland com caldo BHI 1% de glicose e, posteriormente,
100 pL do indéculo bacteriano foram adicionados em cada cavidade da ferida.
Posteriormente, as feridas foram colocadas em estufa bacterioldogica a uma temperatura
de 37 °C, por 72 horas. A Figura 9 traz um fragmento da pele ap6s a formacao de biofilme

de P. aeruginosa.

Figura 9 — Fragmento de pele apds formagdo de biofilme

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a formagdo do biofilme, para avaliar o efeito da fluoxetina, sertralina e
PHMB sobre o biofilme em ex vivo, cada ferida foi preenchida com gaze estéril de 1cm?
embebida com 100 pL de cada composto. A fluoxetina foi testada nas concentragdes
referentes a CEMB obtida de cada cepa (156,2 pL/mL para S. aureus ATCC; 78,1 pL/mL
para S. aureus MRSA; 1250 pL/mL tanto para P. aeruginosa ATCC quanto para P,
aeruginosa MDR). Para sertralina também foram utilizados os valores de CEMB (78,1
pL/mL para S. aureus ATCC; 19,5 pL/mL para S. aureus MRSA; 625 pL/mL para P
aeruginosa ATCC e 312,5 pL/mL para P. aeruginosa MDR). O PHMB foi utilizado em
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sua concentracdo que ¢ comercializada (0,1%). Soro Fisiologico (SF) 0,9% foi utilizado
como controle de crescimento. Entdo, as placas de Petri foram incubadas a 37 °C, por 24
horas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, em dois momentos

diferentes.

Apds a incubagdo, a gaze de cada ferida foi retirada utilizando pinga flambada.
Um swab foi introduzido na cavidade de cada ferida, sendo rotacionado duas vezes em
360° e entdo transferido para tubos contendo 1 mL de Tween 20 (5 pL/mL). Os tubos
foram agitados em vortex, por um minuto, € 100 pL de cada suspensao foram submetidos
a uma diluicdo seriada em solucao salina estéril de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.1000 e
1:100.000. Posteriormente, 10 pL das dilui¢cdes de 1:10.000 e 1:100.000 foram semeadas,
em duplicata, em agar MH e incubados a 37 °C por 24 h para contagem de unidades

formadoras de colonias (ufc).

5.7 Analise estatistica

Os dados obtidos inicialmente foram analisados quanto ao padrao de normalidade.
Entao aqueles que apresentavam distribuicdo normal, utilizou-se teste t para amostras nao
pareadas, e aqueles que se apresentavam como dados nao paramétricos foram analisados
mediante teste de Mann-Whitney. Utilizou-se o programa GraphPad 8.0.1 para a
realizacdo das analises e valores de P menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.



39

6 RESULTADOS
6.1 Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio Eliminatoria Minima
sobre o Biofilme (CEMB) da ciprofloxacina, PHMB, fluoxetina e sertralina contra
os isolados de S. aureus e P. aeruginosa

As CIMs encontradas contra S. aureus variaram de 19,5 a 39 uL/mL tanto para a
fluoxetina quanto para sertralina, de 0,06 a 8 uL/mL e de 97 a >25.000 uL/mL para
ciprofloxacina ¢ PHMB, respectivamente. Ja para P. aeruginosa as CIMs variaram de
78,1 —312,5 uL/mL tanto para fluoxetina quanto para sertralina e de 0,0312 a 32 pL/mL
para ciprofloxacino. Para o PHMB o valor de MIC foi de 12.500 pL/mL para todas as
cepas. (Tabela 2).

