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RESUMO

REDIRECIONAMENTO DE FARMACOS E SINERGIA DE MEDICAMENTOS
NAO-ANTIBIOTICOS E ANTIBIOTICOS NO TRATAMENTO DE DOENCAS
INFECCIOSAS

AUTORA: Marissa Bolson Serafin
ORIENTADORA: Dr2 Rosmari Horner

A utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos em monoterapia ocasionou 0 surgimento de
cepas bacterianas multiresistentes, as quais sdo atualmente uma das maiores ameacas para a
salde humana. Enquanto a resisténcia aos antibioticos apresenta dados alarmantes sobre sua
ocorréncia, as opcles de tratamento e novos antibidticos ndo estdo sendo desenvolvidos a
tempo, requerendo cada vez mais o desenvolvimento de compostos que apresentem
propriedades antibacterianas satisfatorias. Nesse sentido, o redirecionamento de farmacos
surgiu como alternativa a busca tradicional de substancias ativas, uma vez que é um processo
mais rapido e vantajoso. Assim, 0 presente estudo objetivou, no primeiro artigo, apresentar a
comunidade cientifica a pesquisa atual do reposicionamento de drogas nao-antibidticas frente
a bactérias. No segundo manuscrito, analisou-se a atividade antibacteriana sinérgica de
sertralina e dissulfiram como candidatos ao redirecionamento. No primeiro artigo relatamos
que entre as principais vantagens do reposicionamento estdo a disponibilidade de dados
farmacoldgicos e toxicologia, bem como o menor gasto em seu desenvolvimento, somado a
taxas de sucesso que chegam a 30%, recente aprovacdo pelo Food and Drug Administration e
ainda a possibilidade de sinergismos entre si ou em associagdo com antimicrobianos. As
classes farmacologicas correntemente envolvidas no reposicionamento sdo 0s anti-
inflamatorios ndo esteroidais, antidepressivos, antipsicoticos, antialcoolismo, neuroprotetores,
antirreumaticos, antidiarreicos, tuberculostaticos e cardiovasculares. Referimos 19 farmacos
ndo-antibidticos os quais apresentam atividade antibacteriana frente a diversas cepas, tanto
Gram-positivas quanto Gram-negativas. No segundo manuscrito, relatamos a atividade
antibacteriana dos medicamentos dissulfiram e sertralina. O primeiro foi ativo frente as cepas
padrdo Gram-positivas, enquanto o segundo apresentou atividade tanto frente a Gram-
positivas quanto as Gram-negativas e potente atividade frente a cinco isolados clinicos de
Staphylococcus spp.. A associacdo desses dois farmacos foi sinérgica frente a duas cepas de
Staphylococcus  aureus, e quando  associados com oS  antimicrobianos
sulfametoxazol/trimetoprima e ciprofloxacino, ocorreram 8 eventos de sinergismo. Sertralina
demonstrou atividade bactericida potencializada com o dissulfiram. Dissulfiram e sertralina,
duas drogas ndo-antibioticas, constituem alternativas promissoras para o reposicionamento no
tratamento de infeccOes bacterianas. Porém sdo necessarios estudos adicionais, utilizando
diferentes técnicas, para a elucidagdo dos mecanismos de a¢do envolvidos.

Palavras-chave: Redirecionamento. Reposicionamento de drogas. Na&o-antibioticos.
Sertralina. Dissulfiram.



ABSTRACT

REDIRECTION OF DRUGS AND SYNERGY OF NON-ANTIBIOTIC AND
ANTIBIOTIC MEDICINES IN THE TREATMENT OF INFECTIOUS DISEASES

AUTHOR: Marissa Bolson Serafin
ADVISER: Dr2. Rosmari Horner

The indiscriminate use of antimicrobials in monotherapy has led to the emergence of
multiresistant bacterial strains, which are also one of the greatest threats to human health.
Whiles antibiotic resistance presents alarming data on its occurrence, treatment options and
new antibiotics are not being developed in time, requiring more and more the development of
compounds that have satisfactory antibacterial properties. In this sense, the redirection of
drugs appeared as an alternative to the traditional search for active substances, since it is a
faster and more advantageous process. Thus, the present study aimed, in the first article, to
present to the scientific community the current research on the repositioning of non-antibiotic
drugs against bacteria. In the second manuscript, the synergistic antibacterial activity of
sertraline and disulfiram was analyzed as candidates for redirection. In the first article, we
report that among the main advantages of repositioning are the availability of
pharmacological data and toxicology, as well the as less expense in its development, together
with success rates that reach 30%, recent approval by the Food and Drug Administration and
also the possibility of synergies between itself or in combination with antimicrobials. The
pharmacological classes currently involved in repositioning are nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, antidepressants, antipsychotics, antialcoholism, neuroprotectors,
antirheumatics, antidiarrheals, tuberculostatics and cardiovascular. We refer to 19 non-
antibiotic drugs which have antibacterial activity against several strains, both Gram-positive
and Gram-negative. In the second manuscript, we report the antibacterial activity of
disulfiram and sertraline medications. The former was active against Gram-positive standard
strains, while the second showed activity against both Gram-positive and Gram-negative and
potent activity against five Staphylococcus spp.. clinical isolates. The combination of these
two drugs was synergistic with the two strains of Staphylococcus aureus, and when associated
with antimicrobials sulfamethoxazole/trimethoprim and ciprofloxacin, 8 synergism events
occurred. Sertraline demonstrated potentiated bactericidal activity with disulfiram.
Dissulfiram and sertraline, two non-antibiotic drugs, are promising alternatives for
repositioning in the treatment of bacterial infections. However, additional studies, using
different techniques, are necessary to elucidate the mechanisms of action involveds.

Keywords: Redirection. Drug repositioning. Non-antibiotics. Sertraline. Dissulfiram.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento dos antimicrobianos foi capaz de revolucionar o tratamento das
infeccdes bacterianas, reduzindo as taxas de mortalidade ocasionadas por doencas infecciosas.
(ARMSTRONG, CONN e PINNER, 1999; O'CONNELL et al., 2013). Porém seu uso
indiscriminado em monoterapia proporcionou o surgimento de microrganismos multidroga
resistentes (MDR) (SANTOS, LA ROCCA e HORNER, 2016), os quais sdo atualmente uma
das maiores ameacas para a saude humana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Dessa maneira, a "era pos-antibiética” tem se aproximado (LIU, BANAEI e REN,
2017), pois ao passo que a resisténcia aos antibidticos tem crescido, as opg¢des de tratamento e
novos antibidticos ndo estdo sendo desenvolvidos a tempo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Por este motivo, a pesquisa de compostos com propriedades
antibacterianas constitui uma necessidade imediata no campo da medicina (KALAIVANI et
al., 2012).

Assim, 0 reposicionamento de medicamentos ganhou a atencdo da comunidade
cientifica (BROWN e PATEL, 2017), sendo considerado um novo meio de descoberta de
drogas na ciéncia moderna, devido a sua acessibilidade, seguranca e disponibilidade de dados
farmacologicos e toxicologicos (KUNDU, 2015). Esse processo é definido como o encontro
de novas indicacgdes terapéuticas para medicamentos clinicamente aprovados (ASHBURN e
THOR, 2004) e tem sido apontado como atraente, apresentando vantagens em relacéo a busca
tradicional de substancias ativas, uma vez que reduz 0S riscos no processo de
desenvolvimento (LI et al., 2016; MEHNDIRATTA et al.,, 2016). Outro fato e que
combinacbes de medicamentos sinergicos, identificados a partir do reaproveitamento de
drogas € uma opcdo util no tratamento de infec¢bes graves (ZHENG, SUN e SIMEONOQV,
2018).

