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RESUMO

REPOSICIONAMENTO DOS ANTIDEPRESSIVOS E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E DE NUCLEASE QUIMICA IN VITRO DE
OXALATO DE ESCITALOPRAM E CLONAZEPAM

AUTORA: Taciéli Fagundes da Rosa
ORIENTADORA: Dr2. Rosmari Horner

A emergéncia da multirresisténcia aos antimicrobianos disponiveis comercialmente na
atualidade é provavelmente e continuard a ser um dos grandes problemas de saude publica
mundial, dado que apresenta consequéncias clinicas e econémicas preocupantes.
Concomitante ao aumento das infeccBes ocasionadas por microrganismos resistentes a
multiplas drogas (MDR) ocorreu uma reducéo dréstica de novos antibacterianos no mercado,
bem como, investimentos para sua criagdo. Além da resisténcia aos antimicrobianos, a
resisténcia aos medicamentos antitumorais também ja é uma realidade. Assim, é essencial a
pesquisa de novas substancias e/ou compostos que apresentem atividade antibacteriana e/ou
antitumoral. Com isso, o reposicionamento de farmacos surgiu como uma abordagem
alternativa para a identificacdo mais rapida de medicamentos eficazes. Nesse sentido, o
presente estudo objetivou, no primeiro artigo, apresentar a comunidade cientifica a pesquisa
atual do reposicionamento de antidepressivos para o tratamento de infeccdes ocasionadas por
microrganismos. No segundo manuscrito, analisou-se a atividade antibacteriana individual e
em combinacdo com antibacterianos dos ndo-antibidticos oxalato de escitalopram e
clonazepam frente a cepas padrdo e isolados clinicos multirresistentes. Além disso, foi
analisada a capacidade de nuclease quimica desses medicamentos. No primeiro artigo,
relatamos que medicamentos antidepressivos, destacando a classe dos inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRSs), apresentam atividade significativa contra varios
microrganismos. Foram apresentados 14 estudos abrangendo o reposicionamento de
medicamentos antidepressivos para tratamento de infec¢des. Dentre os antidepressivos, foi
citado o oxalato de escitalopram com atividade relatada in vitro frente a cepas bacterianas
padrdo. No segundo manuscrito, relatamos a atividade antibacteriana e de nuclease quimica
dos medicamentos oxalato de escitalopram e clonazepam. O primeiro foi ativo frente a uma
cepa padrdo Gram-negativa e oito isolados clinicos MDR Gram-positivos. O segundo
medicamento apresentou atividade tanto frente a Gram-positivas quanto a Gram-negativas,
sendo quatro cepas padrdo Gram-positivas e todos os isolados clinicos MDR Gram-positivos
e Gram-negativos. Oxalato de escitalopram e clonazepam apresentaram atividade in vitro
quando associados, individualmente, com ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima
frente a cepas-padrdo e isolados clinicos MDR Gram-positivos. O clonazepam também foi
ativo frente a uma bactéria Gram-negativa. Clonazepam foi capaz de clivar o DNA
plasmidial. Mais estudos devem ser realizados pelo nosso grupo de pesquisa, com objetivo de
verificar a atividade do clonazepam frente a linhagens celulares tumorais. Portanto, nesse
trabalho evidenciamos que estes dois medicamentos constituem uma alternativa promissora
ao redirecionamento no tratamento de doencas infecciosas e também para neoplasias. S&o
necessarios estudos adicionais, utilizando diferentes técnicas, para a elucidacdo dos
mecanismos de acao envolvidos.

Palavras-chave: Reposicionamento de medicamentos. Clivagem do DNA. Antidepressivos.
Oxalato de Escitalopram. Clonazepam.



ABSTRACT

REPOSITIONING ANTIDEPRESSIVES AND EVALUATING THE
ANTIBACTERIAL AND IN VITRO CHEMICAL NUCLEASE ACTIVITY OF
ESCITALOPRAM OXALATE AND CLONAZEPAM

AUTHOR: Taciéli Fagundes da Rosa
ADVISER: Dr2, Rosmari HOrner

The emergence of multiresistance to commercially available antimicrobials today is likely to
continue to be one of the major global public health problems, as it has worrying clinical and
economic consequences. Concomitant with the increase in infections caused by multidrug-
resistant microorganisms (MDR), there has been a drastic reduction of new antibacterials in
the market, as well as investments for their creation. In addition to antimicrobial resistance,
resistance to antitumor drugs is already a reality. Thus, it is essential to search for new
substances and / or compounds that exhibit antibacterial and / or antitumor activity. With this,
drug repositioning has emerged as an alternative approach for the faster identification of
effective drugs. In this sense, the present study aimed, in the first article, to present to the
scientific community the current research on the repositioning of antidepressants for the
treatment of infections caused by microorganisms. In the second manuscript, the individual
antibacterial activity and in combination with antibacterials of the non-antibiotics
escitalopram oxalate and clonazepam were analyzed against standard strains and clinical
isolates multiresistant. In addition, the chemical nuclease ability of these drugs was analyzed.
In the first article, we report that antidepressant drugs, highlighting the class of selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), have significant activity against several
microorganisms. We present 14 studies covering the repositioning of antidepressant drugs to
treat infections. Among the antidepressants, escitalopram oxalate was reported with activity
reported in vitro against standard bacterial strains. In the second manuscript, we report the
antibacterial and chemical nuclease activity of the drugs oxalate of escitalopram and
clonazepam. The first was active against a standard Gram-negative strain and eight Gram-
positive MDR clinical isolates. The second drug showed activity against both Gram-positive
and Gram-negative, with four standard Gram-positive strains and all Gram-positive and
Gram-negative MDR clinical isolates. Escitalopram oxalate and clonazepam showed activity
in vitro when individually associated with ciprofloxacin and sulfamethoxazole-trimethoprim
against standard strains and clinical MDR Gram-positive isolates. Clonazepam was also
active against a gram-negative bacterium. Clonazepam was able to cleave the plasmidial
DNA. Further studies should be performed by our research group, in order to verify the
activity of clonazepam against tumor cell lines. Therefore, in this work we show that these
two drugs constitute a promising alternative to redirection in the treatment of infectious
diseases and also for neoplasias. Further studies, using different techniques, are needed to
elucidate the mechanisms of action involved.

Keywords: Drug Repositioning. DNA cleavage. Antidepressive agents. Escitalopram Oxalate.
Clonazepam.



LISTA DE ILUSTRACOES

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.4 ANTIDEPRESSIVOS: OXALATO DE ESCITALOPRAM

Figura 1 — Estrutura quimica do oxalato de escitalopram............cooveiiinnninnen. 16
2.5 BENZODIAZEPINICOS: CLONAZEPAM
Figura 2 — Estrutura quimica do ClONAZEPaM..........ccoeieiereiiiesi e 17

3.1 PUBLICACAO CIENTIFICA

3.2 MANUSCRITO 2
Figura 1 — Atividade do oxalato de escitalopram frente a A: Enterococcus faecalis ATCC
51299 e B: SCN MDR (13). Atividade do clonazepam frente a C: Enterococcus
faecalis ATCC 51299 e D: SCN MDR (17). Asteriscos indicam os niveis de
significancia, quando comparados aos medicamentos testados isoladamente. Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey.
(*) p<0,05; (**) p <0,01; (***) P <O,001.......cimiiiiriiieiieieese e e 54
Figura 2 — Representacao ilustrativa das formas do DNA.........c..ccccoveiieie e 55
Figura 3 — Gel de agarose com medicamento clonazepam em diferentes temperaturas
e pHs evidenciando a ocorréncia da clivagem do DNA..........ccccocvveveiiieieeie e, 55



LISTA DE TABELAS

3. PUBLICACAO CIENTIFICA

3.1 ARTIGO 1

Tabela 1 — Resumo de estudos realizados com medicamentos antidepressivos frente a
bactérias e fungos, como potenciais sugestdes ao reposicionamento para o tratamento de
infecgBes hacterianas € fUNGICAS. .......coruriririee e 22

3.2 MANUSCRITO 2
Tabela 1 — Concentracéo inibitéria minima (CIM) do oxalato de escitalopram, isoladamente
e em combinagdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima frente a
cepas padrao € iS0lados CHINICOS..........ccccveiiiiiceecc e 42
Tabela 2 — Concentracao bactericida minima (CBM) do oxalato de escitalopram,
isoladamente e em combinacao com ciprofloxacino e sulfametoxazol-
trimetoprima frente a cepas padrao e isolados CliniCoS...........cccceevvveieeceecie i, 44
Tabela 3 — Concentracdo inibitéria minima (CIM), concentragdo bactericida minima
(CBM) e determinacdo do indice de tolerancia (CBM/CIM) do oxalato de
escitalopram (ESC) frente a cepas padréo e isolados clinicos............c.ccccevvvivvenane. 46
Tabela 4 — Concentracéo inibitéria minima (CIM) do clonazepam, isoladamente e em
combinagdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima frente a cepas
Padrao € iSOlad0S CHNICOS.......ccuiiieciecie i 48
Tabela 5 — Concentracdo bactericida minima (CBM) do clonazepam, isoladamente e em
combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima frente a cepas
Padrao € iS01ados CHNICOS. .......cciieiieeiee e 50
Tabela 6 — Concentracéo inibitéria minima (CIM), concentracdo bactericida minima
(CBM) e determinacdo do indice de tolerancia (CBM/CIM) do clonazepam
(CLON) frente a cepas padréo e isolados CliniCos..........ccccccevvveveiieiicce e 52



ADT
ANVISA
ATCC
CBM
CIM

CIP
CLON
CLSI
DNA
ESC
ESKAPE

FICI
GBM
HUSM
IMAO
ISRS
MDR
MGMT
MRSA
NCCLS
OMS
RAM
SUT
SCN
SNC
TAG
T™™Z
TSB
TOC
UFC
UFSM
VRSA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antidepressivo triciclico

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
American Type Culture Collection

Concentracdo bactericida minima

Concentracéo inibitéria minima

Ciprofloxacino

Clonazepam

Clinical and Laboratory Standards Institute

Acido desoxirribonucleico

Oxalato de Escitalopram

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.
indice de Concentracdo Inibitdria Fracionada
Glioblastoma multiforme

Hospital Universitario de Santa Maria

Inibidores da monoamina oxidase

Inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina
Resistentes a multiplas drogas (Multidrug-resistant)
06 metiltransferase-DNA-metilguanina
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
National Committee for Clinical Laboratory Standards
Organizagdo mundial de satde

Resisténcia antimicrobiana
Sulfametoxazol-Trimetoprima

Staphylococcus coagulase negativa

Sistema Nervoso Central

Transtorno de ansiedade generalizada
Temozolamida

Tryptic Soy Broth

Transtorno obsessivo compulsivo

Unidades formadoras de colonia

Universidade Federal de Santa Maria
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina



SUMARIO

L INTRODUGAD. ...ttt ettt ettt en st 11
L1 JUSTIFICATIV A ettt e e e et e e ab e e et e e e nae e e e saee e e 12
1.2 OBUIETIVOS... .ottt sttt ettt st be st b renbesnen e neenens 13
1.2.1 ODJEEIVO GEIAL......iiiiiiieiiiciee e 13
1.2.2 Objetivos ESPECITICOS........ccviieiiiiicie ettt 13
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. ...ttt 14
2.1 MULTIRRESISTENCIA BACTERIANA . ......cootoieteeeeeeeseteeesses s esis s senan s 14
2.2 IMPORTANCIA DE NOVOS ANTIBACTERIANOS E REPOSICIONAMENTO DE