Quanto ao efeito sobre os biofilmes maduros, as CEMBs contra S. aureus
variaram de 78,1 a 156,2 uL/mL e de 19,5 a 39 puL/mL para fluoxetina e sertralina,
respectivamente. Parao PHMB as CEMBs variaram entre 3125 pL/mL a >25.000 pL/mL.
As CEMBs de ciprofloxacina também foram superiores a maior concentracao testada
(256 uL/mL). Ja contra P. aeruginosa as CEMBs variaram de 312,5 a 1250 uL/mL tanto
para fluoxetina quanto para sertralina. Para a ciprofloxacina as CEMBs foram superiores

ao valor maximo testado (>256 pL/mL) (Tabela 2)
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CEPAS Ciprofloxacino Fluoxetina

(ng/mL) PHMB (pg/mL) (ng/mL) Sertralina (ug/mL)

CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB

S. aureus 1 0,25 >256 195 25000 39 78,1 39 39
S. aureus 2 0,25 >256 195 25000 39 156,2 39 39
S. aureus 3 0,25 >256 195 >25000 39 156,2 19,5 39
S. aureus ATCC
29213* 0,5 >256 97 >25000 39 156,2 19,5 78,1
S. aureus 5 (MRSA)* 0,06 >256 390 >25000 195 78,1 19,5 19,5
S. aureus 6 (MRSA) 0,5 >256 390 25000 39 156,2 19,5 39
S. aureus 7 0,5 >256 97 3125 39 78,1 19,5 39
S. aureus 8 8 >256 195 25000 39 156,2 19,5 78,1
P. aeruginosa 1
(MDR) 0,5 >256 12500 >25000 312,55 1250 156,2 625
P. aeruginosa 2 0,0625 >256 12500 >25000 312,55 625 312,5 625
P. aeruginosa 3 0,125 >256 12500 >25000 312,5 625 156,2 1250
P. aeruginosa 4
(MDR) 16 >256 12500 >25000 312,55 625 312,5 1250
P. aeruginosa 5 0,0312 >256 12500 >25000 78,1 312,5 78,1 312,5
P. aeruginosa ATCC
27853* 0,125 >256 12500 >25000 312,55 1250 156,2 625
P. aeruginosa 7* 0,125 >256 12500 >25000 156,2 1250 156,2 312,5
P. aeruginosa 8
(MDR) 32 >256 12500 >25000 312,55 625 156,2 1250

Tabela 2 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Eliminatéria Minima sobre o Biofilme
(CEMB) do ciprofloxacino, PHMB, fluoxetina e sertralina contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa. * indica as cepas utilizadas no modelo ex vivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2 Avaliaciao do efeito da fluoxetina e da sertralina associadas a ciprofloxacina e
ao PHMB

Quanto as associacdes contra S. aureus e P. aeruginosa, nao foram observadas
reducdes significativas nos valores quando realizada a associacdo da fluoxetina ou da
sertralina com a ciprofloxacina. Todavia, contra S. aureus quando associado o PHMB a
fluoxetina observou-se uma reducdo significativa tanto em CIM/2 (p= 0,0002) quanto
CIM/4 (p= 0,0002), assim como também houve redugdo significativa quando associado
o PHMB a sertralina em CIM/2 (p= 0,0002) e CIM/4 (p= 0,0003). Contra P. aeruginosa,
na associagdo do PHMB a fluoxetina, observou-se reducao significativa tanto em CIM/2
(p=0,0014) quanto em CIM/4 (p= 0,014). Ja na associacdo do PHMB com a sertralina,

observou-se reducdo significativa somente em CIM/4 (p=0,03).



CEPAS CIPRO CIPRO + FLU CIPRO + SER PHMB PHMB + FLU PHMB + SER
(Hg/mL) (Hg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

CIM CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 CIM CIM/2¥**  CIM/4***  CIM/2***  CIM/4*+*
S. aureus 1 0,25 0,5 0,5 0,125 0,5 781 195 195 48 97
S. aureus 2 0,25 0,5 0,5 0,125 0,25 390 195 195 48 97
S. aureus 3 0,25 1 0,5 0,06 0,06 781 195 195 195 195
S. aureus ATCC
29213 0,5 8 0,25 0,06 0,06 6250 195 195 195 195
S. aureus 5 (MRSA) 0,06 0,5 0,5 0,5 0,5 781 48 195 48 48
S. aureus 6 (MRSA) 0,5 0,25 0,25 0,25 0,5 3125 195 195 195 390
S. aureus 7 0,5 0,5 0,5 0,0625 0,25 3125 48 97 48 48
S. aureus 8 8 8 8 8 8 1562 195 195 97 195
Média Geométrica 0,41830823 1 0,594604 0,20809 0,349964 1432,302829 137,3524 178,7009 88,66048 125,7909
CEPAS CIPRO CIPRO + FLU CIPRO + SER PHMB PHMB + FLU PHMB + SER