Nessa perspectiva, esse estudo apresentou o reposicionamento de drogas nao-
antibidticas frente a infeccdes bacterianas, abordando as principais vantagens desse processo,
os farmacos ndo-antibidticos envolvidos, suas classes farmacoldgicas, e frente a quais
microrganismos esses sdo efetivos. Além disso, verificou-se a atividade antibacteriana
sinérgica de sertralina e dissulfiram, como candidatos ao redirecionamento e suas atividades

em combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima.


http://www.who.int/
http://www.who.int/
http://www.who.int/
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1.1 JUSTIFICATIVA

Em razdo de nas ultimas duas décadas ter ocorrido uma diminuicdo significativa no
numero de antibiodticos aprovados pelas agéncias reguladoras e simultaneamente um aumento
crescente de bactérias resistentes a maltiplos antimicrobianos, essas tornaram-se um problema
de satde publica global, restringindo as opgbes de tratamento antibacteriano cada vez mais
restritas. Dessa forma, a investigacdo do redirecionamento de farmacos nao-antibidticos no
tratamento dessas infeccbes emerge como uma abordagem alternativa promissora para a

utilizacdo clinica de drogas efetivas para seu tratamento.
1.2 OBJETIVOS
1.2.10bjetivo Geral

Apresentar o reposicionamento de drogas nao-antibidticas frente a bactérias e verificar
a atividade antibacteriana sinérgica de sertralina e dissulfiram como candidatos ao
redirecionamento.

1.2.2 Objetivos Especificos

a)  Avaliar os estudos abrangendo o reposicionamento de drogas ndo-antibioticas

frente a bactérias, abordando as principais vantagens desse processo;

b)  Avaliar quais farmacos ndo-antibidticos estdo presentes em estudos de

redirecionamento para tratamento de doencas infecciosas;

c) Avaliar as principais classes farmacologicas envolvidas no processo do

redirecionamento de farmacos nas infec¢des bacterianas;

d) Awvaliar a atividade antibacteriana de sertralina e dissulfiram frente a cepas
bacterianas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos

provenientes do Hospital Universitario de Santa Maria;
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e) Awvaliar a atividade antibacteriana de sertralina e dissulfiram, isoladamente e

em associag¢do com os antibacterianos ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESISTENCIA BACTERIANA

O desenvolvimento das sulfonamidas e da penicilina durante o século XX,
revolucionou o tratamento das infeccOes bacterianas, anunciando uma nova era. Suas
insercOes na pratica clinica resultaram em uma acentuada redugdo das taxas de mortalidade
por doencas infecciosas, como por exemplo, nos Estados Unidos entre os anos de 1937 e
1952, passando de 283 para 75 mortes por 100.000 pessoas (ARMSTRONG, CONN e
PINNER, 1999; O'CONNELL et al., 2013).

No entanto, segundo Ventola (2015) a cada novo antibidtico inserido na terapéutica,
apos cerca de dois anos, ou até mesmo antes a sua introducéo, ja era descrita a ocorréncia de

microrganismos resistentes a esses farmacos, como podemos observar na tabela 1.

Tabela 1- Linha do tempo da introducédo de antibioticos e resisténcia identificada.

Antibidtico Ano de introdugdo Ano de id_e n:tifi(_:agéo Bac_térias_ r_esistentes
da resisténcia identificadas
Penicilina 1943 1940 Staphylococcus
Meticilina 1960 1962 Staphylococcus
Ceftazidima 1985 1987 Enterobacteriaceae
Levofloxacino 1996 1996 Streptococcus
Linezolida 2000 2001 Staphylococcus
Ceftarolina 2010 2011 Staphylococcus

Fonte: (Adaptado de Ventola, 2015).

Dessa forma, a resisténcia antimicrobiana (RAM) ameaca as conquistas da ciéncia e
da medicina, uma vez que inviabiliza a terapéutica antimicrobiana (ABD-EL-AZIZ,
AGATEMOR, ETKIN, 2017). Em vista disso, tanto profissionais da saude, como governos e
organizagOes internacionais tém relatado cada vez mais 0s riscos que esse fendmeno acarreta
a seguranca sanitaria global, pois estd relacionada a falha no tratamento, hospitalizacédo
prolongada, aumento dos custos de internacdo e da mortalidade. Estima-se que a RAM esta
causando atualmente cerca de 700.000 mortes ao ano, podendo atingir até 10 milhdes em
2050 (CURRIE et al., 2014; LAXMINARAYAN et al., 2013; O’NEIL, 2014;).



14

Segundo Hwang e Gums (2016) o surgimento da RAM é um processo complexo, o
qual envolve questdes multifatoriais, como por exemplo mecanismos patologicos e
comportamentais. Os patoldgicos referem-se ao processo bacteriano natural de
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, e abrange varios mecanismos, incluindo
transmissao de material genético, adaptagdo microbiana e pressao seletiva pelo uso excessivo
de antibidticos. J& os comportamentais estdo relacionados ao uso inadequado do
antimicrobiano, como por exemplo, 0 uso desnecessario em areas ndo médicas,
particularmente na agricultura e agropecuaria, e a prescricdo empirica de antibidticos para
indicacdes inapropriadas.

A RAM tem sido constatada em todas classes de antibidticos, tais como penicilinas,
aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e tetraciclinas, até mesmo antes de sua insercdo na
terapéutica (LEWIS, 2013). Em comparagdo, torna-se ainda mais alarmante o
desenvolvimento da resisténcia de um microrganismo a multiplas drogas, j& que aumenta a
probabilidade de uma infeccdo ndo poder ser tratada com antibiéticos usuais. Santos e
colaboradores (2016) revelam em seu trabalho que o uso indiscriminado dos agentes
antimicrobianos tem provocado a emergéncia dos MDR.

Por esse motivo, a Organizacdo Mundial da Salde lancou em 2017 uma lista de
“agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibioticos, ou seja, 12 familias bacterianas
que representam a maior ameaca para a salde humana, as quais necessitam do
desenvolvimento urgente de antimicrobianos. Conforme esta organizacdo, ao passo que a
resisténcia aos antibiodticos esta crescendo, estamos ficando sem opc¢des de tratamento e 0s
novos antibidticos que precisamos urgentemente, talvez ndo sejam desenvolvidos a tempo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Dessa maneira, a "era poOs-antibidtica" tem se aproximado (LIU, BANAEI e REN,
2017), pois no momento em que estas drogas perdem sua eficicia, doengas comuns, bem
como ferimentos leves, passam a tornar-se potencialmente fatais. Assim como seria inviavel a
realizacdo de procedimentos com seguranga, cOmo terapias contra 0 cancer, cirurgias
invasivas e transplantes, devido ao risco de infeccdo (BARRIERE, 2015).