FARMACOS. ...ttt 14
2.3 COMBINACOES DE MEDICAMENTOS SINERGICOS.........oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeean. 15
2.4 ANTIDEPRESSIVOS: OXALATO DE ESCITALOPRAM......ccccoveiieieise e 16
2.5 BENZODIAZEPINICOS: CLONAZEPAM.......c.cotitteeeeeeeeeee et ee e, 17
2.6 CLIVAGEM DO DNA PLASMIDIAL......ccviitiiiieiiiieitesiee s 18
3. PUBLICACAO CIENTIFICA........oiieeeeseeeeeeeeeeeseesees s enas s 20
3.1 ARTIGO 1 - Reposicionamento ou redirecionamento de medicamentos

antidepressivos no tratamento de infec¢fes bacterianas e fingicas...........ccocvevvevevveiennne 20

3.2 MANUSCRITO 2 - Reposicionamento de oxalato de escitalopram e
clonazepam em combinagdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima
para tratamento de microrganismos multirresistentes e avaliacdo da capacidade

de clivagem do DNA plasmidial ...........ccoveiiiiiiiii e 29
A, DISCUSSAO. ...ttt ettt ettt e e et et et et e e e e eeeeee et eeeeeeee et eseseeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeaeerenas 56
5. CONCLUSDES. ... oottt ettt et e e e e e e eee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeenns 57
REFERENCIAS. ... oottt ettt et et et et et et et et et et et et et et ee et eeeeeeeeeeeeeeee et eseeeseeeeaeeeeees 58

ANEXO A - NORMAS PARA AUTORES DO PERIODICO “JOURNAL



11

1. INTRODUCAO

A incidéncia de infeccbes graves causadas por microrganismos resistentes a
multiplas drogas (MDR) é provavelmente e continuard a ser um dos grandes problemas de
salde publica, dado que apresenta consequéncias clinicas e econdmicas preocupantes
(FOLGORI e BIELICKI, 2018; LOUREIRO et al., 2016). Concomitante a emergéncia das
infeccbes por microrganismos MDR, ocorre uma reducdo drastica de novos antibidticos no
mercado, bem como, investimentos para sua criacdo. Este fato torna o cenario ainda mais
preocupante, j& que sdo necessarios alguns anos para criar um novo medicamento
(RODRIGUES et al., 2018). Assim, a pesquisa de novas substancias e/ou compostos que
apresentem atividade antibacteriana é essencial (BROWN, 2015).

Nesse sentido, o reposicionamento de drogas surgiu como uma abordagem
alternativa para a identificagdo mais rapida de medicamentos eficazes contra doengas
infecciosas (BOTTEGA et al.,, 2019; DA ROSA et al.,, 2019; FOLETTO et al., 2019;
SERAFIN e HORNER, 2018). Outro fato é que a combinacdo de medicamentos sinérgicos,
identificados a partir do reaproveitamento de drogas, € uma opcdo Util no tratamento de
infeccdes graves (ZHENG, 2018).

Além disso, existe um problema tdo grande quanto a resisténcia bacteriana, o qual é a
resisténcia a medicamentos antitumorais (SALES, 2015). Apesar do progresso no
desenvolvimento de técnicas cirurgicas, da radioterapia e quimioterapia, o tratamento de
alguns tipos de cancer é extremamente dificil, entre eles, podemos citar o glioblastoma
(WILSON, KARAJANNIS e HARTER, 2014). A descoberta de novos alvos terapéuticos para
o tratamento do neoplasias constitui demanda urgente da area de oncologia (SALES, 2015).
Com isso, é importante ressaltar a importancia de pesquisar novas moléculas com capacidade
de nuclease quimica, sendo que existem moléculas que possuem atividade antitumoral por
clivarem o DNA e levarem as células a apoptose (ALMEIDA et al., 2013).

Recentemente, o medicamento utilizado como antidepressivo, oxalato de escitalopram
teve sua atividade antibacteriana relatada na literatura. O medicamento exerce atividade
antibacteriana frente a alguns microrganismos, 0s quais sdo Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Enterobacter cloacae
(AKILANDESWARI, RUCKMANI e RANJITH, 2013; MACEDO et al., 2017). Foi também
demonstrado que este inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (ISRS), oxalato de
escitalopram, exerceu atividade citotoxica em células cancerosas, provenientes de carcinoma
colorretal (SAKKA et al., 2017).
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O medicamento clonazepam, pertence a classe dos benzodiazepinicos, sendo indicado
para o tratamento de disturbios epilépticos, transtornos de humor e sindromes psicéticas
(FIORELLI e ASSINI, 2017; KATZUNG, MASTERS e TREVOR, 2014). Até o momento,
uma publicacdo de patente demonstrou interesse na avaliacao das atividades antibacterianas
do clonazepam. Esta patente trata do uso do clonazepam em combinacdo com antibioticos
para o tratamento de meningite bacteriana (COMMISARIAT AL’ENERGIE ATOMIQUE
ET-AUX ENERGIES ALTERNATIVES, 2016). Por ser um medicamento de ampla
utilizacdo na sociedade atual torna-se extremamente interessante e importante a busca dos
efeitos antibacterianos e de nuclease quimica do clonazepam.

Considerando a gravidade dos problemas de resisténcia bacteriana e tumoral e a
ameaca a saude publica a nivel mundial, constitui tema de interesse da comunidade cientifica
0 estudo da atividade antibacteriana e de clivagem do DNA plasmidial de algumas classes
farmacoldgicas, tais como, anti-hipertensivos, anti-histaminicos, tranquilizantes,
antipsicoéticos, estes chamados de “ndo-antibidticos”. Ja é consenso que os medicamentos que
possuem o anel benzénico, como o oxalato de escitalopram e clonazepam, contribuem,

consideravelmente, para um aumento da atividade antibacteriana (MOURA et al., 2017).

1.1 JUSTIFICATIVA

Pode-se inferir que o reposicionamento de farmacos ndo-antibidticos com perfis de
toxicidade conhecidos representa uma alternativa promissora para o tratamento de infeccdes e
neoplasias. Existem relatos de reposicionamento dos medicamentos oxalato de escitalopram e
clonazepam, ja aprovados para uso pelas autoridades responséaveis. Assim, torna-se
interessante e importante a busca dos efeitos antibacterianos e de clivagem do DNA
plasmidial, uma vez que drogas que atuam no DNA sdo potenciais antibacterianos e/ou
citotoxicos. Além disso, a investigacdo da atividade antibacteriana sinérgica dos
medicamentos candidatos ao reposicionamento em combinacdo com antibacterianos

utilizados na terapéutica constitui uma investigacao de extrema de importancia.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi apresentar o reposicionamento de medicamentos
antidepressivos frente a microrganismos. Além disso, avaliar a atividade antibacteriana
individual dos medicamentos oxalato de escitalopram e clonazepam e em associacdo com
antibacterianos ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima frente a cepas padrao e isolados
clinicos multirresistentes. Também foi avaliada a capacidade de clivagem do DNA plasmidial

dos medicamentos oxalato de escitalopram e clonazepam.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os estudos abrangendo o reposicionamento de medicamentos

antidepressivos frente a microrganismos, abordando as principais vantagens desse processo;

b)  Avaliar a atividade antibacteriana do antidepressivo oxalato de escitalopram e
do benzodiazepinico clonazepam frente a cepas bacterianas padrdo American Type Culture
Collection (ATCC) e isolados clinicos multirresistentes provenientes o Hospital Universitario
de Santa Maria (HUSM);

c) Awvaliar a atividade antibacteriana do oxalato de escitalopram e clonazepam em

associacdo com os antibacterianos ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima.

d) Investigar a atividade de nuclease quimica do oxalato de escitalopram e
clonazepam em diferentes pHs (7,4 e 8,0) e temperaturas (37° e 50°C) utilizando o DNA

plasmidial dupla fita pUC 18.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MULTIRRESISTENCIA BACTERIANA

Nos Gltimos anos, a resisténcia antimicrobiana (RAM) ou resisténcia a multiplos
farmacos (microrganismos resistentes a multiplas drogas - MDR) tornou-se uma preocupacéo
de saude e grande questdo desafiadora, em todo o mundo. O aumento do ndmero de cepas
resistentes a antibidticos tem ameacado as realizagdes da ciéncia e da medicina, uma vez que
inativa a terapéutica antimicrobiana convencional (SANTOS, LA ROCCA e HORNER,
2016).

A multirresisténcia bacteriana € atualmente um dos problemas de sadde publica mais
relevantes, uma vez que muitas bactérias anteriormente suscetiveis aos antibioticos
usualmente utilizados deixaram de responder a esses mesmos agentes (FOLGORI e
BIELICKI, 2018; LOUREIRO et al., 2016).

Além disso, esta multirresisténcia é responsavel por consequéncias clinicas e
econbmicas graves, relacionadas com o aumento da morbidade e mortalidade devido aos
atrasos na administracdo de tratamentos eficazes contra as infec¢des causadas por bactérias
resistentes (WHO, 2015). Por sua vez, a hospitalizacdo prolongada e o uso de antibi6ticos
diferentes dos de primeira linha aumentam também, de forma acentuada, os custos dos
cuidados de saude, o que constitui um problema particularmente relevante considerando os
recursos finitos que sustentam os sistemas de salde e tendo em conta a atual conjuntura de
crise econdmica e financeira (LOUREIRO et al., 2016).

Cientistas estdo tentando responder a ameaca RAM/MDR explorando plataformas
inovadoras e novas terapias estratégicas para combater infeccGes destas cepas resistentes e
contornar as limitacGes do tratamento dessas patologias (BILAL et al., 2017; SANTOS, LA
ROCCA e HORNER, 2016).

2.2 IMPORTANCIA DE NOVOS ANTIBACTERIANOS E REPOSICIONAMENTO DE
FARMACOS

As infecgdes bacterianas se tornaram uma séria ameaca a satde publica global devido a
escassez de antimicrobianos eficazes. Além disso, o desenvolvimento de novos antibioticos
estd se tornando cada vez mais dificil e incapaz de acompanhar o rapido surgimento de

patdgenos resistentes. Por isso, novos medicamentos e novas abordagens sdo urgentemente
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necessarios (THAKARE et al., 2017). Reaproveitamento de drogas, a aplicacdo de um
medicamento aprovado para outra indicacao terapéutica, é considerada solucdo plausivel para
este problema (NG et al., 2017).

As expressoes “reposicionamento de drogas” e “reaproveitamento de drogas” foram
primeiramente descritas por Ashburn e Thor no artigo “Reposicionamento de drogas:
identificando e desenvolvendo novos medicamentos para drogas existentes” (ASHBURN e
THOR, 2004). Este é o processo para encontrar novos usos para medicamentos clinicamente
aprovados, também conhecido como redirecionamento. Tanto a descoberta de novos farmacos
quanto o reaproveitamento de drogas tém sido utilizados na busca de antibioticos eficazes. Ao
contrério do processo demorado e oneroso da descoberta de novas drogas, 0 seu
reaproveitamento pode reduzir o tempo, custo e risco associados a inovacdo de medicamentos
(ASHBURN e THOR, 2004; BOTTEGA et al., 2019; DA ROSA et al., 2019; FOLETTO et
al., 2019; NOSENGO, 2016; SERAFIN et al., 2018). Dos medicamentos ja aprovados se tem
segurancga, conhecimento da farmacologia, perfil e processo de fabricacédo, assim ele pode ser
rapidamente disponibilizado para tratamento de outras doencas (NOSENGO, 2016).

O reaproveitamento de drogas ja resultou em sucesso em varias areas de doencas,
incluindo doengas infecciosas (DEBNATH et al., 2012). Dado o problema crucial colocado
pelos patdgenos multirresistentes, especialmente os patdégenos ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), esforcos adicionais precisam ser focados no
uso de reaproveitamento de drogas para descobrir novas opc¢des de tratamento (YOUNIS,
SHANKAR e SELEEM, 2015).