(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

CIM CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 CIM CIM/2*  CIM/4**  CIM/I2  CIM/4*
P. aeruginosa 1 05 0,031  0,0625 0,03 0,01 12500 1562 12500 6250 12500
P. aeruginosa 2 0,0625 0,06 0,125 0,03 0,0625 12500 390 6250 781 1250
P. aeruginosa 3 0,125 0,06 0,0625 0,03 0,03 12500 390 6250 1562 6250
P. aeruginosa 4 16 32 32 2 8 12500 1562 6250 3125 12500
P. aeruginosa 5 0,0312 0,01 0,007 0,007 0,007 12500 3125 3125 781 3125
P. aeruginosa ATCC 0,125 0,06 0,125 0,125 0,125 12500 6250 6250 6250 12500
P. aeruginosa 7 0,125 0,25 0,25 0,06 0,125 12500 12500 6250 6250 12500
P. aeruginosa 8 32 16 32 16 16 12500 6250 6250 6250 12500
Média Geométrica 0,420364059 0,23261 0,31979 0,120805 0,15045 12500 2208,648 6250 2865,294 7228,094
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Tabela 3 — Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da associagdo entre a fluoxetina e a sertralina e o antimicrobiano ¢ PHMB contra Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa. * representam a presenca de redugdo significativa do valor de CIM.



Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.3 Efeito da ciprofloxacina, PHMB, fluoxetina e sertralina isoladas sobre os
biofilmes maduros de S. aureus e P. aeruginosa

Quanto a analise da biomassa dos biofilmes maduros contra S. aureus, a fluoxetina
apresentou redugdo significativa nas concentragdes de 78,1 puL/mL (p=0,0051), 156,2
pL/mL (0,0043), 312,5 uL/mL (p=0,0048) e 625 uL/mL (p=0,0163). Para sertralina
houve redugdo significativa nas concentracdes de 19,5 uL/mL (p=0,0019), 39 pL/mL
(p=0,0011), 78,1 uL/mL (p=0,0021) e 156,2 pL/mL (p=0,0082). Para a ciprofloxacina
houve reducdo significativa nas concentragdes de 16 pL/mL (p= 0,02), 32 pL/mL (p=
0,008), 64 pL/mL (0,004), 128 pL/mL (p=0,003) e 256 pL/mL (p= 0,003). J4 para o
PHMB ndo houve redugdo significativa da biomassa em nenhuma das concentragdes

testadas.

Ja para a analise da biomassa dos biofilmes maduros contra P. aeruginosa, a
fluoxetina apresentou redugao significativa nas concentragdes de 78,1 uL/mL (p=0,0409),
156,2 uL/mL (p=0,0122), 312,5 pL/mL (p=0,0077) e 625 pL/mL (p=0,0067). Para
sertralina houve redu¢do significativa nas concentragdes de 1250 uL/mL (p=0,0033) e
2500 pL/mL (p=0,0120). Para a ciprofloxacina houve reducdo significativa nas
concentragdes de 32 pL/mL (p=0,03), 64 uL/mL (p= 0,02), 128 uL/mL (p= 0,01) e 256
uL/mL (p= 0,03). Ja para o PHMB ndo houve reducao significativa da biomassa em

nenhuma das concentragdes testadas.
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Grafico 1 — Efeito da fluoxetina, sertralina, ciprofloxacina ¢ do PHMB sobre biofilmes maduros de S.