Nas Ultimas quatro décadas houve o desenvolvimento de apenas duas novas classes de
antibioticos (O’NEIL, 2015). Piddock (2012), também salienta em seu trabalho que poucos
novos compostos tém chegado ao mercado ou serdo disponibilizados nos proximos anos.
Assim, cria-se a necessidade de novas estratégias que combatam a viruléncia da resisténcia
aos antimicrobianos (ABD-EL-AZIZ, AGATEMOR e ETKIN, 2017).


http://www.who.int/
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2.2 REDIRECIONAMENTO E COMBINACOES SINERGICAS DE FARMACOS

Seguramente, os medicamentos antimicrobianos disponiveis na atualidade estdo
perdendo a batalha frente aos patdgenos multirresistentes recém-emergidos, havendo uma
necessidade urgente e ndo satisfeita de novos antimicrobianos, bem como novas abordagens
para desenvolvé-los (THANGAMANI, YOUNIS e SELEEM, 2015). No entanto, o
desenvolvimento de novas drogas é complexo, demorado e dispendioso, fazendo com que as
empresas farmacéuticas ndo tenham conseguido equilibrar a producdo e o aumento das
despesas em pesquisa e desenvolvimento (LANDERS, 2004).

Nesse sentido, recentemente, o reposicionamento de medicamentos aprovados para o
tratamento de doencas, que ndo as suas indicacdes conhecidas, ganhou a atencdo da
comunidade cientifica (BROWN e PATEL, 2017). Este termo foi definido pela primeira vez
por Ashburn e Thor (2004). Tem sido indicado como um processo alternativo de identificacéo
rapida de novos agentes terapéuticos para tratar infeccbes com bactérias resistentes aos
medicamentos e outras doencas infecciosas (ZHENG, SUN e SIMEONOV, 2018).

Existem inGmeras vantagens do reposicionamento de drogas, dentre as principais,
estdo a economia de tempo e dinheiro, e risco minimo devido ao prévio conhecimento e
disponibilidade de dados farmacologicos, de seguranca e toxicologia (KUNDU et al., 2015).
Enquanto a descoberta tradicional de medicamentos, desde a identificacdo do alvo até seu
desenvolvimento e aprovacdo leva de 10-17 anos, a aprovacdo de um medicamento ja
existente leva de trés a 12 anos (BRAUN, et al., 2010), como podemos verificar na figura 1.
Assim, a reducdo do tempo de desenvolvimento e relangamento de droga reaproveitada
fornece opc¢oes de tratamento acelerado aos pacientes.

Em relagdo ao custo, relancar o reposicionamento é razoavel, cerca de 40 - 80 milhGes
de dolares, enquanto lancar uma nova droga chega a dois bilhdes (PAPAPETROPOULOS e
SZABO, 2018). Outro fato é que as taxas de sucesso para medicamentos redirecionados
também sdo mais elevadas em comparagdo com a descoberta de novos farmacos, chegando a
cerca de 30% nos ultimos anos, sendo recentemente aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) (BRAUN, et al., 2010).

Diversas combinacdes antibioticas tém sido usadas para tratar enfermidades, tais
como, tuberculose, lepra, maléria e infeccBes associadas a fibrose cistica. Algumas
combinacdes de farmacos ndo-antibidticos com antibioticos tém demonstrado um aumento da
atividade antimicrobiana in vitro, como por exemplo nos estudos de Chan e colaboradores
(2017) e Munoz-Bellido, Munoz-Criado e Garcia-Rodrigues (2000). Isso sugere que
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combinagBes de compostos ndo-antibioticos com antibidticos podem explorar uma maior area
de espaco quimico antimicrobiano se comparada a acdo de agentes sozinhos (EJIM et al.,
2011).

FIGURA 1: Principais etapas e tempo estimado envolvido no processo de desenvolvimento de

medicamentos, reduzido significativamente pelo reaproveitamento de medicamentos.

Desenvolvimento de nova droga

Pesquisa Design  Eficdcia Eficacia Aprovagio
basica droga in vitro in vivo S i e FDA
3 ~ 5 anos 5 ~7 anos 1~2anos

Redescoberta de drogas
anfigas para novos usos

Existem quatro principais vantagens relacionadas a combinacdo de drogas. Expansédo

Fonte: (Adaptado de Gupta et al., 2013)

do espectro antimicrobiano, proporcionando uma cobertura mais ampla de patdgenos
(ZILBERBERG et al., 2014); superacdo da resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos (QIN et al., 2017) e diminui¢do o desenvolvimento de resisténcia antibiotica
através do uso prudente de combinacfes de drogas (ALDEYAB et al., 2008; LEVIN, 2002;
MAHAMAT et al, 2007). Outra vantagem, é que combinagdes de dois ou mais
medicamentos podem levar a um efeito sinérgico, que é alcancado por diferentes mecanismos
de acdo.

A combinagdo de drogas sinérgicas é particularmente Gtil para o reaproveitamento de
drogas porque muitos compostos ativos tém atividades fracas (CIM >16 pug/mL), ndo podendo
serem aplicados como terapia individual em humanos. Dessa maneira, para o tratamento de
infeccbes graves, combinacdes de medicamentos sinérgicos, identificados a partir de
reaproveitamento de drogas é uma opcao Util para superar esse problema (ZHENG, SUN e
SIMEONOQV, 2018).
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Embora a pesquisa cientifica progrida rapidamente no campo do redirecionamento de
drogas, sua implementacdo enfrenta obstaculos financeiros e regulatérios. O reaproveitamento
geralmente € realizado com medicamentos genéricos, 0s quais ainda devem der submetidos a
pelo menos um ensaio clinico de fase Il para sua nova indicacéo, requerendo investimento.
Dessa forma, torna-se menos interessante financeiramente as inddstrias farmacéuticas, ja que
provavelmente uma nova patente ndo sera gerada e outras empresas poderdo beneficiar-se
capitalmente. Ja a questdo regulatdria esta associada a aprovacao de extensao de rétulo de um
medicamento, pois apenas na Europa é possivel que a empresa responsavel pela introducéo
desse no mercado solicite uma autorizacdo de comercializagcdo contendo a expansdo. Assim,
para a otimizacdo do redirecionamento, ainda é necesséria a criagdo de incentivos, que
estimulem o envolvimento da inddstria farmacéutica e favorecam as opc¢fes para seu
desenvolvimento comercial (VERBAANDERD et al., 2017).

2.3 DISSULFIRAM

O dissulfiram (DSF) é um medicamento amplamente utilizado na clinica para o
tratamento do alcoolismo cronico. E um inibidor irreversivel da enzima aldeido desidrogenase
(ALDH), a qual é responsavel pela degradacéo do alcool no organismo. Assim, o DFS para o
metabolismo do etanol na fase de acetaldeido e induz a efeitos desagradaveis, como rubor,
hipotensdo, mal-estar, nauseas e vomitos (TRISCOTT et al., 2012). Este farmaco pertence a
classe dos dissulfetos de tiuram, que sdo uma classe de drogas sintéticas a base de

organosulfurados, conforme estrutura pode ser verificada na figura 2 (LONG, 2017).

Figura 2: Estrutura quimica do farmaco dissulfiram.

Dissulfiram

FONTE: (Adaptado de Long, 2017)
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Apesar de o DSF ter uma longa histéria no tratamento do alcoolismo, tem
demonstrado efeitos frente a fungos, protozoarios, virus e bactérias (HORITA et al., 2012).
No que diz respeito a atividade antibacteriana, tal medicamento tem apresentado efeitos
principalmente frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em estudos in
vitro (LONG, 2017; VELASCO-GARCIA et al., 2006; PHILLIPS et al., 1991) e frente a
Mycobacterium tuberculosis em ensaios in vitro e in vivo (HORITA et al., 2012).