2.3 COMBINACOES DE MEDICAMENTOS SINERGICOS

InteracBes aditivas ocorrem quando o efeito da combinacdo de substancias é igual ao
simples somatdrio do efeito destas isoladamente. As interacdes sinérgicas, por sua vez, sdo
observadas quando o efeito produzido por uma combinagdo de substancias é superior ao que
se poderia esperar com base na contribuigdo individual de seus componentes (WAGNER e
ULRICH-MERZENICH, 2009; YANG et al., 2014).

O interesse em efeitos sinérgicos entre substancias com vistas as aplicacdes
terapéuticas tem aumentado nos ultimos anos em funcdo de recentes mudangas de
paradigmas. A abordagem mais frequente na busca de candidatos a farmacos vem cedendo

lugar ao desenvolvimento de terapias maltiplas, com o objetivo de evitar o desenvolvimento
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de mecanismos de resisténcia aos medicamentos (CHE et al., 2013; JIA et al., 2009;
WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009; YANG et al., 2014). Além disso, a combinagéo
de substancias com efeito sinérgico pode aumentar a biodisponibilidade de substancias ativas
e/ou reduzir as doses destas. Consequentemente, a toxicidade e efeitos adversos diminuem e
ocorre um aumento da eficacia terapéutica (VAN VURREN e VILJOEN, 2011).

Outro fato é que combinagdes de medicamentos sinérgicos, identificados a partir do
reaproveitamento de drogas é uma opcdo util no tratamento de infeccbes graves (ZHENG,
2018). Algumas combinacdes de farmacos nao-antibidticos com antibidticos tém demonstrado
um aumento da atividade antimicrobiana in vitro (CHAN et al., 2017; MUNOZ-BELLIDO,
MUNOZ-CRIADO E GARCIA-RODRIGUES, 2000). Combinacdes de compostos néo-
antibidticos com antibioticos podem explorar uma maior area de espagco quimico
antimicrobiano se comparada a acdo de agentes sozinhos (CHAN et al., 2017; EJIM et al.,
2011).

2.4 ANTIDEPRESSIVOS: OXALATO DE ESCITALOPRAM

Figura 1: Estrutura quimica do oxalato de escitalopram.

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

Os termos psicotropico e psicoativo sdo utilizados para denominar uma categoria
ampla de substancias que agem no Sistema Nervoso Central (SNC), as quais foram
introduzidas na pratica biomédica por volta da década de 1950, quando comeca a “Era da
Psicofarmacologia”. O termo Antidepressivo refere-se a uma subcategoria dessas substancias
(BITTENCOURT, CAPONI e MALUF, 2013). A primeira classe desses medicamentos foram
a dos Inibidores da Monoaminooxidase (IMAO). Ao utilizar a iproniazida para tratar a

tuberculose, percebeu-se que o humor dos pacientes melhorava. No entanto, por possuir
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muitos efeitos colaterais, esta substdncia deixou de ser utilizada nas décadas seguintes
(BITTENCOURT, CAPONI e MALUF, 2013).

Atualmente, os ISRS tém sido utilizados com sucesso para o tratamento de diversas
patologias psiquiatricas como transtornos de ansiedade e transtornos de humor, sendo que
para muitas sdo consideradas drogas de primeira escolha como para o transtorno de panico,
transtorno de ansiedade social e transtorno depressivo maior (STEPHANSSON et al., 2013).

A eficacia clinica dos ISRS é atribuida a uma potencializacdo da transmissao
serotoninérgica (CORDEIRO et al., 2014). As primeiras evidéncias que implicaram a
serotonina com a modulacdo da ansiedade sao do final da década de 60 e inicio dos anos 70,
quando foi demonstrado que antagonistas da serotonina apresentavam efeito anticonflito em
modelos experimentais de ansiedade (BRAGA, 2010). Os primeiros achados indicavam um
efeito ansiogénico da serotonina, mas resultados posteriores obtidos em outros modelos
experimentais indicaram que a serotonina tinha efeito ansiolitico (CORDEIRO et al., 2014).

O medicamento oxalato de escitalopram pertence a classe dos ISRSs e ¢ indicado para
o0 tratamento e prevencdo da recaida ou recorréncia da depressdo, transtorno de ansiedade
generalizada (TAG), transtorno de ansiedade social (fobia social) e transtorno obsessivo
compulsivo (TOC) (BRAGA, 2010; CORDEIRO et al., 2014). Recentemente, podem ser
encontrados na literatura estudos que relatam atividades antibacterianas (MACEDO et al.,
2017) e citotoxicas (SAKKA et al., 2017) do oxalato de escitalopram. Demonstrando que,

além das propriedades antidepressivas, outras atividades precisam ser pesquisadas.

2.5 BENZODIAZEPINICOS: CLONAZEPAM

Figura 2: Estrutura quimica do clonazepam.

FONTE: (Adaptado de Commisariat Al’Energie Atomique Et-Aux Energies Alternatives, 2016).
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Os primeiros benzodiazepinicos foram sintetizados na década de 1950 e vém sendo
utilizados até a atualidade devido a sua relativa seguranca e rapido inicio de a¢do. Em se
tratando da indicacdo dos benzodiazepinicos, estes sdo prescritos em varias situacdes clinicas,
exibindo efeitos ansioliticos-tranquilizantes, hipnotico-sedativos, —anticonvulsivantes,
miorrelaxantes, indugdo a amnésia e alteracGes psicomotoras. Pertencem a uma classe
lipossollvel, sendo assim, absorvidos de forma répida pelo organismo. O uso prolongado dos
benzodiazepinicos podem causar efeitos colaterais leves como sonoléncia diurna e mais
graves como perda de memdria e da funcdo cognitiva e desequilibrio (RICHARDSON,
BENNETT e KENNY, 2015).

O clonazepam apresenta como principal propriedade a inibicdo leve das fungdes
do sistema nervoso central permitindo assim uma acao anticonvulsivante,
alguma sedacdo, relaxamento muscular e efeito tranquilizante. Em estudos feitos em animais,
0 medicamento inibiu crises convulsivas de diferentes tipos, devido a sua acdo diretamente
sobre o foco epiléptico e também por impedir que este interfira na funcdo do restante
do sistema nervoso (FIORELLI e ASSINI, 2017; KATZUNG, MASTERS e TREVOR,
2014). Os benzodiazepinicos constituem uma das classes farmacoldgicas com maior indice
terapéutico. No Brasil, estima-se que quase 2% da populacdo adulta seja usuaria cronica de
benzodiazepinicos (FIORELLI e ASSINI, 2016).

Uma patente publicada recentemente demonstrou interesse na avaliacdo do uso do
clonazepam em combinacdo com antibidticos para o tratamento de meningite bacteriana
(COMMISARIAT AL’ENERGIE ATOMIQUE ET-AUX ENERGIES ALTERNATIVES,
2016).

2.6 CLIVAGEM DO DNA PLASMIDIAL

A descoberta de medicamentos com atividade antitumoral continua sendo uma das
mais importantes metas da quimica medicinal. As nucleases sintéticas que clivam
rapidamente os acidos nucleicos sob condigdes moderadas tém muitas aplicagcdes potenciais
importantes, desde a sintese de enzimas de restricdo artificiais personalizadas até o
desenvolvimento de novos agentes antitumorais (DOMINGUES et al., 2010; TAKASAKI e
JIK CHIN, 1994).

Além dos agentes quimioterapicos que atuam por ligacdo aos sulcos, alquilacdo ou
intercalagdo no DNA, existem moléculas que possuem atividade antitumoral por clivarem o
DNA e levarem as células a apoptose (ALMEIDA et al., 2013). A habilidade de clivar o DNA


https://pt.wikipedia.org/wiki/SNC
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticonvulsivante
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sedativo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Relaxamento_muscular
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Convuls%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso
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constitui um interesse predominante nos campos da medicina (quimioterapia) e biotecnologia
(ou engenharia genética). E uma das areas na qual a sintese quimica tem feito substanciais
contribuicbes para o desenvolvimento de agentes que clivam os acidos nucléicos com
potencial utilizacdo como sondas estruturais e agentes terapéuticos (ARMITAGE, 1998).

O DNA plasmidial encontra-se naturalmente sob uma forma altamente tensionada, dita
superenovelada. Ao sofrer uma quebra-simples em apenas uma das fitas, ha o afrouxamento
desta estrutura e o plasmideo assume uma conformacéo do tipo circular aberta. Caso ocorra
uma segunda quebra préxima a primeira, mas na fita oposta, 0 DNA plasmidial sofre a
conversdo para sua forma linear. Estas trés conformac@es do plasmideo sdo topologicamente
distintas e possuem mobilidades eletroforéticas diferentes (NAVARRO et al., 2003;
OLIVEIRA, 2006).

Assim, quando uma amostra de DNA plasmidial previamente tratada com um agente
de interesse (um medicamento, por exemplo) é submetida a eletroforese em gel de agarose,
pode-se separar cada uma de suas formas e, pela proporcdo de cada uma, determinar a
presenca e extensdo das quebras induzidas ao DNA (NAVARRO et al., 2003; OLIVEIRA,
2006).
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Reposicionamento ou redirecionamento de medicamentos antidepressivos no tratamento de

infecgdes bacterianas e fungicas

Prezado editor,

O surgimento da resisténcia aos antibioticos é uma questdo importante. Relatorios
anuais do Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas mostram que o aumento do
percentual de infeccdes € causado por patdgenos resistentes, tornando as terapias
medicamentosas atuais cada vez mais ineficazes®. A organizacdo mundial da saide (OMS)
divulgou em 2017 uma lista das 12 bactérias as quais consideram prioritarias para o
desenvolvimento de novos antibi6ticos por serem resistentes a multiplas drogas (MDR)?. Da
mesma forma, a resisténcia aos antifungicos representa um desafio para o tratamento de
infeccdes sistémicas, devido ao arsenal limitado de agentes antifingicos disponiveis,
interagdes medicamentosas e efeitos adversos®.

Em face ao exposto, a estratégia alternativa comecou a ser a pesquisa dos potenciais
efeitos antibioticos e antifangicos de medicamentos ndo-antibidticos e ndo-anfifungicos ja em
uso clinico*’, utilizando o chamado reposicionamento ou redirecionamento de
medicamentos®8-1°, Além disso, os efeitos sinérgicos dos n&o-antibidticos em combinagio
com antibidticos ditos negligenciados e colocados em desuso por conta da atividade
moderada, entre eles a polimixina B, também constitui importante pesquisa frente as bactérias
MDR?,

Medicamentos antidepressivos, destacando a classe dos inibidores seletivos de
recaptacdo da serotonina (ISRSs), apresentaram atividade significativa contra varios géneros
bacterianos e fingicos*'24, Recentemente, o ISRS oxalato de escitalopram teve sua atividade
antibacteriana relatada, frente a Gram-positivos e Gram-negativos'''?, e a fluoxetina frente a
bactérias MDR'®. Em outro estudo, esta Gltima, testada frente a Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), demonstrou promover alteracdes na integridade da
membrana plasmatica: concluiram que pelo fato dela ser capaz de agir em locais especificos
do DNA celular, poder levar & morte por apoptose’®. O ISRS sertralina possui forte atividade
antibacteriana intrinseca, além de atividades antiflngicas. Estudos de sinergismo revelaram
que a sertralina aumentou significativamente o efeito antimicrobiano da ciprofloxacina,
levofloxacina, norfloxacina, moxifloxacina, gentamicina e tetraciclina?®?2, Individualmente,
sertralina e fluoxetina produziram efeito anti-biofilme frente a cepas de Candida spp.?’.

