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RESUMO

REPOSICIONAMENTO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANAE
DE CLIVAGEM DO DNA PLASMIDIAL IN VITRO DOS NAO ANTIBIOTICOS
ANLODIPINO E VALSARTANA

AUTOR: Silvana Silveira Coelho
ORIENTADORA: Dr? Rosmari Horner

Infeccbes causadas por microrganismos multirresistentes tém aumentado consideravelmente nos
altimos anos, chegando aproximadamente um quinto da mortalidade mundial, tornando-se um
problema de salde publica. Outro fator preocupante € a resisténcia a medicamentos antitumorais que
levam ao fracasso terapéutico em pacientes com cancer. Assim, é essencial a busca por medicamentos
mais potentes e seletivos com acdo antibacteriana e antitumoral, através de alternativas mais rapidas e
eficazes, como o reposicionamento de medicamentos, a fim de contornar estes desafios e limitagGes.
Diferentes ndo antibi6ticos sdo relatados na literatura com potencial atividade antibacteriana e
antitumoral, dentre eles a classe dos anti-hipertensivos. O anlodipino e valsartana sdo medicamentos
ndo antibidticos comumente utilizados na clinica médica para tratamento da hipertensdo arterial.
Sendo assim, o0 objetivo deste estudo, no primeiro artigo, foi apresentar a comunidade cientifica uma
selecdo de estudos que abordem o reposicionamento do ndo antibidtico anlodipino e seus efeitos
sinérgicos no tratamento de doengas infecciosas e neoplasicas. No manuscrito, objetivou-se avaliar a
atividade antibacteriana in vitro isoladamente e em associacdo ao ciprofloxacino dos farmacos
anlodipino e valsartana, e ainda, avaliar a atividade de clivagem do DNA plasmidial dos
medicamentos em estudo, bem como seu provavel mecanismo de acdo envolvido. No primeiro artigo,
apresentamos dezesseis pesquisas envolvendo reposicionamento do anlodipino como alternativa na
terapéutica de infecgBes microbianas e neoplésicas, demonstrando atividade sinérgica significativa
quando associado a dez diferentes farmacos. No manuscrito, a atividade antibacteriana foi avaliada
frente a dez cepas bacterianas padrdo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e trinta
e um isolados clinicos multirresistentes (MDR) provenientes de pacientes admitidos no Hospital
Universitario de Santa Maria, onde anlodipino sozinho foi ativo frente a todas as bactérias,
especialmente frente as Gram-positivas como os Staphylococcus coagulase negativos resistentes a
meticilina (MRSCoN). Diferente do que ocorre com valsartana, que foi ativa apenas frente a duas
cepas e um isolado. Quando associados ao ciprofloxacino, anlodipino resultou em nove isolados
sinérgicos, enquanto que valsartana ndo obteve resultados significativos. Ainda, ambos os
medicamentos foram aptos a clivar o DNA plasmidial nas condicdes definidas de pH e temperatura,
sendo que na investigacdo do provavel mecanismo de ac¢do envolvido, sugere-se que ambos atuem
através do mecanismo hidrolitico pois ndo foram capazes de inibir a atividade de clivagem na presenca
de sequestradores de radicais livres. Sendo assim, evidenciamos o reposicionamento destes farmacos
como forma eficaz na terapéutica de infec¢des ocasionadas por microrganismos multirresistentes.

Palavras-chave: Anlodipino. Valsartana. Reposicionamento de medicamentos. Terapia

medicamentosa. Anti-hipertensivos. Antimicrobiano. Resisténcia.



ABSTRACT

REPOSITIONING AND EVALUATION THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND IN
VITRO PLASMID DNA CLEAVAGE OF AMLODIPINE AND VALSARTAN NON-
ANTIBIOTICS