Seu mecanismo de acdo antibacteriano ainda ndo esta totalmente estabelecido. Sabe-se
que as bactérias possuem uma gama diversificada de co-fatores intracelulares, metabdlitos e
enzimas (LOI, ROSSIUS e ANTELMANN, 2015) que contém residuos tiofilicos em que o
DSF é capaz de reagir para provocar efeitos antimicrobianos através da formacao de ligacdes
dissulfeto. OQutra hipdtese esta relacionada ao seu principal metabdlito, o
diethyldithiocarbamato (DDTC), possivelmente o DSF é metabolizado pela bactéria para
formar DDTC, que exerce efeitos antibacterianos (HORITA et al., 2009; HORITA et al.,
2012; TAKII et al., 2012). Outra constatacdo, descrita por Cvek (2013) é que esse farmaco
tem capacidade de exercer atividade proteolitica através da quelacdo ions, provocando a
inibicdo bacteriana.

Tais atividades descritas tornam ainda mais interessante a busca dos efeitos do
dissulfiram frente a cepas bacterianas, tanto em associacdo com outros farmacos candidatos
ao redirecionamento, quanto com antimicrobianos, uma vez que ja foi relatada sua sinergia
com a vancomicina em estudo in vitro frente a trés cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a vancomicina do tipo-VanA (LONG, 2017). Essa combinacdo foi capaz de

reduzir a concentracdo inibitdria minima de vancomicina de 128 pg/ml para 4 a 16 pg/ml.

2.4 SERTRALINA

A sertralina (SER), pertencente a classe dos inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina (ISRS), € uma das serotoninas seletivas de primeira linha mais comumente
utilizadas no tratamento de varias condi¢cBes psiquiatricas, tais como depressdo maior,
transtorno obsessivo-compulsivo, ataques de panico, estresse pds-traumatico e transtornos de
ansiedade. (CIPRIANI, et al., 2009; CIPRIANI, et al., 2008), cuja estrutura pode ser

verificada na figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica do farmaco sertralina.

Sertralina

Fonte: (Adaptado Macedo et al., 2017).

Ha décadas, foi evidenciado que farmacos psicotropicos sdo capazes de apresentar
atividade antimicrobiana (BROWN, 1975) sendo a maior atividade encontrada em
antidepressivos de terceira geracdo, tais como a sertralina (LIEB, 2004; MUNOZ-
BELLIDO,MUNOZ-CRIADO e GARCIA-RODRIGUES, 2000). Estas drogas tém uma
atividade antimicrobiana significativa, principalmente frente a bactérias Gram-Positivas,
mostrando-se sinérgicas quando combinadas com antibidticos usuais, como tetraciclina e
ciprofloxacino (MUNOZ-BELLIDO, MUNOZ-CRIADO e GARCIA-RODRIGUES, 2000).

Existem descritos na literatura trés possiveis mecanismos de atuacdo dos ISRS na
inibicdo bacteriana. Visto que essa classe esta associada a inibicdo da bomba de efluxo em
células humanas (MUNOZ-BELLIDO, MUNOZ-CRIADO e GARCIA-RODRIGUES, 2000;
BOHNERT et al., 2011), poderia exercer essa propriedade nos microrganismos, contornando
um dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana da atualidade (AMARAL et al.,
2010). Também ha a hipdtese de que esses farmacos atuam sobre processos metabolicos
béasicos, prejudicando uma série de processos que envolvem a biossintese de produtos nos
microrganismos (MACEDO et al., 2017). Ja Hadera e colaboradores (2018), sugerem que tal
atividade pode se dar através da inibicdo da formacao da parede celular ou inibigdo da divisdo

celular.
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Reposicionamento de drogas, uma nova alternativa em doengas infecciosas

Nas ultimas duas décadas houve uma diminuicdo significativa no numero de
antibioticos aprovados e paralelamente a isso um aumento crescente de bactérias resistentes a
maltiplos antimicrobianos (MDR). Assim, as MDR tornaram-se um problema de salde
publica global e com essa ameaca, estava langado o desafio de desenvolver novos antibiéticos
em todas as esferas: governamental, académica e indistria privada de farmacos.! Nesse
sentido, o reposicionamento de farmacos emergiu como uma abordagem alternativa para a
identificacdo mais rapida de drogas efetivas no tratamento das doencas infecciosas.?

Os termos “drug repositioning” e “drug repurposing” foram descritos pela primeira
vez por Ashburn e Thor (2004)% em seu artigo denominado “Drug repositioning: identifying
and developing new uses for existing drugs”. De acordo com o0s autores, este é o0 processo de
busca de novos usos para as drogas ja aprovadas clinicamente, sendo conhecido também
como redirecting e reprofiling.

Diversos estudos sinalizam que o redirecionamento de medicamentos apresenta
vantagens em relacdo a maneira tradicional de procura a uma substancia ativa 247, pois ja
estdo disponiveis dados farmacoldgicos, de biodisponibilidade e toxicologia, entre outros
(Ashburn e Thor, 2004). Emprega-se menos tempo no seu desenvolvimento, com consequente
reducdo de gastos, 0 que prova ser uma estratégia alternativa vantajosa, preferida, na
descoberta mais rapida de drogas* Outros dados encorajadores sdo que as taxas de SUCesso
para os farmacos reposicionados sdo mais altas quando comparadas com a de novos
medicamentos, chegando a 30% nos Gltimos anos. No somatdrio dos pontos positivos do
reposicionamento, esta sua recente aprovacéo pelo Food and Drug Administration (FDA).2

Comparando-se redirecionamento e o uso off-label, observa-se uma semelhanca
entre essas praticas: uma nova indicacdao do medicamento, que ndo a usual. Porém o uso fora
do rotulo vai além, pois pode incluir faixa etaria ndo aprovada, dosagem ou via de
administracdo diferentes. Apesar dessa ser considerada uma aplicacéo legal e comum, muitas
vezes € realizada na auséncia adequada de dados cientificos, podendo expor pacientes a
experimentacao irrestrita e ineficaz de medicamentos com riscos a salide desconhecidos.®

Apresentamos na Tabela I um resumo do “repurposing” de farmacos para o
tratamento antibacteriano: s@o exemplos de estudos que tém investigado as atividades
antimicrobianas de inumeras classes farmacoldgicas, envolvendo psicotropicos, anestésicos
locais, tranquilizantes, medicamentos cardiovasculares, anti-histaminicos e anti-inflamatorios,

sendo estes chamados de “farmacos ndo-antibioticos”. 10-14
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O tratamento de infeccOes bacterianas graves de pacientes imunodeprimidos utilizando
combinacBes sinérgicas de farmacos j& estd bem estabelecido e é procedimento adotado ha
anos.'® Essas combinagbes sinérgicas sdo utilizadas por apresentarem trés vantagens
principais: expansdo do espectro de antibidticos'®!’, superacio da resisténcia®® e diminuicio
do desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos através de uma utilizacdo prudente destas
combinagdes!®-?:

Visto que os farmacos ndo-antibidticos redirecionados apresentaram efeito antibiotico
tanto entre si quanto se usados em conjunto com antimicrobianos, essas combinacdes
constituem, na atualidade, uma opc¢do Util em superar o problema da fraca atividade das
drogas individuais.?1%16

Com base nos diversos estudos apresentados, pode-se inferir que o reposicionamento
de medicamentos ndo-antibidticos, com perfis de toxicidade conhecidos, representa uma
alternativa promissora para o tratamento de infec¢Oes bacterianas. Entretanto, constitui
consenso da comunidade cientifica mundial, que estamos apenas no comeco, sendo que
estudos adicionais relacionados a mecanismos de acdo, estudos in vivo, entre outros, sdo

essenciais para a utilizacdo segura dessas drogas.