Na Tabela 1, apresentamos um resumo de estudos realizados com medicamentos

antidepressivos frente a bactérias e fungos, como potenciais sugestées ao reposicionamento
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para o tratamento de infec¢bes bacterianas e fungicas. S&o apresentados na Tabela
medicamentos antidepressivos das classes: inibidores da captura de monoaminas: inibidores
seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRSs) e antidepressivos triciclicos (ADTS) classicos.
A pesquisa tem sido capaz de identificar atividades antibacterianas e antifungicas
em medicamentos ndo-antibacterianos e ndo-antifingicos. Estes medicamentos ja sdo usados
clinicamente e estas caracteristicas merecem investigacdes adicionais. Assim, um possivel
reposicionamento desses antidepressivos € uma alternativa de tratamento para infeccdes

bacterianas e fungicas.

Tabela 1 — Resumo de estudos realizados com medicamentos antidepressivos frente a
bactérias e fungos, como potenciais sugestdes ao reposicionamento para o tratamento de
infeccdes bacterianas e fungicas.

(continua)

Medicamento Categoria de

antidepressivos

Nova indicagdo

Tipo(s) de

estudo(s)

e cepas utilizadas

Referéncias

Escitalopram  Inibidores da captura de
monoaminas: Inibidores
seletivos da recaptagdo
da serotonina

(ISRSs)?:26

Enterobacter cloacae
Klebsiella pseumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Proteus mirabilis
Staphylococcus aureus

In vitro
Cepas padréao

Akilandeswari,
Ruckmani e
Ranjith, 2013%2

Fluoxetina Inibidores da captura de
monoaminas: Inibidores
seletivos da recaptagdo
da serotonina

(ISRSs)?52

Staphylococcus aureus
resistente a meticilina
(MRSA)'8

Aspergillus flavus'®
Aspergillus fumigatus®
Aspergillus terreus®
Campylobacter jejuni4
Candida albicans*’
Candida glabrata?’
Candida krusei'’
Candida parapsilosist>
Corynebacterium
urealyticum®®
Escherichia coli‘6*

Haemophilus influenzae'*

Moraxella catarrhalis!*
Pseudomonas
aeruginosa’+16

Staphylococcus aureus®s#

In vitro
Isolados clinicos

Munoz-Bellido,
Munoz-Criado e
Garcia-
Rodriguez,
1996%
Munoz-Bellido,
Munoz-Criado e
Garcia-
Rodriguez,
2000

Lass et al.,
2001%

Sousa et al.,
201816

Hadera et al.,
20184
Oliveiraetal.,
2018Y

Neto et al.,
20198
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(continuagéo)

Medicamento

Categoria de

antidepressivos

Nova indicacdo

Tipo(s) de
estudo(s)

e cepas utilizadas

Referéncias

Paroxetina Inibidores da captura de Campylobacter jejuni In vitro Munoz-Bellido,
monoaminas: Inibidores Corynebacterium Isolados clinicos Munoz-Criado e
seletivos da recaptacdo . Garcia-
da serotonina urealytlcu'm” . Rodriguez

Haemophilus influenzae* ’
(ISRSs)* Moraxella catarrhalis 1996%
Munoz-Bellido,
Munoz-Criado e
Garcia-
Rodriguez,
2000
Sertralina Inibidores da captura de In Munoz-Bellido,

monoaminas: Inibidores
seletivos da recaptagdo
da serotonina
(ISRSs)?5:26

Escherichia coli resistente
a tetraciclina®
Acinetobacter
baumannii?®

Aspergillus niger?
Aspergillus fumigatus®
Aspergillus flavus?
Bacillus subtilis®®
Bacteroides fragilis'*
Brucella spp. ¥4
Campylobacter jejuni‘4
Candida albicans!®’
Candida tropicalis®
Candida parapsilosist’
Candida glabrata'’
Candida krusei'’
Citrobacter freundiit°
Clostridium perfringens#
Clostridium difficile!*
Corynebacterium
urealyticum®31°
Cryptococcus neoformans
var. grubii?
Enterobacter cloacae!4!®
Enterococcus faecalis**°
Escherichia colit%20. 23
Haemophilus influenzae'*
Klebsiella pneumoniag!®?3
Lactobacillus
sporogenes®®
Micrococcus luteus®®
Moraxella catarrhalis®*
Morganella morganii**
Prevotella spp.**

Proteus mirabilis'
Proteus vulgaris!4*®

Vitr013'14'20'21'22'17'23

In vivo®®
Cepas
padréol9,20,21

Isolados
C| ini00313,14,22,17,23

Munoz-Criado e
Garcia-
Rodriguez,
1996%
Munoz-Bellido,
Munoz-Criado e
Garcia-
Rodriguez,
2000%

Amalesh et al.,
2012%°

Ayaz et al.,
2015%°

Rossato et
al.,2016%
Lietal., 2017
Oliveiraetal.,
2018Y

Otto et al.,
2019%
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(continuacéo)

Medicamento

Categoria de

antidepressivos

Nova indicacdo

Tipo(s) de
estudo(s)

e cepas utilizadas

Referéncias

Sertralina Inibidores da capturade  Providencia spp.° In Munoz-Bellido,
monoaminas: Inibidores  Pseudomonas vitro!3142021221723 - Muynoz-Criado e
seletivos da recaptacdo  aeruginosa'®?°23 In vivo®® Garcia-
da serotonina Salmonella spp.41° Cepas Rodriguez,
(ISRSs)?526 Serratia marcescens* padréo!®20:21 199613

Staphylococcus aureus®?  |solados Munoz-Bellido,
Staphylococcus clinicos®142217.23  Munoz-Criado e
epidermidis!+1® Garcia-
Streptococcus Rodriguez,
pneumoniae* 2000
Streptococcus pyogenes' Amalesh et al.,
Streptococcus agalactiae®* 2012%
Shigella spp.*® Ayaz et al.,
Vibrio cholerae®® 2015%°
Vibrio parahaemolyticus®® Rossato et
al.,2016%
Li et al., 2017
Oliveiraetal.,
20187
Otto et al.,
2019%

Amitriptilina  Inibidores da capturade  Acinetobacter In vitro”?* Mandal et al.,

monoaminas: baumannii®* In vivo?® 2010%

Antidepressivos
triciclicos (ADTS)
classicos?2

Bacillus spp.Z
Citrobacter spp.?
Escherichia coli”?*
Klebsiella pneumoniae”?
Lactobacillus
sporogenes®
Micrococcus luteus’?
Pseudomonas
aeruginosa’?
Staphylococcus aureus”?3
Shigella spp.?®
Salmonella spp.?®

Vibrio cholerae®

Vibrio parahaemolyticus??

Cepas padréo®’
Isolados clinicos®

Muthukumar e
Janakiraman,
20147

Otto et al.,
2019%

Clomipramina

Inibidores da captura de
monoaminas:
Antidepressivos
triciclicos (ADTS)
classicos?2

Acinetobacter baumannii
Bacteroides fragilis
Brucella spp.
Campylobacter jejuni
Clostridium perfringens
Clostridium difficile

In vitro
Isolados clinicos

Munoz-Bellido,
Munoz-Criado e
Garcia-
Rodriguez,
2000
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(concluséo)

Medicamento Categoria de Nova indicacdo Tipo(s) de Referéncias
antidepressivos estudo(s)
e cepas utilizadas

Imipramina Inibidores da captura de  Acinetobacter baumannii In vitro Otto et al.,
monoaminas: Escherichia coli Isolados clinicos 20192
Antidepressivos Klebsiella pneumoniae
triciclicos (ADTS) Pseudomonas aeruginosa

classicos?®26
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Reposicionamento de oxalato de escitalopram e clonazepam em combinagéo com
ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima para tratamento de microrganismos

multirresistentes e avaliacdo da capacidade de clivagem do DNA plasmidial

Resumo

A resisténcia bacteriana impulsionou um dos mais serios problemas de saude publica do
mundo. Nesse sentido, o reposicionamento de medicamentos surgiu para a identificacdo mais
rapida de drogas eficazes. O objetivo deste estudo foi investigar o reposicionamento dos
medicamentos oxalato de escitalopram e clonazepam individualmente e em combinac¢do com
antibidticos para tratar microrganismos resistentes a multiplas drogas (MDR) e avaliar a
capacidade de nuclease quimica. A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada
contra quarenta e sete isolados clinicos resistentes a multiplos farmacos e onze cepas
bacterianas padrdo da American Type Culture Collection (ATCC). Oxalato de Escitalopram
foi ativo principalmente frente a bactérias Gram-positivas e clonazepam frente a Gram-
positivas e Gram-negativas. Quando associados aos dois antibioticos citados, tiveram efeito
sinérgico significativo. Clonazepam foi apto a clivar o DNA plasmidial. Esses resultados nos
permitem sugerir reposicionamento destes medicamentos nao-antibiéticos para tratamento de

infeccOes bacterianas.

Palavras-chave: Agentes Antibacterianos; Sinergismo de drogas; Reposicionamento de

drogas; Terapia medicamentosa; Oxalato de escitalopram; Clonazepam.
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Introducéo

O surgimento da resisténcia bacteriana aos antibioticos impulsionou a um dos mais
graves problemas de sadde publica mundial'. O uso de altas doses de antimicrobianos para
controle das infecgOes causadas por esses microrganismos, em especial as nosocomiais,
tiveram efeito sinérgico nessa consequéncia. Com o passar do tempo, varios fatores
conduziram a selecdo de microrganismos resistentes a multiplas drogas (MDR). Séo citados,
quatro mecanismos principais de resisténcia bacteriana: alteracdo do local-alvo, inativacédo
enzimética do farmaco, captacéo ou efluxo aumentado e formagcéo de biofilme2.

Agravando o quadro acima, soma-se a reducdo drastica nas pesquisas de novos
antibidticos, bem como, investimentos nessa area, tornando o cenario ainda mais preocupante,
ja que se levam anos na obtencdo de um medicamento®. Portanto, desenvolver novas
substancias e/ou compostos que apresentem atividade antibacteriana constitui um desafio na
atualidade®. Nesse sentido, o reposicionamento ou o redirecionamento surgiu como uma
abordagem alternativa para a identificacdo mais rapida de medicamentos eficazes no
tratamento de doencas infecciosas*®.

Além disso, outra pesquisa importante é a capacidade de clivar o DNA. Moléculas
capazes de clivar o DNA tém um grande valor nos campos da medicina, biologia molecular e
engenharia genética pois apresentam a capacidade de atuarem como antibacterianos e/ou
antineoplasicos'®. As nucleases sdo enzimas capazes de clivar (ou cortar) a ligacio
fosfodiéster das moléculas de &cidos nucleicos®?.

Recentemente, o medicamento oxalato de escitalopram, utilizado como antidepressivo,
teve sua atividade antibacteriana relatada na literatura, frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Enterobacter
cloacae?*®, Foi também demonstrado que este inibidor seletivo da recaptacio da serotonina
(ISRS), oxalato de escitalopram, exerceu atividade citotoxica em células cancerosas,
provenientes de carcinoma colorretal*,

O medicamento clonazepam, pertencente a classe dos benzodiazepinicos € utilizado no
tratamento de distirbios epilépticos, transtornos de ansiedade e sindromes psicoticas?®.
Oxalato de escitalopram e clonazepam sdo medicamentos das classes farmacologicas mais
prescritas do mundo'®’, sendo o clonazepam um medicamento de baixo custo e ampla
utilizagdo na sociedade atual. Existe apenas um registro de patente sobre o uso do clonazepam
em combinagdo com antibioticos no tratamento de meningite bacteriana causada pelo

Streptococcus pneumoniae!®. Sendo assim, o presente estudo, pelo que é de nosso
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conhecimento, é o primeiro artigo cientifico que relata a atividade antibacteriana in vitro do
clonazepam.