aureus (n=8) e P. aeruginosa (n=8). Dados expressos em média e desvio padrio da absorbancia da biomassa

mensurada por meio da técnica de cristal violeta. * indica diferencas estatisticamente significativas quando

comparado ao controle de crescimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.4 Efeito da fluoxetina, da sertralina e do PHMB sobre biofilmes em modelo ex

vivo de feridas

Contra S. aureus, tanto a fluoxetina (p= 0,01) quando a sertralina (p= 0,04)

apresentaram redugdo significativa de ufc quando comparado ao PHMB. Ja contra P,

aeruginosa, somente houve reducdo significativa com o uso da sertralina (p= 0,003)
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quando comparada ao PHMB (Grafico 2). A fluoxetina reduziu em 17,4% e a sertralina
reduziu em 35% quando comparado ao PHMB contra S. aureus. Ja para P. aeruginosa, a
fluoxetina reduziu em 3% e a sertralina reduziu 59,1% quando também comparado ao

PHMB.
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Grafico 2 — Contagem de unidades formadoras de colonia de biofilmes de S. aureus (n = 2) e P. aeruginosa
(n = 2) cultivados em modelo ex vivo de feridas apds exposicdo a fluoxetina e sertralina. * representa

redugdo significativa quando comparado ao PHMB.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, utilizaram-se cepas de S. aureus e P. aeruginosa por serem
consideradas as bactérias mais isoladas em feridas de dificil cicatrizacdo (Dong et al.,
2022; Lima et al., 2021). E foram testadas como possiveis alternativas terapéuticas por
meio do redirecionamento de farmacos, a fluoxetina e a sertralina que t€m sido descritas

por sua atividade antibiofilme (Guedes et al., 2024; Serafin et al., 2020).

A fluoxetina e a sertralina, ambos farmacos frequentemente adotados na pratica
clinica para o manejo da depressao, apresentaram efeito antimicrobiano contra as cepas
de S. aureus e P. aeruginosa tanto na forma planctonica como em biofilme in vitro, assim
como também reduziram as contagens de ufc em modelo ex vivo de feridas quando

comparadas ao PHMB e a salina.

Os valores encontrados de CIM da fluoxetina corroboram com achados de Sousa
et al (2018) que encontraram atividade antimicrobiana para ambas as espécies com CIM
da fluoxetina de 256 pg/mL para S. aureus e 161 pg/mL para P. aeruginosa, sendo nossos
achados de CIM da fluoxetina para S. aureus menor do que o trago pela literatura.
Enquanto o CIM da fluoxetina para P. aeruginosa dos nossos achados, em sua maioria,
foram superiores, variando de 78,1 a 312,5 pg/mL. Quanto aos achados da sertralina, a
literatura traz valor de CIM de 20 pug/mL para S. aureus e de 60 pg/mL para P. aeruginosa.
Sendo nossos valores de CIM, em sua maioria, menores para S. aureus € maiores para P,
aeruginosa do que os achados na literatura (Ayaz et al., 2015; Kalayci; Demirci; Sahin,

2015).

Um mecanismo identificado por De Andrade Neto et a/ (2019) foi a capacidade
da fluoxetina de romper a membrana externa de bactérias Gram negativas, causando
danos a0 DNA bacteriano e desencadeando um processo que resulta em apoptose. Ayaz
et al. (2015) hipotetizam que a atividade antimicrobiana da sertralina advenha da inibi¢ao
das bombas de efluxo em decorréncia do composto inibir uma bomba de recaptagao nos
seres humanos, assim, podendo causar o mesmo efeito nas bactérias. Todavia, sendo
necessario estudos moleculares ou com metodologia de brometo de etidio para confirmar

essa hipdtese.