Tabela |- Estudos do reposicionamento de drogas ndo-antibidticas com efeito antibidtico

Farmaco Indicacédo original Nova indicacio Referéncia
Anti-inflamatorio ndo
AAS esteroidal MRSA Chan et al, 2017 ¥
Amitriptilina Antidepressivo Staphylococcus spp. Mandal et al., 2010 *
Enterococcus faecalis
Micrococcus luteus Muthukumare, Janakiraman,
Bacillus spp. 2014 22
Shigella spp.

Salmonella spp.
Vibrio cholerae
Vibrio parahaemolyticus
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas spp.
Proteus spp.
Citrobacter spp.
Providencia spp.
Enterobacter cloacae
Hafnias pp.
Lactobacillus sporogenes
Micrococcus flavus
Vibrio cholerae

Auranofina Artrite reumatoide MRSA Harbut et al., 2015 %
Clorpromazina Antipsicotico Corynebacterium urealyticum Munoz-Bellido, Munoz-
Escherichia coli Criado, Garcia-Rodriguez,
Klebsiella pneumoniae 1996 2

Citrobacter freundii
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Morganella morganii
Acinetobacter baumannii
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Campylobacter jejuni
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Enterococcus faecalis
Clostridium perfringens
Clostridium difficile
Bacreroides fragilis
Prevotella spp.
Brucella spp.

Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
2000 13

Clofazima

Tuberculose

Mycobacterium leprae Naylorand, Schonfeld,

2014 %

Clomipramina

Antidepressivo

Serratia marcescens
Morganella morganii
Acinetobacter baumannii
Haemophilus influenzae
Campylobacter jejuni
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Enterococcus faecalis
Clostridium perfringens
Clostridium difficile
Bacteroides fragilis

Prevotella spp.

Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
200013

Brucella spp.
Dissulfiram Alcoolismo MRSA Phillips et al, 1991 %
Pseudomonas aeruginosa Velasco-Garcia et al., 2006 2
MRSA
Ebselen Neuroprotetor VRSA

Thangamani, Younis, Seleem

Streptococcus spp. 201587

Enterococcus spp.

Escitalopram

Antidepressivo

Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Enterobactor cloacae
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Akilandeswari,
Ruckmani,Ranjith, 2013 %7

Fluoxetina

Antidepressivo

Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
1996 12
Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
2000 -

Corynebacterium urealyticum
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhales
Campylobacter jejuni

Ibuprofeno

Anti-inflamatorio
nao esteroidal

MRSA Chan et al, 2017 10

Iproniazida
Loperamida

Antidepressivo

Mycobacterium tuberculosis  Lépez-Mufioz, Alamo, 2009 2

Sertralina

Diarreia

Salmonella enterica Ejimetal., 2011 %6

Antidepressivo

Corynebacterium urealyticum
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterococcus cloacae
Citrobacter freundii

Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
1996 12

Munoz-Bellido, Munoz-




Serratia marcescens
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris

Morganella morganii

Acinetobacter baumannii
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Campylobacter jejuni
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Enterococcus faecalis
Clostridium perfringens

Clostridium difficile

Bacteroides fragilis
Prevotella spp.

Brucella spp

Staphylococcus spp.

Micrococcus luteus
Bacillus subtilis

Shigella spp.
Salmonella spp.
Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Pseudomonas aeruginosa
Providencia spp.

Lactobacillus sporogenes

Criado, Garcia-Rodriguez,
2000 13

Samanta et al., 2012 2°

Paroxetina Antidepressivo

Corynebacterium urealyticum
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhales
Campylobacter jejuni

Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
1996 12
Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
2000 3

Risperidona Antipsicotico

Corynebacterium urealyticum

Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,
1996 2
Munoz-Bellido, Munoz-
Criado, Garcia-Rodriguez,

2000 13
Sinvastatina e Doencas Staphylococcus epidermidis Rampelotto et al., 2018 in
Atorvastatina cardiovasculares Staphylococcus aureus presst4

Salmonella spp.
Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus luteus
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Enterobacter hormaechei
Bacillus cereus
Staphylococcus spp.
Staphylococcus coagulase
negative
MRSA

Graziano et al., 2015 3

Talidomida Antiemético

Mycobacterium leprae

Paravare, Lee,
2008 3t

24

MRSA, Staphylococcus aureus resistente a meticilina; VRSA, Staphylococcus aureus resistente a vancomicina;

AAS, acido acetilsalicilico.
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Efeito sinérgico da sertralina e dissulfiram frente a bactérias multirresistentes como nova

alternativa no reposicionamento de drogas

Reposicionamento de drogas: sertralina e dissulfiram

RESUMO

O reposicionamento de medicamentos ja aprovados é de crescente interesse para a
academia e industria farmacéutica. Ele ja provou ser uma alternativa com reducdo de tempo e
custos, constituindo um método alternativo para rapida identificacdo de novos agentes
terapéuticos. A combinacdo sinérgica destas drogas pode gerar sucesso no tratamento de
infecgBes por bactérias multidroga resistentes. Por essa raz&o, este estudo avaliou a atividade
antibacteriana sinérgica in vitro da sertralina e dissulfiram e suas interagdes com o0s
antimicrobianos ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima. Foi realizada determinacao da
concentracdo inibitéria minima, concentracdo bactericida minima e avaliacdo do sinergismo
através do Indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada. Foram utilizadas dezoito cepas
bacterianas (nove referéncia American Type Culture Collection e nove isolados clinicos
multirresistentes). Constatou-se sinergismo entre sertralina e disulfiram frente a cepa padréao
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (FICI=0,5) e um isolado clinico de S. aureus
(FICI=0,5). Sertralina e dissulfiram quando associados com sulfametoxazol/trimetoprima e
ciprofloxacino, apresentaram 8 eventos de sinergismo, sendo estes frente a trés diferentes
cepas padrdo e 2 isolados clinicos multidroga resistentes. Na determinacdo da concentracdo
bactericida minima, a sertralina demonstrou atividade bactericida potencializada com o
dissulfiram. Nossos resultados sugerem que essas drogas, utilizadas largamente no tratamento
da depressdo e do alcoolismo crbnico, possuem potencial antibacteriano isoladamente, em
associacdo, e em combinacdo com antimicrobianos, fazendo de seu redirecionamento, uma
alternativa terapéutica promissora para o tratamento efetivo de infeccGes por bactérias

multirresistentes.

Palavras-chave: Sertralina, Dissulfiram, Atividade antimicrobiana, Sinergismo de drogas,

Reposicionamento de drogas.
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ABSTRACT

The repositioning of approved drugs is an of interest for the academy and the
pharmaceutical industry. The synergistic combination of these drugs can be successful in the
treatment of infections caused by resistant bacteria. The aim of this study was to assess the in
vitro synergistic antibacterial activity of sertraline and disulfiram and their interaction with
ciprofloxacin and sulfamethoxazole/trimethoprim. We have determined the minimal
inhibitory concentration, the minimal bactericidal concentration and Fractional Inhibitory
Concentration Index. Eighteen bacterial strains (nine American Type Culture Collection
reference and nine multidrug resistant clinical isolates) were used. Synergy was detected
between sertraline and disulfiram against strain of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and a
clinical isolate of S. aureus. When associated to sulfamethoxazole/trimethoprim and
ciprofloxacin, sertraline and disulfiram showed eight synergistic events, which occurred
against three different standard strains and two multidrug resistant clinical isolates. When the
minimal bactericidal concentration was determined, the bactericidal activity of sertraline was
enhanced with disulfiram. Our results suggest that these drugs, which are widely used to treat
depression and chronic alcoholism, have antibacterial potential individually, in association,
and combined with antimicrobials, what makes their repositioning a promising therapeutic

alternative for the effective treatment of infections caused by multidrug resistant bacteria.