Considerando a gravidade do problema da resisténcia bacteriana e a ameaca a saude
publica que representa, constitui tema de interesse atual da comunidade cientifica o estudo da
atividade antibacteriana de algumas classes farmacoldgicas, tais como, anti-hipertensivos,
anti-histaminicos, tranquilizantes, antipsicéticos, destes chamados de “ndo-antibidticos” para
entdo o efeito “antibiotico”, no reposicionamento ou redirecionamento, como ja citado*®. Ja é
consenso, que 0s medicamentos que possuem o anel benzénico, como o oxalato de
escitalopram e clonazepam, contribuem, consideravelmente, para um aumento da atividade
antibacteriana’®. Reposicionamento de medicamentos ja aprovados por agéncias reguladoras,
com citotoxicidades conhecidas, recentemente tem sido considerado como a grande solug&o?.

O objetivo do presente estudo foi o reposicionamento dos medicamentos oxalato de
escitalopram e clonazepam em combinagéao com ciprofloxacino e
sulfametoxazol/trimetoprima para tratamento de microrganismos multirresistentes e avaliagio

da capacidade de clivagem do DNA plasmidial.

Materiais e métodos

Cepas bacterianas

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente a 47 isolados
clinicos multirresistentes provenientes de hospital universitario do sul do Brasil e 11 cepas
bacterianas padrdo de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC). Foram
armazenadas em caldo Tryptic Soy Broth (TSB) contendo 15% de glicerol a - 20 °C. Dos
isolados clinicos, 25 eram de Staphylococcus coagulase negativa e 22 de Klebsiella
pneumoniae. As cepas padrdo Gram-positivas utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus
cereus ATCC 14579 e Micrococcus luteus ATCC 7468. Ja as Gram-negativas foram:
Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Determinacéo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
Foi realizada utilizando o método de microdiluicdo em caldo, baseado no documento
M100-S26 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI1)?. Os medicamentos teste
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utilizados no estudo foram oxalato de escitalopram (Laboratério Eurofarma S.A., Sdo Paulo,
SP, Brasil) e clonazepam (Laboratério Sanofi Medley Farmacéutica Ltda, Campinas, So
Paulo, Brasil). Para obtencdo da solucdo estoque, o oxalato de escitalopram foi diluido até a
concentragéo de 1024 pg/mL™ e o clonazepam foi diluido até a concentragdo de 512 pg/mL™,
ambos em etanol, P.A.. Os medicamentos antibacterianos ciprofloxacino (Cimed Industria
Farmacéutica Ltda, Pouso Alegre, MG, Brasil) e sulfametoxazol/trimetoprima (Produtos
Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), foram dissolvidos,
respectivamente, em metanol e etanol e nas duas concentragdes (1-1024 ug mL™ e 0,5-512 ug
mL?1). Para a comprovacéo da inexisténcia de atividade inibitdria do solvente foram utilizados
metanol e etanol a 10%, em testes realizados isoladamente. O in6culo bacteriano foi
preparado em solucdo salina estéril, obtendo turbidez padréo da escala 0,5 de McFarland. Em
microplacas de 96 orificios, contendo caldo Mueller-Hinton, os medicamentos e o indculo
bacteriano (1x10° UFC/poco) foram incubados a 35 + 2 °C por 24 horas. Apés esse periodo
de incubacéo, a CIM foi determinada por meio de leitura visual, como a menor concentragao

em que ndo houve crescimento visual dos microrganismos.

Determinacao da concentracdo inibitoria fracionada (FICI)

A andlise do sinergismo dos medicamentos foi analisada calculando-se o indice de
concentracdo inibitoria fracionada (FICI) a partir da formula apresentada a seguir, sendo
utilizada a seguinte interpretagdo: "sinérgico” (FICI < 0,5), "sem interacdo” (FICI > 0,5 e <
4,0) e "antagonico" (FICI > 4,0)%223,

FICI do agente A= CIM do agente A em combina¢do

CIM do agente A sozinho

FICI do agente B = CIM do agente B em combinagéo

CIM do agente B sozinho

XFICI= FICI do agente A + FICI do agente B

Determinacao da concentracgéo bactericida minima (CBM)
Foi realizada conforme o método descrito no documento M26-A do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) em 199924, com algumas alteragdes.
Ap0s a leitura visual da CIM, foram retirados aproximadamente 10puL do contetido dos
pogos onde ndo houve crescimento bacteriano visivel e também do Ultimo pogo onde houve

crescimento bacteriano visivel (controle positivo). Este volume foi semeado em placas de
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petri contendo agar Mueller-Hinton, sendo incubadas a 35 + 2 °C durante 24/48 horas. Ap06s a
incubacdo, a CBM foi determinada como a menor concentragdo requerida para matar o

microrganismao.

Clivagem do DNA plasmidial

A andlise de clivagem do DNA plasmidial foi realizada no intuito de analisar o
potencial de nuclease quimica dos medicamentos. Dessa forma, foi extraido o DNA
plasmidial inserido em cepa de E. coli. (puC 18) utilizando-se a lise alcalina (“large-scale
preparation of plasmid DNA”), descrita no livro de protocolos?.

Apos a extragdo do DNA plasmidial, este foi incubado com o oxalato de escitalopram
e 0 clonazepam (separadamente). Primeiramente, foram solubilizados obtendo-se as
concentragdes de 3,75 mM, 1,875 mM e 0,375 mM. Posteriormente o0 DNA e o0s
medicamentos em estudo foram incubados em microtubos por 24 h a 37°C e a 50°C em dois
diferentes pHs: 7,4 e 8,0. Apos o periodo de incubacdo, foram adicionados 4uL de loading
blffer. Posteriormente, para a deteccdo da clivagem do DNA plasmidial, foi utilizada a
eletroforese em gel de agarose a 0,8%, onde a ocorréncia de clivagem foi identificada através
da diminuicdo da banda referente a forma | do DNA (superenovelada ou FI) e aumento da
forma Il (circular aberta ou FII). Em alguns casos pode ser observada uma clivagem altamente

eficiente, com formacéo da forma Il (linear ou FIII).

Nivel de tolerancia
Os niveis de tolerancia das cepas padrdo e dos isolados clinicos frente ao oxalato de
escitalopram e clonazepam foram determinados de acordo com um método padrdo usando a

seguinte formula2-2728;
Tolerancia = CBM / CIM.

A relacdo CBM/CIM € um parametro que reflete a capacidade bactericida do medicamento
analisado. A proporcdo CBM/CIM pode ser interpretada como bacteriostatico, caso seja = 16,
e bactericida se < 4. CBM é geralmente idéntica ou dentro de 1 ou 2 duplica¢des de diluicdo
da CIM. Se a CBM excede a CIM em 32 vezes ou mais, 0 microrganismo é definido como

tolerante6:2728,
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Anélise estatistica
Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey
usando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA). Diferencas com p

<0,05*, p <0,01**, p <0,001*** foram consideradas significativas.

Conceitos éticos
A utilizagdo das cepas bacterianas isoladas de pacientes atendidos no hospital

foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria,
estando registrada sob o numero do Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica
CAAE 38850614.4.0000.5346.

O cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) esta registrado sob o nimero AE78E18 —

Universidade Federal de Santa Maria.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 podemos visualizar os valores de CIM obtidos das analises do oxalato
de escitalopram, ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima, bem como os valores de FICI
de suas associacGes. Analisando-se 0s resultados temos que o oxalato de escitalopram
apresentou altos valores altos de CIM, similares aos relatados em outros estudos (entre 512 e
1024 pug mL™1)!213, Considerando-se os resultados do ndo-antibidtico oxalato de escitalopram
associado com o antibiotico ciprofloxacino houve efeito sinérgico frente as cepas padréao de S.
epidermidis ATCC 12228 (FICI = 0,006), E. faecalis ATCC 51299 (FICI = 0,006), B. cereus
ATCC 14579 (FICI = 0,501), M. luteus ATCC 7468 (FICI = 0,017) e S. aureus ATCC 25923
(FICI = 0,004) e frente aos isolados clinicos de Staphylococcus coagulase negativa (SCN)
MDR (13) (FICI = 0,125), SCN MDR (14) (FICI =0,5), SCN MDR (17) (FICI =0,031), SCN
MDR (20) (FICI = 0,094), SCN MDR (21) (FICI = 0,156) e SCN MDR (23) (FICI = 0,375).
Houve efeito sinérgico também na associacdo do oxalato de escitalopram com o
antibacteriano sulfametoxazol/trimetoprima, frente as cepas padrdo de E. faecalis ATCC
51299 (FICI = 0,002), M. luteus ATCC 7468 (FICI = 0,009) e S. aureus ATCC 25923 (FICI =
0,009) e frente aos isolados clinicos de SCN MDR (4) (FICI = 0,5), SCN MDR (6) (FICI =
0,5) e SCN MDR (13) (FICI = 0,125). Estudos similares em que foi avaliado o efeito
antimicrobiano dos ISRSs sertralina, fluoxetina e paroxetina houve maior atividade frente a

bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.2°. No nosso estudo,
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a atividade antibacteriana do oxalato de escitalopram foi maior frente a cepas Gram-positivas,
portanto de estreito espectro, e seu efeito quando em combinagdo com o ciprofloxacino e/ou
sulfametoxazol/trimetoprima intensamente sinérgico.

Na Tabela 2 podemos visualizar os valores de CBM obtidos das analises do oxalato de
escitalopram, ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima, bem como os valores de CBM
das associacBes. Considerando-se os resultados do medicamento ndo-antibidtico associado
com o antibidtico ciprofloxacino, houve efeito bactericida frente as cepas padrdo de P.
aeruginosa ATCC 27853 (CBM = 32ug mL™Y), E. coli ATCC 35218 (CBM = 2ug mL™) e B.
cereus ATCC 14579 (CBM = 32ug mL?) e frente ao isolado clinico de SCN MDR (17)
(CBM = 16pug mL™). Néo houve efeito bactericida significativo na associacdo do oxalato de
escitalopram com o antibacteriano sulfametoxazol/trimetoprima.

Na Tabela 3 foi demostrado o nivel de tolerancia do oxalato de escitalopram. O
antidepressivo apresentou atividade bactericida frente a uma cepa padrdo Gram-negativa e
oito isolados clinicos MDR Gram-positivos. Tendo atividade importante frente a Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus spp., como foi evidenciado na literatura®*2,

Na Tabela 4 podemos visualizar os valores de CIM obtidos das analises do
clonazepam, ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima, bem como os valores de FICI de
suas associagdes. O clonazepam quando testado isoladamente apresentou valores altos de
CIM, como ocorreu com outros medicamentos ndo-antibidticos que quando testados
isoladamente também mostraram valores altos de CIM?°. Considerando-se 0s resultados do
medicamento ndo-antibidtico associado com o antibi6tico ciprofloxacino, houve efeito
sinérgico do clonazepam frente as cepas padrdo de S. epidermidis ATCC 12228 (FICI = 0,25),
E. faecalis ATCC 51299 (FICI = 0,094) e S. aureus ATCC 25923 (FICI = 0,5) e frente aos
isolados clinicos de SCN MDR (13) (FICI =0,094), SCN MDR (16) (FICI = 0,5), SCN MDR
(17) (FICI = 0,016), SCN MDR (19) (FICI = 0,187), SCN MDR (20) (FICI = 0,312), SCN
MDR (21) (FICI = 0,156) e SCN MDR (23) (FICI = 0,25). Houve efeito sinérgico também na
associacdo do clonazepam com o antibacteriano sulfametoxazol/trimetoprima, frente as cepas
padrdo de P. aeruginosa ATCC 27853 (FICI = 0,5), S. epidermidis ATCC 12228 (FICI =
0,5), E. faecalis ATCC 51299 (FICI = 0,187) e S. aureus ATCC 25923 (FICI = 0,5) e frente
aos isolados clinicos de SCN MDR (13) (FICI = 0,375), SCN MDR (16) (FICI = 0,375), SCN
MDR (17) (FICI = 0,375) e SCN MDR (23) (FICI = 0,5). Vérias drogas ndo-antibioticas
comercializadas podem reduzir a CIM do antibidtico quando em combinacdo com ele no
tratamento de infecgGes nosocomiais graves®. Neste estudo, houve atividade antibacteriana do

clonazepam principalmente frente a microrganismos Gram-positivos (géneros Staphylococcus
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spp. e Enterococcus spp.) e um microrganismo Gram-negativo (P. aeruginosa), quando em
associacdo com ciprofloxacino e/ou sulfametoxazol/trimetoprima. Dado o problema da
multirresisténcia, especialmente os patégenos ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp), medidas urgentes como o reaproveitamento de drogas
constituem  alternativas promissoras para descobrir novas opgdes de tratamento®.