Na literatura, a fluoxetina e a sertralina destacam-se entre os ISRSs testados por
apresentarem um potencial antimicrobiano superior em comparagdo a outros farmacos

dessa classe. Devido as suas proprias estruturas quimicas, a fluoxetina e a sertralina
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tornam-se mais hidrofobicas que outros fArmacos da classe dos ISRSs. Caracteristica essa
que pode facilitar a difusdo através da membrana fosfolipidica, permitindo que elas
alcancem a interajam com alvos intracelulares de maneira mais eficaz (McGovern et al.,

2019; Kim et al., 2015).

Quando comparados os valores de CIM e CEMB das drogas contra S. aureus e P.
aeruginosa observa-se que os achados das concentragdes tanto da fluoxetina quanto da
sertralina contra P. aeruginosa foram maiores do que as achadas contra S. aureus. Esses
valores refletem a particularidade que bactérias Gram negativas possuem em decorréncia
de sua propria estrutura, onde a membrana externa dificulta a permeabilidade da droga e,
juntamente com outros mecanismos de resisténcia, como as bombas de efluxo, dificultam
ainda mais o seu manejo. Dessa forma, sendo necessiria uma maior concentragdo da

droga para obter a sua atividade antimicrobiana (L1i; Plésiat; Nikaido, 2015).

Dentre as opgdes para o manejo de infecgcdes em ferida, o uso de compostos
antissépticos, como o PHMB, destaca-se como uma das melhores alternativas. Isso se
deve principalmente a sua compatibilidade com a pele, ampla atividade antimicrobiana,
baixa citotoxicidade e menor risco de indugao de resisténcia microbiana (Tan; Mordiffi;
Lang, 2016; Worsley et al., 2019). Nosso estudo investigou a associagdo do PHMB com
a fluoxetina ¢ sertralina, onde observou-se uma maior acao antimicrobiana do PHMB,
mediante a reducao do valor de CIM do PHMB, contra ambas as espécies. Dessa forma,
tornando promissor o uso dessa associacao para a possiblidade do seu uso na préatica
clinica, todavia, ainda fazendo-se necessarios mais estudos para investigar

molecularmente a interagdo desses compostos entre si.

A atividade antibiofilme in vitro da fluoxetina foi evidenciada pela redugao
significativa da biomassa de biofilmes maduros tanto para S. aureus quanto para P.
aeruginosa. Guedes et al., (2024) relataram o mesmo efeito de reducdo significativa da
biomassa de P. aeruginosa por meio da utilizacdo da fluoxetina e abordando a hipotese
da atuacdo da fluoxetina como um composto que atua inibindo bombas de efluxo,
hipotese essa tendo sido gerada por meio da utilizagdo da metodologia de actmulo

intracelular de brometo de etidio.

A sertralina também reduziu significativamente do biofilme maduro in vitro para
ambas as espécies. Até onde sabemos, nossa pesquisa ¢ a segunda a relatar a atividade

antibiofilme da sertralina contra bactérias. Poyil, Khan e Gowri (2023) avaliaram o efeito
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da sertralina contra biofilmes de Enterococcus faecalis e Escherichia coli e obtiveram
resultados de reducao significativa para ambas as espécies em concentragdes de 75 pg/mL
e 150 pg/mL. Nosso estudo evidenciou uma maior reducdo significativa da sertralina
contra S. aureus na concentragdo de 39 pg/mL, sendo essa concentracdo menor que a
encontrada por Poyil, Khan e Gowri (2023), enquanto a concentragao significativa contra

P aeruginosa com melhor significancia foi no valor de 1250 pg/mL.

Quanto a contagem de ufc, tanto a sertralina quanto a fluoxetina conseguiram
reduzir significativamente a quantidade de ufc quando comparada aos valores obtidos
para o PHMB e, consequentemente, tendo uma acao sobre o biofilme no modelo ex vivo.
Guedes ef al (2023), também em modelo ex vivo, avaliaram a atividade da prometazina,
deferiprona e do mel de Manuka sob o biofilme maduro de S. aureus e P. aeruginosa,

onde também encontraram reducdo significativa na contagem das ufc.