Keywords: Sertraline, Disulfiram, Antimicrobial activity, Drug synergism, Drug

repositioning.
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INTRODUCAO

A utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos na terapia clinica favoreceu o
surgimento de bactérias multirresistentes (MDR) (Santos, La Rocca , Horner, 2016), o que
representa um sério problema de satde publica mundial, uma vez que as opcdes terapéuticas
para tratamento tém se tornado restritas (Franco et al., 2015).

Embora haja cada vez mais a necessidade por compostos ativos contra bactérias MDR,
as pesquisas por novos farmacos ndo evoluem de acordo com a demanda, sendo necessarias
medidas alternativas para o controle das doencas infecciosas (Grillo et al., 2014). Dessa
forma, novas terapias podem surgir através do redirecionamento de farmacos, onde ha o
emprego de drogas ja utilizadas clinicamente e os testes em pacientes ja sdo conhecidos
(Wiggins et al., 2015). Além disso, pode haver combinacdo sinérgica entre estes farmacos, o
que pode contribuir para um tratamento mais efetivo ao paciente (Zheng, Sun e Simeonov,
2017).

Ashburn e Thor (2004) definem o reposicionamento de farmacos como o processo de
encontrar uma nova indicacdo para uma droga ja aprovada. Este método ja provou ser uma
estratégia alternativa preferida para descoberta acelerada de drogas, uma vez que é
relativamente barato e traz risco minimo aos pacientes devido a disponibilidade dos dados
farmacoldgicos, de seguranca e toxicologia anteriores (Mehndiratta et al., 2016).

Diante disso, 0 reposicionamento constitui uma abordagem atrativa para estudos onde
sdo investigadas as atividades antimicrobianas de psicotrépicos, anestésicos locais,
tranquilizantes, medicamentos cardiovasculares, anti-histaminicos e anti-inflamatérios (Chan
et al., 2017; Mandal et al., 2010; Rampelotto et al., 2018). A combinagéo de drogas tem sido
utilizada com sucesso no tratamento de bactérias MDR uma vez que é alcancado efeito
sinérgico pela soma de seus diferentes mecanismos de ac¢do. Dessa forma, uma identificacdo
rapida de terapias para o tratamento de infeccOes graves, também surge através da
combinacdo de farmacos sinérgicos redirecionados, superando o problema da fraca atividade
das drogas quando utilizadas de forma individual (Zheng, Sun e Simeonov, 2017).

Assim este estudo avaliou as atividades antibacterianas in vitro da sertralina e
dissulfiram, o sinergismo da combinagéo entre si e com 0s antimicrobianos ciprofloxacino e
sulfametoxazol/trimetoprima. Os testes foram realizados através da determinacdo da
concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), avaliando o
indice de Concentrac&o Inibitoria Fracionada (FICI).
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MATERIAIS E METODOS

Cepas bacterianas

Foram utilizadas dezoito cepas bacterianas, incluindo nove de referéncia American
Type Culture Collection(ATCC) (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC 7468, Bacillus
cereus ATCC 14579, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) e nove isolados clinicos
MDR, provenientes de pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM). Desses, quatro foram de S. aureus e um isolado de cada espécie descrita a seguir: S.
warneri, S. haemolyticus, S. epidermidis, P. aeruginosa e A. baumannii.

Os isolados clinicos foram identificados atraves do sistema automatizado Vitek® 2
(bioMérieux, Franca). Para a caracterizacdode bacterias MDR, foram seguidas as diretrizes da
Nota Técnica n® 1/2010 lancada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(Anvisa, 2010). De acordo com estas diretrizes, MDR sdo microrganismos resistentes a
diferentes classes de antimicrobianos testados em exames microbiologicos. O uso desses
isolados para pesquisa clinica foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) sob nimero: 38850614.4.0000.5346.

Medicamentos usados

Sertalina (Legrand Pharma Inddstria Farmacéutica Ltda, Hortolandia, SP, Brazil),
dissulfiram (Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil), ciprofloxacino (Cimed
Industria de medicamentos Ltda, Pouso Alegre, MG, Brazil) e sulfametoxazol/trimetoprima
(Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S. A., Rio de Janeiro, RJ, Brazil) foram testados
frente a todas as cepas descritas anteriormente. Para a obtencdo da solugdo estoque da
sertralina, ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima, estes foram dissolvidos em metanol
absoluto, ja o dissulfiram em etanol absoluto. A concentracdo testada para ambos o0s
medicamentos foi de 0,5-512 pg.mL?. Para a comprovacdo da inexisténcia de atividade

inibitéria dos solventes utilizou-se metanol e etanol & 10% em teste realizado isoladamente.
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Atividade antibacteriana

Determinacéo da concentracéao inibitoria minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método padrdo da microdiluicdo em caldo, conforme o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Todos os testes foram feitos em
triplicata, sendo as leituras realizadas visualmente apds 24 h de incubagdo a 35 + 2° C em
atmosfera ambiente. O inoculo bacteriano foi preparado em solucdo salina estéril, obtendo
concentracdo da suspensdo bacteriana conforme a escala 0,5 McFarland, ou seja, 1,5 x 108
unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL).

Determinacdo da concentracéo bactericida minima (CBM)

A CBM foi realizada conforme o método descrito no documento M26-A do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (NCCLS, 1999). Apos a leitura
visual da CIM, foram retirados aproximadamente 10pL do conteido dos pocos onde ndo
houve crescimento bacteriano e também do ultimo poco onde houve crescimento bacteriano
visivel. Este volume foi semeado em placas de Petri contendo &gar Miiller-Hinton, sendo
incubadas a 35 + 2 °C durante 48 h. Apds o periodo de incubacdo, a CBM foi determinada

como a menor concentra¢do em gue ndo houve crescimento do microrganismo.

Determinacéo do indice de concentracao inibitoria

A andlise do sinergismo dos medicamentos foi obtida calculando-se o FICI, cuja
interpretacdo ¢ classificada como "sinérgico" (FICI<0,5), "sem interacdo” (FICI> 0,5 e < 4,0)
e "antagbnico" (FICI1>4,0). (Odds, 2003; Konaté, Mavoungou, Lepengué, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CIM obtidos, bem como de FICI podem ser visualizados na Tabela I.
Os resultados demonstram que o medicamento dissulfiram foi especialmente mais ativo frente
as cepas padrdo Gram-positivas, enquanto que a sertralina apresentou atividade tanto frente a
Gram-positivas quanto a Gram-negativas. Quando testada a atividade frente aos isolados
clinicos, a sertralina apresentou potente atividade frente a cinco isolados de Staphylococcus
(CIM = 8). Associados, os farmacos apresentaram efeito sinérgico frente ao Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e no isolado S. aureus MDR(1) (CIM=4; FICI=0,5).
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Quanto a interacdo destes dois medicamentos com antimicrobianos usuais, observou-
se sinergismo da sertralina e dissulfiram com sulfametoxazol/trimetoprima frente & cepa de E.
coli ATCC 35218. Enquanto que ao serem associados ao ciprofloxacino, estes apresentaram
sinergismo frente ao B. cereus. Ainda, a combinacdo de ciprofloxacino com dissulfiram foi
efetiva frente a cepa de M. luteus e ao isolado clinico A. baumannii, ao passo que a interagdo
de dissulfiram com sulfametoxazol/trimetoprima foi sinérgica frente aos isolados de P.
aeruginosa e A. baumannii.