Na Tabela 5 podemos visualizar os valores de CBM obtidos das analises do
clonazepam, ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima, bem como os valores de CBM
das associacBes. Considerando-se os resultados do medicamento ndo-antibidtico associado
com o antibiético ciprofloxacino, podemos citar o efeito bactericida significativo frente ao
isolado clinico de SCN MDR (17) (CBM = 4ug mL?).

Na Tabela 6 foi demostrado o nivel de tolerdncia do clonazepam. O benzodiazepinico
foi bactericida frente a quatro cepas padrdo Gram-negativas e todos os isolados clinicos MDR
Gram-positivos e Gram-negativos. Evidenciando, novamente, a atividade frente aos
patogenos ESKAPE?,

Os graficos efetuados através do programa estatistico GraphPad Prism 5.0
demonstraram que o oxalato de escitalopram e o clonazepam interferiram fortemente na acéo
principalmente de microrganismos Gram-positivos, representados na Figura 1: E. faecalis
ATCC 51299 (Figura 1 — A) e SCN MDR (13) (Figura 1 — B) frente ao oxalato de
escitalopram e E. faecalis ATCC 51299 (Figura 1 — C) e SCN MDR (17) (Figura 1 — D)
frente ao clonazepam. Os valores de p foram considerados significativos considerando
calculos previamente efetuados no programa estatistico utilizado. Os valores de CIM
diminuiram significativamente quando os medicamentos ndo-antibidticos foram associados
com ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima.

O estudo da atividade de nuclease quimica foi realizado com DNA plasmidial (pUC
18) conforme descrito anteriormente. Quando ocorrem rupturas nas fitas, o plasmideo altera a
conformacdo do DNA da forma superenovelada (FI) para a forma circular aberta (FII) que
migra a uma velocidade menor do que a anterior. Em alguns casos pode ser observada uma
clivagem altamente eficiente, com formagdo da forma linear (FIIN* (Figura 2). O
medicamento oxalato de escitalopram ndo foi apto a clivar o DNA plasmidial. No entanto, o
medicamento clonazepam foi apto a clivar o DNA, a 37 °C, pH 7,4, na concentragéo de 3,75
mM (banda 2). Ja4 a 50 °C, pH 8,0 houve maior efetividade de clivagem, que podemos

visualizar no desaparecimento total das bandas nas trés concentragdes testadas'®!! (Figura 3).
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Em concluséo, oxalato de escitalopram e clonazepam apresentaram atividade
bactericida significativa frente as cepas ATCC e MDR testadas nesse estudo. O antidepressivo
oxalato de escitalopram apresentou atividade bactericida frente a uma cepa padrdo Gram-
negativa e oito isolados clinicos MDR Gram-positivos, enquanto que o benzodiazepinico
clonazepam foi bactericida frente a quatro cepas padrdo Gram-negativas e todos os isolados
clinicos MDR Gram-positivos e Gram-negativos. A associacdo aos antibioticos
ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima, produziu significativo efeito sinérgico. Estes
resultados nos permitem sugerir esta associacdo como candidatos ao redirecionamento destes
dois ndo-antibidticos para o tratamento de infeccBes bacterianas, principalmente frente a
Gram-positivos. Como ja foi citado, é consenso, o fato deles possuirem na sua estrutura
qguimica o anel benzénico, que lhes confere atividade antibacteriana. Supdem-se que a maior
atividade do clonazepam pode ser devido a presenca do cloro. Porém estudos adicionais sobre
0 mecanismo de acdo desses farmacos deverdo ser efetuados, inclusive para aumentar a
seguranga no uso. Somente o clonazepam foi apto a clivar o DNA plasmidial; compostos com
esta caracteristica podem ter, além do efeito antibacteriano, também efeito citotoxico. Nosso
grupo de pesquisa continuara os estudos com o referido medicamento utilizando linhagem
celulares cancerigenas pois ele possui potencial para reposicionamento como agente

citotoxico.
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Tabela 1 — Concentracéo inibitéria minima (CIM) do oxalato de escitalopram, isoladamente e
em combinagdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrdo e

isolados clinicos.

(continua)
Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y)
Cepas padrdo ATCC ESC CIP ESC+CIP FICI SUT ESC+SUT  FICI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1024 1 1 1,001 256 256 1,25
Escherichia coli ATCC 35218 1024 1 1 1,001 8 512 64,5
Escherichia coli ATCC 25922 1024 025 1 4,001 1 256 256,25
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 1024 0,5 1 2,001 4 8 2,008
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1024 512 2 0,006 1024 1024 2,008
Enterococcus faecalis ATCC 51299 1024 512 2 0,006 1024 1 0,002
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1024 1 2 2,002 1 128 128,125
Bacillus cereus ATCC 14579 1024 2 1 0,501 32 1024 33
Staphylococcus aureus ATCC 29213 1024 4 128 32,125 1 1024 1025
Micrococcus luteus ATCC 7468 1024 64 1 0,017 256 2 0,009
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1024 256 1 0,004 256 2 0,009
Isolados clinicos
SCN MDR (1) 1024 512 512 1,5 1024 512 1
SCN MDR (2) 1024 512 1024 3 1024 1024 2
SCN MDR (3) 1024 1024 1024 2 1024 512 1
SCN MDR (4) 1024 1024 512 1 1024 256 0,5
SCN MDR (5) 1024 1024 512 1 1024 512 1
SCN MDR (6) 1024 1024 512 1 1024 256 0,5
SCN MDR (7) 1024 256 512 2,5 1024 512 1
SCN MDR (8) 512 512 512 2 512 512 2
SCN MDR (9) 1024 1024 512 1 512 512 1,5
SCN MDR (10) 1024 1024 1024 2 1024 512 1
SCN MDR (11) 1024 512 512 1,5 1024 512 1
SCN MDR (12) 1024 512 1024 3 512 512 15
SCN MDR (13) 1024 1024 64 0,125 1024 64 0,125
SCN MDR (14) 1024 1024 256 0,5 1024 512 1
SCN MDR (15) 1024 1024 512 1 1024 512 1
SCN MDR (16) 1024 1024 1024 2 512 1024 3
SCN MDR (17) 1024 1024 16 0,031 512 256 0,75
SCN MDR (18) 512 1024 512 1,5 512 256 1
SCN MDR (19) 1024 512 512 1,5 512 512 15

SCN MDR (20) 512 1024 32 0,094 1024 256 0,75
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Tabela 1 — Concentracéo inibitéria minima (CIM) do oxalato de escitalopram, isoladamente e
em combinagdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrdo e
isolados clinicos.

(continuacao e concluséo)

Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y)

Isolados clinicos ESC CIP ESC+CIP  FICI SUT ESC+SUT  FICI
SCN MDR (21) 256 1024 32 0,156 1024 256 1,25
SCN MDR (22) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
SCN MDR (23) 1024 512 128 0,375 512 1024 3
SCN MDR (24) 1024 512 512 1,5 1024 512 1
SCN MDR (25) 1024 512 512 1,5 1024 512 1
Klebsiella pneumoniae MDR (1) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (2) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (3) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (4) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (5) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (6) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (7) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (8) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (9) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (10) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (11) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (12) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (13) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (14) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (15) 1024 1024 512 1 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (16) 1024 1024 512 1 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (17) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (18) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (19) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (20) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (21) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2
Klebsiella pneumoniae MDR (22) 1024 1024 1024 2 1024 1024 2

ESC, Oxalato de Escitalopram; CIP, Ciprofloxacino; SUT, Sulfametoxazol/Trimetoprima; ESC+CIP, combinagdo de Oxalato de
Escitalopram e Ciprofloxacino; ESC+SUT, combinacio de Oxalato de Escitalopram e Sulfametoxazol/Trimetoprima; FICI, Indice de

Concentracéo Inibitoria Fracionada; SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, isolados clinicos multirresistentes.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 2 — Concentragdo bactericida minima (CBM) do oxalato de escitalopram, isoladamente

e em combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrao e

isolados clinicos.

(continua)
Cepas bacterianas CBM (ug mL?)
Cepas padrdo ATCC ESC CIP SUT ESC+CIP ESC+SUT
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >1024 1 256 32 >1024
Escherichia coli ATCC 35218 >1024 >512 >512 2 >1024
Escherichia coli ATCC 25922 >1024 2 >512 1024 >1024
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 1024 1 >512 128 >1024
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 >1024 >512  >b12 1024 >1024
Enterococcus faecalis ATCC 51299 >1024 >512  >512 1024 >1024
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >1024 >512  >512 1024 >1024
Bacillus cereus ATCC 14579 >1024 1 >512 32 1024
Staphylococcus aureus ATCC 29213 >1024 >512  >b12 1024 >1024
Micrococcus luteus ATCC 7468 >1024 >512  >512 1024 1024
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1024 >512  >b12 >1024 >1024
Isolados clinicos
SCN MDR (1) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (2) >1024 1024 >1024 1024 1024
SCN MDR (3) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (4) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (5) 1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (6) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (7) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (8) 1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (9) 1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (10) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (11) >1024 1024 >1024 1024 1024
SCN MDR (12) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (13) 1024 1024 1024 512 1024
SCN MDR (14) >1024 >1024 >1024 1024 1024
SCN MDR (15) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (16) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (17) >1024 1024 1024 16 1024
SCN MDR (18) 1024  >1024 1024 1024 1024
SCN MDR (19) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (20) 1024  >1024 1024 64 1024
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Tabela 2 — Concentragdo bactericida minima (CBM) do oxalato de escitalopram, isoladamente
e em combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padréo e
isolados clinicos.

(continuacéo e concluséo)

Cepas bacterianas CBM (ug mL?)

Isolados clinicos ESC CIP SUT ESC+CIP ESC+SUT
SCN MDR (21) 1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (22) >1024 1024  >1024 1024 1024
SCN MDR (23) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (24) >1024 1024 1024 1024 1024
SCN MDR (25) 1024 1024 1024 1024 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (1) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (2) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (3) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (4) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (5) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (6) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (7) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (8) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (9) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (10) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (11) >1024 1024  >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (12) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (13) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (14) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (15) >1024 >1024 >1024 1024 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (16) >1024 >1024 >1024 1024 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (17) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (18) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (19) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (20) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (21) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae MDR (22) >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

ESC, Oxalato de Escitalopram; CIP, Ciprofloxacino; SUT, Sulfametoxazol/Trimetoprima; ESC+CIP, combinago de Oxalato
de Escitalopram e Ciprofloxacino; ESC+SUT, combinacdo de Oxalato de Escitalopram e Sulfametoxazol/Trimetoprima;

SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, isolados clinicos multirresistentes.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 3 — Concentracéo inibitoria minima (CIM), concentracdo bactericida minima (CBM) e

determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do oxalato de escitalopram (ESC) frente a

cepas padréo e isolados clinicos.