Atualmente, observa-se um uso excessivo de antibidticos por pacientes com
feridas de dificil cicatrizagao. Essa pratica ocorre em um contexto no qual o emprego de
antibioticos, principalmente de forma topica, deveria ser reduzido, especialmente porque,
na maioria dos casos, € realizado sem justificativa clinica e sem beneficios comprovados
para o paciente (Blaser ef al., 2021; Wounds UK, 2025). Além disso, o uso de antibioticos
topicos, salvo em situagdes especificas, ndo ¢ recomendado devido a sua baixa eficacia.
A presenga do biofilme na ferida atua como uma barreira fisica, dificultando a ag¢ao dos
antimicrobianos. Ademais, o uso indiscriminado desses medicamentos contribui para o
desenvolvimento da resisténcia bacteriana, tornando o manejo da infec¢do ainda mais
desafiador. Diante desse cendrio, o emprego de antissépticos ou produtos com atividade
antimicrobiana, como a fluoxetina e a sertralina, surgem como uma alternativa viavel
tanto para a prevengao quando para o tratamento de feridas infectadas e com a presenca
do biofilme, presente no leito da ferida (Guedes et al., 2024; IWII, 2022; Razdan et al.,
2022)

Tanto na avaliagdo in vitro quanto em ex vivo observou-se que a sertralina obteve
uma maior eficacia nos valores de reducdo de CIM, CEMB, biomassa ¢ ufc. Para além
dos possiveis mecanismos aqui hipotetizados, ha outro que possa explicar a maior eficacia
da sertralina quando comparada a fluoxetina que seria o fator de solubilidade (Log P). O
fator da solubilidade da sertralina ¢ maior do que o da fluoxetina (Log P = 5,15 ¢ Log P
= 4,17, respectivamente). Em um estudo contra fungos foi sendo evidenciado que essa

caracteristica do composto ¢ um importante fator na avaliacdo da eficacia da atividade
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antifingica. Dessa forma, fazendo com que quanto mais lipofilico for o composto mais
facil sera que ele consiga penetrar o biofilme, destruindo sua matriz; além disso, causando
danos as membranas plasmaticas (DRUGBANK, 2024; Oliveira et al., 2018; Podunavac-

Kuzmanovic; Velimirovic, 2010).

Ademais, estudos na literatura apontam que a sertralina também atue reduzindo a
formagao do biofilme por meio da diminui¢ao da produgdo de N-acil-hemosserina lactona
(AHL), um autoindutor produzido pelas bactérias. O AHLs também ¢é um dos
responsaveis por sinalizar moléculas que podem mediar a adesdo inicial da bactéria as
superficies, dessa forma, diminuindo a probabilidade da formagao do biofilme no leito da
ferida (Feng et al., 2021; Hussein et al., 2020; Wang et al., 2021). Yoon et al (2021),
evidenciaram que uma ferida, em modelo ex vivo, infectada por S. aureus e tratada por 5
dias com fluoxetina a 2% de forma topica demonstrou uma significativa atividade tanto
antibiofilme quanto cicatricial. Dessa forma, tornando o uso da fluoxetina e sertralina
com caracteristicas ainda mais promissoras € benéficas para um uso futuro na clinica no

tratamento de feridas infectadas e com biofilme.

Assim, foi evidenciado que a fluoxetina e a sertralina apresentaram atividade
antimicrobiana e antibiofilme in vitro. Da mesma forma que reduziram a quantidade de

ufc em modelo ex vivo.
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8 CONCLUSAO

e A fluoxetina e a sertralina apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus
e P. aeruginosa,

e . A associagdo da fluoxetina ou da sertralina com o PHMB reduziram
significativamente o MIC do PHMB;

¢ A fluoxetina e a sertralina apresentaram atividade antibiofilme in vitro contra S.
aureus e P. aeruginosa,

e A fluoxetina e a sertralina apresentaram atividade antibiofilme contra S. aureus e

P. aeruginosa em modelo ex vivo de ferida.
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