Munoz-Bellido et al. (2000), avaliaram a atividade antibacteriana da sertralina em
diferentes isolados clinicos, provenientes de pacientes atendidos no Hospital Universitario de
Salamanca, Espanha. Os valores de CIM 90 obtidos frente ao S. aureus (CIM = 16) e S.
epidermidis (CIM = 16), bem como em A. baumannii (CIM = 64) e E. coli (CIM = 128),
assemelharam-se aos encontrados nesse estudo.

Phillips et al. (1991), em Valhalla, New York, ao investigarem a atividade in vitro do
dissulfiram frente a S. aureus, obtiveram CIM de 1,33 pg.mL™ para todos os isolados
investigados. Em nosso estudo encontramos valores de CIM acima dos relatados por este
grupo de pesquisa. Este fato pode estar relacionado com as diferencas da matéria-prima
utilizada e sua dissolugdo, bem como por se tratar de isolados clinicos diferentes. Entretanto
ao associarmos sertralina e dissulfiram evidenciamos que tal combinacéo foi capaz de inibir o
crescimento do S. aureus MDR, com FICI de 0,5, o que caracteriza o efeito sinérgico
existente entre estes farmacos.

Estudos que avaliam a atividade antibacteriana sinérgica de potenciais candidatos ao
redirecionamento de drogas ja séo explorados, como o desenvolvido por Chan et al. (2017) na
Malasia. Estes pesquisadores avaliaram a atividade antibacteriana sinérgica de drogas anti-
inflamatorias ndo-esteroidais, cefuroxima e cloranfenicol frente a S. aureus sensiveis e
resistentes a meticilina, porém as CIMs foram avaliadas em mg.mL™, sendo essas
concentragdes cerca de mil vezes maiores que as encontradas em nosso estudo.

Ainda ndo estd estabelecido o mecanismo antibacteriano de acdo da sertralina e
dissulfiram. Entretanto, Munoz-Bellido e Munoz-Criado e Garcia-Rodriguez sugerem que
acdo da sertralina se da através da inibicdo das bombas de efluxo, uma vez que é consenso
que este medicamento atua em células humanas como inibidor dessas bombas (Munoz-
Bellido, Munoz-Criado, Garcia-Rodriguez, 2000).

J& o dissulfiram apresenta varios mecanismos capazes de inibir o crescimento
bacterino. Seu principal metabdlito é o diethyldithiocarbamato (DDTC). Provavelmente este

farmaco é metabolizado pela bactéria para formar DDTC, que tem efeitos antibacterianos
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(Horita et al., 2009; Horita et al.,2012; Takii et al.,2012). Além disso, Cvek (2013) constatou
em seu estudo, que o dissulfiram é capaz de exercer atividade proteolitica através da quelagédo
ions, o que pode provocar inibigdo bacteriana.

A determinacdo CBM dos farmacos sertralina e dissulfiram encontram-se descritas na
Tabela I1. Através destes dados podemos inferir que isoladamente a sertralina apresentou
atividade bactericida frente a maioria das cepas testadas, enquanto que o dissulfiram n&o
exerceu esta atividade. Entretanto, ao associarmos estes medicamentos, houve intensificacao
da atividade bactericida da sertralina, em especial nas cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 35218 e Bacillus cereus
ATCC 14579. Ja nos isolados clinicos esta atividade foi evidenciada principalmente no S.
warneri (CBM = 8).

Sertralina e dissulfiram apresentaram atividade antibacteriana sinérgica frente a
determinadas cepas padréo de referéncia e isolados clinicos MDR testados nesse estudo e suas
interagBes com sulfametoxazol/trimetoprima e ciprofloxacino também foram sinérgicas. Esses
resultados nos permitem sugerir que seu redirecionamento constitui uma alternativa
terapéutica promissora para o tratamento efetivo de infec¢bes bacterianas multirresistentes.
No entanto, estudos adicionais sobre 0s mecanismos de acdo envolvidos nestas atividades séo
necessarios para o uso seguro dessas drogas em associacao.
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TABELA | — Concentracdo inibitéria minima (CIM) de sertralina, dissulfiram, sulfametoxazol/trimethoprima e ciprofloxacino, sozinhos e em

combinacao frente a cepas padrdo e isolados clinicos.

Cepas Bacterianas CIM (ug mL™?)
SER DSF SER FICI SUT* SUT* FICI SUT* FICI CIP CIP FICI CIP FICI
Cepas padrao ATCC + + + + +
DSF SER DSF SER DSF

Staphylococcus aureus ATCC 29213 32 >512 32 - 1 1 1.03 1 - 4 4 1125 4 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 16 16 4 0.5 256 16 1.06 16 1.06 256 16 106 16 1.06
Enterococcus faecalis ATCC 29212 16 16 8 1 1 0,5 0,53 0,5 0,53 1 05 053 05 0,53
Micrococcus luteus ATCC 7468 16 32 8 0.75 256 32 2.125 32 1.125 64 8 0625 4 0.18
Bacillus cereus ATCC 14579 32 8 4 0,62 32 32 2 4 0.625 2 0,25 0.13 0,25 0.15
Escherichia coli ATCC 35218 32 256 16 0.56 8 1 0.15 1 0.12 1 2 2.06 2 2.00

Escherichia coli ATCC 25922 32 >512 32 - 1 0,5 0.51 0,5 - 025 025 10 0,25 -

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 16 >512 32 - 4 4 1.25 16 - 05 025 051 0,25 -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  >512  >512  >512 - 256 128 - 64 - 1 0,25 - 0,25 -

Isolados clinicos

Staphylococcus aureus MDR (1) 16 16 4 0.5 256 16 1.06 32 2.125 64 8 0625 32 2.5
Staphylococcus aureus MDR (2) 16 16 16 2 256 16 1.06 16 1.06 64 32 2.5 16 1.25
Staphylococcus aureus MDR (3) 8 4 4 1.5 128 8 1.06 8 2.06 128 16 206 16 212
Staphylococcus aureus MDR (4) 8 16 16 3 512 16 2.03 16 1,03 256 16 206 16 1,06
Staphylococcus warneri MDR 8 16 4 0.75 512 512 8 256 1.01 512 16 103 16 2.03
Staphylococcus haemolyticus MDR 8 8 4 1 256 16 2.06 16 2.06 128 16 212 16 212
Staphylococcus epidermidis MDR 8 16 8 1.5 16 16 3 8 1 2 2 1.25 2 1.12

Pseudomonas aeruginosa MDR 16 512 32 2.06 128 32 2.25 32 0.31 1 1 1.06 1 1
Acinetobacter baumannii oxa 23MDR 16 128 16 1.125 256 32 2.12 16 0,18 32 32 3 8 0,31

SER, sertralina; DSF, dissulfiram; SER+ DSF, combinacdo de sertralina e dissulfiram; SUT, sulfametoxazol/trimethoprima; SUT+ SER, combinacdo de
sulfametoxazol/trimethoprima e sertralina; SUT +DSF, combinacéo de sulfametoxazol/trimethoprima e dissulfiram; CIP, ciprofloxacino; CIP+SER, combinagéo
de ciprofloxacino e sertralina; CIP+DSF, combinacio de ciprofloxacino e dissulfiram; FICI, indice de Concentragdo Inibitdria Fracionada; (-), resultado sem
determinacdo; MDR, bactéria multidroga-resistente; *, cinco vezes a concentracdo de trimetoprima.