(continua)
ESC

Cepas bacterianas CIM (ug mL™) CBM (ug mL™?) Indice de Tolerancia  Interpretagio
Cepas padrdo ATCC (CBM/CIM)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1024 >1024 - -
Escherichia coli ATCC 35218 1024 >1024 - -
Escherichia coli ATCC 25922 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 1024 1024 1 Bactericida
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1024 >1024 - -
Enterococcus faecalis ATCC 51299 1024 >1024 - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1024 >1024 - -
Bacillus cereus ATCC 14579 1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 1024 >1024 - -
Micrococcus luteus ATCC 7468 1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1024 >1024 - -
Isolados clinicos
SCN MDR (1) 1024 >1024 - -
SCN MDR (2) 1024 >1024 - -
SCN MDR (3) 1024 >1024 - -
SCN MDR (4) 1024 >1024 - -
SCN MDR (5) 1024 1024 1 Bactericida
SCN MDR (6) 1024 >1024 - -
SCN MDR (7) 1024 >1024 - -
SCN MDR (8) 512 1024 2 Bactericida
SCN MDR (9) 1024 1024 1 Bactericida
SCN MDR (10) 1024 >1024 - -
SCN MDR (11) 1024 >1024 - -
SCN MDR (12) 1024 >1024 - -
SCN MDR (13) 1024 1024 1 Bactericida
SCN MDR (14) 1024 >1024 - -
SCN MDR (15) 1024 >1024 - -
SCN MDR (16) 1024 >1024 - -
SCN MDR (17) 1024 >1024 - -
SCN MDR (18) 512 1024 2 Bactericida
SCN MDR (19) 1024 >1024 - -
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Tabela 3 — Concentragdo inibitoria minima (CIM), concentracao bactericida minima (CBM) e

determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do oxalato de escitalopram (ESC) frente a

cepas padréo e isolados clinicos.

(continuacao e concluséo)

ESC
Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y) CBM (ug mL™?) Indice de Tolerancia  Interpretagio
Isolados clinicos (CBM/CIM)
SCN MDR (20) 512 1024 2 Bactericida
SCN MDR (21) 256 1024 4 Bactericida
SCN MDR (22) 1024 >1024 ; -
SCN MDR (23) 1024 >1024 ; -
SCN MDR (24) 1024 >1024 ; -
SCN MDR (25) 1024 1024 1 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (1) 1024 >1024 - B
Klebsiella pneumoniae MDR (2) 1024 >1024 - B
Klebsiella pneumoniae MDR (3) 1024 >1024 - B
Klebsiella pneumoniae MDR (4) 1024 >1024 - B
Klebsiella pneumoniae MDR (5) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (6) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (7) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (8) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (9) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (10) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (11) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (12) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (13) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (14) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (15) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (16) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (17) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (18) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (19) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (20) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (21) 1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae MDR (22) 1024 >1024 - -

ESC, Oxalato de Escitalopram; SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, isolados clinicos multirresistentes.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 4 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) do clonazepam, isoladamente e em

combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrdo e

isolados clinicos.

(continua)
Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y)
Cepas padrdo ATCC CLON CIP  CLON+CIP FICI SUT CLON+SUT FICI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 256 1 64 64,25 256 64 0,5
Escherichia coli ATCC 35218 256 1 32 34,125 8 128 16,5
Escherichia coli ATCC 25922 256 0,25 64 256,25 1 64 64,25
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 256 05 64 128,25 4 128 32,5
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 512 512 64 0,25 512 128 0,5
Enterococcus faecalis ATCC 51299 256 512 16 0,094 512 32 0,187
Enterococcus faecalis ATCC 29212 512 1 64 64,125 1 128 128,25
Bacillus cereus ATCC 14579 256 2 164 32,25 32 128 4,5
Staphylococcus aureus ATCC 29213 512 4 128 32,25 1 128 128,25
Micrococcus luteus ATCC 7468 512 64 64 1,125 256 256 15
Staphylococcus aureus ATCC 25923 256 256 64 0,5 256 64 0,5
Isolados clinicos
SCN MDR (1) 256 256 256 2 256 256 2
SCN MDR (2) 256 256 256 2 512 512 3
SCN MDR (3) 256 512 256 15 512 256 1,5
SCN MDR (4) 256 512 256 15 512 256 1,5
SCN MDR (5) 256 256 256 2 512 256 1,5
SCN MDR (6) 128 512 128 1,25 512 128 1,25
SCN MDR (7) 256 256 256 2 512 256 1,5
SCN MDR (8) 128 256 256 3 512 256 2,5
SCN MDR (9) 256 512 256 15 512 256 1,5
SCN MDR (10) 256 256 256 2 512 256 1,5
SCN MDR (11) 256 256 256 2 512 256 1,5
SCN MDR (12) 256 256 512 4 512 256 15
SCN MDR (13) 256 512 16 0,094 512 64 0,375
SCN MDR (14) 256 512 128 0,75 128 128 15
SCN MDR (15) 256 512 512 3 512 512 3
SCN MDR (16) 256 256 64 0,5 512 128 0,375
SCN MDR (17) 512 512 4 0,016 256 64 0,375
SCN MDR (18) 256 512 512 3 256 512 4
SCN MDR (19) 512 256 32 0,187 512 512 2
SCN MDR (20) 128 512 32 0,312 512 256 2,5
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Tabela 4 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) do clonazepam, isoladamente e em
combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrdo e
isolados clinicos.

(continuacao e concluséo)

Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y)

Isolados clinicos CLON CIP  CLON+CIP FICI SUT CLON+SUT FICI
SCN MDR (21) 128 512 16 0,156 512 128 1,25
SCN MDR (22) 256 512 256 15 512 512 3
SCN MDR (23) 512 128 64 0,25 512 128 0,5
SCN MDR (24) 256 512 256 15 512 256 1,5
SCN MDR (25) 256 512 512 3 512 256 1,5
Klebsiella pneumoniae MDR (1) 256 512 256 15 512 512 3
Klebsiella pneumoniae MDR (2) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (3) 128 512 512 5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (4) 256 512 512 3 512 512 3
Klebsiella pneumoniae MDR (5) 256 512 512 3 512 256 15
Klebsiella pneumoniae MDR (6) 256 512 256 15 512 256 15
Klebsiella pneumoniae MDR (7) 256 512 512 3 512 512 3
Klebsiella pneumoniae MDR (8) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (9) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (10) 256 512 256 15 512 256 15
Klebsiella pneumoniae MDR (11) 128 512 512 5 512 512 5
Klebsiella pneumoniae MDR (12) 256 512 512 3 512 256 15
Klebsiella pneumoniae MDR (13) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (14) 512 512 512 2 512 256 1
Klebsiella pneumoniae MDR (15) 256 512 256 15 512 512 3
Klebsiella pneumoniae MDR (16) 256 512 512 3 512 512 3
Klebsiella pneumoniae MDR (17) 256 512 256 15 512 256 15
Klebsiella pneumoniae MDR (18) 128 512 512 5 512 512 5
Klebsiella pneumoniae MDR (19) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (20) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (21) 128 512 256 2,5 512 256 2,5
Klebsiella pneumoniae MDR (22) 256 512 512 3 512 512 3

CLON, Clonazepam; CIP, Ciprofloxacino; SUT, Sulfametoxazol/Trimetoprima; CLON+CIP, combinacao de Clonazepam e
Ciprofloxacino; CLON+SUT, combinacao de Clonazepam e Sulfametoxazol/Trimetoprima; FICI, indice de Concentracio Inibitdria

Fracionada; SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, isolados clinicos multirresistentes.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 5 — Concentracdo bactericida minima (CBM) do clonazepam isoladamente e em

combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrdo e

isolados clinicos. Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

(continua)
Cepas bacterianas CBM (ug mL™?)
Cepas padrdao ATCC CLON CIP SUT CLON+CIP CLON+SUT
Pseudomonasaeruginosa ATCC 27853 512 1 256 64 >256
Escherichia coli ATCC 35218 512 >512  >512 128 >256
Escherichia coli ATCC 25922 512 2 >512 64 64
Klebsiellapneumoniae ATCC 700603 512 1 >512 >256 >256
Staphylococcusepidermidis ATCC 12228 >512 >512 >512 >256 >256
Enterococcusfaecalis ATCC 51299 >512  >512  >512 >256 >256
Enterococcusfaecalis ATCC 29212 >512 >512  >512 >256 >256
Bacilluscereus ATCC 14579 >512 1 >512 256 >256
Staphylococcus aureus ATCC 29213 >512 >512 >512 >256 >256
Micrococcusluteus ATCC 7468 >512  >512  >512 >256 >256
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >512  >512  >512 >256 256
Isolados clinicos
SCN MDR (1) 512 512 512 512 512
SCN MDR (2) 512 512 >512 512 512
SCN MDR (3) 512 512 512 512 512
SCN MDR (4) 512 512 512 512 512
SCN MDR (5) 512 512 512 512 512
SCN MDR (6) 512 512 512 512 512
SCN MDR (7) 512 512 512 512 512
SCN MDR (8) 512 512 >512 512 512
SCN MDR (9) 512 512 512 512 512
SCN MDR (10) 512 512 >512 512 512
SCN MDR (11) 512 512 512 512 512
SCN MDR (12) 512 512 512 512 512
SCN MDR (13) 512 512 512 512 512
SCN MDR (14) 512 >512 512 512 512
SCN MDR (15) 512 >512  >512 512 512
SCN MDR (16) 512 512 512 256 256
SCN MDR (17) 512 >512 512 4 512
SCN MDR (18) 512 >512 512 512 512
SCN MDR (19) 512 512 512 512 512
SCN MDR (20) 512 512 512 512 512
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Tabela 5 — Concentracdo bactericida minima (CBM) do clonazepam isoladamente e em
combinacdo com ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima frente a cepas padrdo e
isolados clinicos.

(continuacao e concluséo)

Cepas bacterianas CBM (ug mL™?)

Isolados clinicos CLON CIP SUT CLON+CIP CLON+SUT
SCN MDR (21) 512 512 512 512 512
SCN MDR (22) 512 512 >512 512 512
SCN MDR (23) 512 512 512 512 512
SCN MDR (24) 512 512 512 512 512
SCN MDR (25) 512 512 512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (1) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (2) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (3) 512 512 >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (4) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (5) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (6) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (7) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (8) 512 512 >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (9) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (10) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (11) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (12) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (13) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (14) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (15) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (16) 512 512 >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (17) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (18) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (19) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (20) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (21) 512 >512  >512 512 512
Klebsiella pneumoniae MDR (22) 256 >512  >512 512 512

CLON, Clonazepam; CIP, Ciprofloxacino; SUT, Sulfametoxazol/Trimetoprima; CLON+CIP, combinagdo de Clonazepam e
Ciprofloxacino; CLON+SUT, combinacdo de Clonazepam e Sulfametoxazol/Trimetoprima; SCN, Staphylococcus coagulase

negativa; MDR, isolados clinicos multirresistentes.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 6 — Concentracao inibitoria minima (CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e

determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do clonazepam (CLON) frente a cepas

padrdo e isolados clinicos.