4

TABELA 11 — Concentracdo bactericida minima (CBM) de sertralina e dissulfiram, sulfametoxazol/trimethoprima e ciprofloxacino, sozinhos e
em combinacdo frente a cepas padrao e isolados clinicos.

Cepas bacterianas CBM (ug mL™?)
SER DSF SER SUT* SUT* SUT* CIP CIP CIP
Cepas padrdo ATCC + + + + +
DSF SER DSF SER DSF
Staphylococcus aureus ATCC 29213 32 - 64 >512 128 >512 >512 >512 >512
Staphylococcus aureus ATCC 25923 32 >512 16 >512 256 >512 >512 >512 >512
Enterococcus faecalis ATCC 29212 32 >512 16 >512 128 >512 >512 >512 >512
Micrococcus luteus ATCC 7468 16 >512 16 >512 128 >512 >512 256 >512
Bacillus cereus ATCC 14579 64 32 4 >512 128 >512 1 1 1
Escherichia coli ATCC 35218 256 >512 32 >512 >512 >512 >512 128 >512
Escherichia coli ATCC 25922 64 >512 64 >512 128 >512 2 2 2
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 32 >512 64 >512 128 >512 1 1 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >512 >512 >512 256 256 >512 1 1 1
Isolados clinicos
Staphylococcus aureus MDR (1) 512 >512 64 >512 >512 >512 >512 128 >512
Staphylococcus aureus MDR (2) 64 >512 64 >512 128 >512 >512 256 >512
Staphylococcus aureus MDR (3) 32 >512 32 >512 128 >512 128 128 128
Staphylococcus aureus MDR (4) 128 >512 32 >512 256 >512 >512 256 >512
Staphylococcus warneri MDR >512 >512 8 >512 >512 >512 >512 >512 >512
Staphylococcus haemolyticus MDR 64 >512 16 >512 128 >512 >512 128 >512
Staphylococcus epidermidis MDR 16 >512 32 >512 64 512 2 2 2
Pseudomonas aeruginosa MDR >512 >512 >512 128 512 >512 512 512 512
Acinetobacter baumannii oxa 23MDR 32 >512 16 >512 64 >512 >512 64 512

SER, sertralina; DSF, dissulfiram; SER+ DSF, combinacdo de sertralina e dissulfiram; SUT, sulfametoxazol/trimethoprima; SUT+ SER,
combinagdo de sulfametoxazol/trimethoprima e sertralina; SUT +DSF, combinagdo de sulfametoxazol/trimethoprima e dissulfiram; CIP,
ciprofloxacino; CIP+SER, combinacdo de ciprofloxacino e sertralina; CIP+DSF, combinacéo de ciprofloxacino e dissulfiram; (-), resultado sem
determinacéo; *, cinco vezes a concentracdo de trimetoprima.
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4. DISCUSSAO

Diversos estudos descrevem a atividade antibacteriana de farmacos ndo-antibidticos,
sendo efetivos frente a uma gama de microrganismos (CHAN et al., 2017; HARBUT et al.,
2015; MUTHUKUMAR e JANAKIRAMAN, 2014; THANGAMANI, YOUNIS e SELEEM,
2015). Esse fato torna cada vez mais interessante a investigacdo das atividades
antimicrobianas de possiveis farmacos candidatos ao redirecionamento.

Entre os farmacos pesquisados, estdo a sertralina e o dissulfiram, apresentados no
artigo publicado: “Drug repositioning, a new alternative in infectious diseases”. AO
investigarmos as atividades antibacterianas da sertralina, verificamos que nossos dados
corroboraram com os descritos por Munoz-Bellido, Munoz-Criado e Garcia-Rodrigues
(2000), que também avaliaram sua atividade frente a diferentes isolados clinicos.

No manuscrito, a CIM do dissulfiram frente a S. aureus n&o corroborou com a descrita
por Phillips e colaboradores (1991), que obtiveram valores de CIM menores para todos 0s
isolados investigados. No entanto nossos resultados podem ser comparados aos descritos por
Long (2017), com CIM similares, onde dissulfiram também demonstrou ser um agente
bacteriostatico, com atividade de estreito espectro para bactérias Gram-positivas.

Como citado no artigo publicado, o tratamento de infec¢bes bacterianas através de
combinacdes sinérgicas de farmacos ja é adotado a anos (GONZALES et al., 2015), uma vez
gue apresenta vantagens em relacao a terapia individual (ALDEYAB et al., 2008; EJIM et al.,
2011; LEVIN, 2002; MAHAMAT et al., 2007; QIN et al., 2017; ZILBERBERG et al., 2014;).
Além disso, os farmacos ndo-antibiéticos redirecionados podem apresentar efeito
antibacteriano tanto entre si quanto em combinagdo com antimicrobianos, constituindo uma
alternativa para superar o problema da fraca atividade das drogas quando utilizadas sozinhas
(CHAN et al., 2017; EJIM et al., 2011; ZHENG, SUN e SIMEONOQV, 2018;).

Constatamos nesse estudo que a sertralina e dissulfiram foram sinérgicos frente a duas
cepas de Staphylococcus aureus, e quando associados com sulfametoxazol/trimetoprima e
ciprofloxacino, apresentaram oito eventos de sinergismo. Esses fatos demonstram que o
redirecionamento de farmacos é uma alternativa muito promissora no tratamento de infec¢oes
bacterianas, podendo serem utilizados em terapia combinada, superando a baixa atividade de
drogas individuais e evitando o surgimento de resisténcia bacteriana ocasionada pela

utilizacdo de monoterapias.
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5. CONCLUSOES

Nesse trabalho evidenciamos que o redirecionamento de farmacos néo-antibidticos é
uma alternativa no tratamento de doencas infecciosas, contornando a problematica da
diminuicdo do nimero de antibidticos aprovados pelas agéncias reguladoras e o aumento

crescente de bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos.

a) Foram apresentados um total de 17 estudos abrangendo o reposicionamento de drogas
ndo-antibidticas com efeito antibiotico.

b) As classes farmacoldgicas correntemente envolvidas no processo do redirecionamento
de farmacos nas infec¢bes bacterianas sdo as de anti-inflamatorios ndo esteroides,
antidepressivos,  antipsicoticos,  antialcoolismo,  neuroprotetores,  antirreumaticos,

antidiarreicos, tuberculostaticos e cardiovasculares.

C) Entre os estudos avaliados, foram encontrados 19 farmacos ndo-antibidticos que
apresentavam atividade antibacteriana frente a diversas cepas, tanto Gram-Positivas quanto

Gram-Negativas.

d) Em relacdo a atividade antibacteriana dos medicamentos testados, dissulfiram foi ativo
frente as cepas padrdo Gram-positivas, enquanto que sertralina apresentou atividade tanto
frente a Gram-positivas quanto a Gram-negativas e potente atividade frente a cinco isolados

de Staphylococcus spp., sendo bactericida frente a maioria das cepas testadas.

e) A associacdo entre sertralina e dissulfiram foi sinérgica frente a duas cepas de
Staphylococcus  aureus, e quando  associados com oS  antimicrobianos

sulfametoxazol/trimetoprima e ciprofloxacino, ocorreram oito eventos de sinergismo.

f) Na determinacéo da concentragéo bactericida minima, sertralina demonstrou atividade

bactericida potencializada com o dissulfiram.
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