(continua)
CLON

Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y) CBM (ug mL™?) Indice de Tolerancia  Interpretagio
Cepas padrdo ATCC (CBM/CIM)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 256 512 2 Bactericida
Escherichia coli ATCC 35218 256 512 2 Bactericida
Escherichia coli ATCC 25922 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 256 512 2 Bactericida
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 512 >512 - -
Enterococcus faecalis ATCC 51299 256 >512 - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 512 >512 - -
Bacillus cereus ATCC 14579 256 >512 - -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 512 >512 - -
Micrococcus luteus ATCC 7468 512 >512 - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 256 >512 - -
Isolados clinicos
SCN MDR (1) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (2) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (3) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (4) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (5) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (6) 128 512 4 Bactericida
SCN MDR (7) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (8) 128 512 4 Bactericida
SCN MDR (9) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (10) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (11) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (12) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (13) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (14) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (15) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (16) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (17) 512 512 1 Bactericida
SCN MDR (18) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (19) 512 512 1 Bactericida
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Tabela 6 — Concentracao inibitoria minima (CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e

determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do clonazepam (CLON) frente a cepas

padrdo e isolados clinicos.

(continuacao e concluséo)

CLON

Cepas bacterianas CIM (ug mL™Y) CBM (ug mL™?) Indice de Tolerancia  Interpretagio
Isolados clinicos (CBM/CIM)

SCN MDR (20) 128 512 4 Bactericida
SCN MDR (21) 128 512 4 Bactericida
SCN MDR (22) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (23) 512 512 1 Bactericida
SCN MDR (24) 256 512 2 Bactericida
SCN MDR (25) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (1) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (2) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (3) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (4) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (5) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (6) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (7) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (8) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (9) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (10) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (11) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (12) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (13) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (14) 512 512 1 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (15) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (16) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (17) 256 512 2 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (18) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (19) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (20) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (21) 128 512 4 Bactericida
Klebsiella pneumoniae MDR (22) 256 256 2 Bactericida

CLON, Clonazepam; SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, isolados clinicos multirresistentes.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Figura 1 — Atividade do oxalato de escitalopram frente a A: Enterococcus faecalis ATCC
51299 e B: SCN MDR (13). Atividade do clonazepam frente a C: Enterococcus faecalis
ATCC 51299 e D: SCN MDR (17). Asteriscos indicam os niveis de significancia, quando
comparados aos medicamentos testados isoladamente. Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. (*) p <0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Figura 2 — Representacéo ilustrativa das formas do DNA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Figura 3 — Gel de agarose com medicamento clonazepam em diferentes temperaturas e pHs

evidenciando a ocorréncia da clivagem do DNA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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4. DISCUSSAO

Vaérios estudos descrevem a atividade antibacteriana de medicamentos antidepressivos,
sendo efetivos frente a muitos microrganismos (AKILANDESWARI, RUCKMANI e
RANJITH, 2013; AMALESH et al., 2012; AYAZ et al., 2015; HADERA et al., 2018; LASS
et al., 2001; LI et al, 2017; MUNOZ-BELLIDO, MUNOZ-CRIADO e GARCIA-
RODRIGUEZ, 1996; MUNOZ-BELLIDO, MUNOZ-CRIADO e GARCIA-RODRIGUEZ,
2000; MUTHUKUMAR e JANAKIRAMAN, 2014; NETO et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2018; OTTO et al., 2019; ROSSATO et al., 2016; SOUSA et al., 2018). Esse fato torna cada
vez mais interessante a investigacdo das atividades antimicrobianas de antidepressivos.

Um dos medicamentos pesquisados, Oxalato de Escitalopram, esta apresentado no
artigo publicado: “Repositioning or Redirection of Antidepressant Drugs in the Treatment of
Bacterial and Fungal Infections”. Ao investigarmos as atividades antibacterianas do oxalato
de escitalopram, verificamos que nossos dados concordam com o0s descritos por
Akilandeswari, Ruckmani e Ranjith (2013), que avaliaram a atividade do oxalato de
escitalopram frente a cepas padrdo, tendo atividade frente a Gram-positivos e Gram-
negativos. No nosso estudo, foi bactericida frente a uma cepa padrdo Gram-negativa e alguns
isolados clinicos Gram-positivos. Quando o antidepressivo foi testado em combinag¢do com
ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima apresentou resultado significativo tanto frente
as cepas padrdo, quanto aos isolados clinicos. Apesar de na literatura 0 medicamento oxalato
de escitalopram ter apresentado atividade frente a células de carcinoma colorretal (SAKKA et
al., 2017), no presente estudo o medicamento n&o foi capaz de clivar o DNA plasmidial.

No manuscrito, os resultados descritos sdo do oxalato de escitalopram, mas também
temos resultados de outro medicamento testado, o benzodiazepinico clonazepam. Os
resultados obtidos demonstraram que o clonazepam apresentou atividade bactericida
importante frente a microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Quando em
combinagdo com antibacterianos demonstrou que houve sinergismo frente a alguns
microrganismos, corroborando com dados j& descritos, os quais afirmam que a associagdo de
medicamentos ndo-antibacterianos com antibacterianos pode reduzir a concentragéo inibitoria
minima e apresentar uma solucdo para infec¢fes bacterianas graves (BROWN, 2015). Sendo
que, o clonazepam em combinagdo com antibacterianos teve atividade frente a algumas
espécies bacterianas, dando énfase a Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, que
fazem parte dos patdgenos ESKAPE (YOUNIS, SHANKAR e SELEEM, 2015). Outro dado
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importante & cerca do benzodiazepinico clonazepam, é que ele foi capaz de clivar o DNA
plasmidial (ALMEIDA et al., 2013).

Esses resultados demonstram que o redirecionamento de farmacos é uma alternativa
promissora no tratamento de infecgdes bacterianas (principalmente em associagdo com

antibacterianos) e neoplasias.

5. CONCLUSOES

Nesse trabalho evidenciamos que o redirecionamento de medicamentos é uma
alternativa no tratamento de doencas infecciosas e também para neoplasias. Sendo que no

presente estudo:

a) Apresentamos 14 estudos abrangendo o reposicionamento de medicamentos
antidepressivos para tratamento de infeccGes bacterianas e fungicas; sete antidepressivos
apresentaram atividade frente a microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos.
Dentre os antidepressivos, foi citado o oxalato de escitalopram com atividade relatada in vitro

frente a cepas bacterianas padrao.

b) Em relacdo a atividade antibacteriana dos medicamentos testados, o antidepressivo oxalato
de escitalopram apresentou atividade bactericida frente a uma bactéria Gram-negativa (cepa
padrdo de Klebsiella pneumoniae) e oito isolados clinicos MDR Gram-positivos, enquanto
que o benzodiazepinico clonazepam foi bactericida frente a quatro cepas padrdo Gram-

negativas e todos os isolados clinicos MDR Gram-positivos e Gram-negativos.

c) Oxalato de escitalopram e clonazepam apresentaram atividade in vitro quando associados,
individualmente, com ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima frente a cepas-padréo e
isolados clinicos MDR Gram-positivos. O clonazepam, quando em associa¢do, apresentou
atividade também frente a uma bactéria Gram-negativa (cepa padrdo de Pseudomonas

aeruginosa).

d) O oxalato de escitalopram ndo teve atividade de nuclease quimica; em contrapartida,
clonazepam foi capaz de clivar o DNA plasmidial. Mais estudos devem ser realizados pelo
nosso grupo de pesquisa, com objetivo de verificar a atividade do clonazepam frente a

linhagens celulares tumorais.
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ANEXO A - NORMAS PARA AUTORES DO PERIODICO “JOURNAL OF
CHEMOTHERAPY”

Sobre o Jornal

Journal of Chemotherapy € um periddico internacional publicado por pares que publica
pesquisa original de alta qualidade. Aceita os seguintes tipos de artigo: artigos de revisao,
trabalhos de pesquisa originais, relatos de caso, comunicacdes breves, cartas para o editor.
Instrucdes para os autores

Trabalhos de pesquisa originais

Deve ser escrito com o0s seguintes elementos na seguinte ordem: pégina de titulo;
resumo; palavras-chave; introducdo do texto principal, materiais e métodos, resultados,
discussdo; reconhecimentos; declaracdo de interesse; referéncias; apéndices  (conforme
apropriado); tabela (s) com legenda (s) (em paginas individuais); figuras; legendas de figuras
(como uma lista).

Né&o deve conter mais de 9000 palavras, inclusive do resumo, tabelas, referéncias, legendas de
figuras.

Deve conter um resumo ndo estruturado de 150 palavras.

Deve conter entre 6 e 8 palavras-chave.

Artigos sobre tdpicos antimicrobianos ou anticancer séo aceitos.

Diretrizes de estilo

Guia de layout rapido Taylor & Francis

Estas diretrizes gerais de layout do artigo ajudardo vocé a formatar seu manuscrito para que
ele esteja pronto para vocé envia-lo para um periédico da Taylor & Francis.

Se o0 seu artigo for aceito para publicacdo, 0 manuscrito seré formatado e formatado no estilo
correto para o periodico.

Guia de layout do artigo

Fonte: Times New Roman, 12 pontos, espacamento de linha dupla. Use margens de pelo
menos 2,5 cm (ou 1 polegada).

Titulo: use negrito para o titulo do seu artigo, com uma letra maidscula inicial para quaisquer
nomes proprios.

Resumo: Indicar o pardgrafo resumo com um cabecalho ou reduzindo o tamanho da
fonte. Verifique se a revista requer um resumo estruturado, lendo as instrugbes para
autores. As instrucdes para os autores também podem dar limites de palavras para o seu

resumo.
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Palavras-chave: forneca palavras-chave para ajudar os leitores a encontrar seu artigo. Se as
instrucBes para o0s autores ndo derem um numero de palavras-chave para fornecer, por favor,
dé cinco ou seis.

Cabecalhos: Por favor, indique o nivel dos titulos das se¢des em seu artigo:

1. Os cabecalhos de primeiro nivel (por exemplo, Introducdo, Conclusdo) devem estar
em negrito, com uma letra inicial maidscula para quaisquer nomes proprios.

2. Os cabecalhos de segundo nivel devem estar em negrito e italico, com uma letra
mailscula inicial para quaisquer nomes proprios.

3. Os titulos de terceiro nivel devem estar em italico, com uma letra maidscula inicial
para quaisquer nomes proprios.

4. Os titulos de quarto nivel devem estar em negrito e italico, no inicio de um
paragrafo. O texto segue imediatamente apds um ponto final (ponto cheio) ou outro sinal
de pontuacéo.

5. As rubricas de quinto nivel devem estar em italico, no inicio de um paragrafo. O texto
segue imediatamente apds um ponto final (ponto cheio) ou outro sinal de pontuacéo.

Tabelas e figuras: Indique no texto onde as tabelas e figuras devem aparecer, por exemplo,
inserindo [Tabela 1 aqui perto]. Vocé deve fornecer as tabelas reais no final do texto ou em
um arquivo separado e 0S nimeros reais como arquivos separados. Vocé pode encontrar
detalhes da preferéncia do Editor do periédico nas Instrugdes para autores ou na orientacdo
sobre o sistema de envio. Assegure-se de ter permissao para usar quaisquer tabelas ou figuras
que voceé esteja reproduzindo de outra fonte.

Por favor, tome conhecimento do conselho neste site sobre a obtencdo de permissdo para

material de terceiros , preparacéo de obras de arte e tabelas.

Exemplo de como redigir as referéncias

Cao B, Tan TT, Poon E, Wang JT, Kumar S, Liam CH, etal. Consensus statement on the

management of methicillin-resistant Staphylococcus aureus nosocomial pneumonia in Asia.

Clin Respir J. 2015;9:129-142.

Formatacao

Os trabalhos podem ser enviados em formatos Word ou LaTeX. As figuras devem ser salvas

separadamente do texto.
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