AUTHOR: Silvana Silveira Coelho
ADVISER: Dr?, Rosmari Horner

Infections caused by multiresistant microrganisms have increased considerably in recent years,
reaching approximately one fifth of worldwide mortality, becoming a public health problem. Another
worrying factor is the resistance to antitumor drugs that lead to therapeutic failure in cancer patients.
Thus, the search for more potent and selective drugs with antibacterial and antitumor action is
essential, through faster and more effective alternatives, such as drug repositioning, in order to
overcome these challenges and limitations. Different non-antibiotics are reported in the literature with
potential antibacterial and antitumor activity, among them the antihypertensive class. Amlodipine and
valsartan are non-antibiotic drugs commonly used in the medical clinic to treat high blood pressure.
Thus, the aim of this study, in the first article, was to present to the scientific community a selection of
studies that address the repositioning of the non-antibiotic amlodipine and its synergistic effects in the
treatment of infectious diseases. The aim of the manuscript was to evaluate the antibacterial activity in
vitro alone and in association with ciprofloxacin of the amlodipine and valsartan drugs, as well as to
evaluate the cleavage activity of the plasmid DNA of the studied drugs, as well as their probable
mechanism of action involved. In the first article, we present sixteen studies involving anlodipine
repositioning as an alternative in the treatment of microbial and neoplastic infections, demonstrating
significant synergistic activity when associated with ten different drugs. In the manuscript,
antibacterial activity was evaluated against ten standard American Type Culture Collection (ATCC)
reference bacterial strains and thirty-one multiresistant clinical isolates (MDR) from patients admitted
to the University Hospital of Santa Maria, where anlodipine alone was active against all bacteria,
especially against Gram-positive as the Coagulase-negative methicillin-resistant Staphylococcus
(MRSCoN). Unlike with valsartan, which was active only against two strains and one isolate. When
combined with ciprofloxacin, amlodipine resulted in nine synergistic isolates, whereas valsartan did
not yield significant results. Also, both drugs were able to cleave the plasmid DNA under the defined
conditions of pH and temperature, and in the investigation of the probable mechanism of action
involved, it is suggested that both act through the hydrolytic mechanism because they were unable to
inhibit the activity of cleavage in the presence of free radical scavengers. Thus, we highlight the
repositioning of these drugs as an effective way to treat infections caused by multiresistant
microrganisms.

Keywords: Amlodipine. Valsartan. Drug repositioning. Drug therapy. Antihypertensives.
Antimicrobial. Resistance.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, as doencas infecciosas sdo responsaveis por cerca de um quinto da
mortalidade mundial, constituindo uma ameaca para a saude publica (ZHENG; SUN;
SIMEONOQV, 2018). Ainda, microrganismos multi-droga resistentes (MDR) tém aumentado
consideravelmente quando comparado com décadas passadas, sendo que a evolucdo desta
resisténcia ocorre de forma tdo acelerada que ndo tem sido possivel 0 acompanhamento da
pesquisa por novos antibioticos. Fato preocupante, pois interfere na eficacia clinica dos
medicamentos com consequente reducdo do arsenal terapéutico disponivel (KARAM et al.,
2016; ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018). Estima-se que aproximadamente 700 mil mortes
por ano sejam ocasionadas devido a resisténcia aos antimicrobianos (ABD-EL-AZI1Z, 2016;
BONNET et al., 2019). Sendo assim, torna-se necessario a pesquisa por novos compostos
mais eficazes com atividade antibacteriana (ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).

Outro problema de salde puablica mundial é a resisténcia a medicamentos
antitumorais, ja que as neoplasias estdo em constante crescimento (HUANG et al., 2018;
HUBER, 2010; MARKMAN, 2013). Esta resisténcia representa grande desvantagem a
quimioterapia, levando a um fracasso no tratamento em certa de 90% dos pacientes com
cancer (CHOUDHURY et al., 2019). Esta realidade tem estimulado muitos pesquisadores a
buscar novos esquemas terapéuticos, mais eficazes, potentes e seletivos (CHOUDHURY et
al., 2019; ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).

O processo de desenvolvimento de novos medicamentos antibidticos de amplo
espectro tem se tornado cada vez mais dificil (KARAM et al., 2016; ZHENG; SUN;
SIMEONOQV, 2018). Dessa forma, torna-se imprescindivel a busca pelo redirecionamento de
farmacos investigando os novos mecanismos de acdo a fim de superar estes desafios e
limitacOes, uma vez que promove a descoberta de novas propriedades dos medicamentos,
sendo um processo mais econémico e trazendo menores riscos aos pacientes (ZHENG; SUN;
SIMEONOQV, 2018). Ainda, a combinacdo de um ndo antibiético com farmacos ja aprovados
gue apresentem efeitos sinérgicos € importante, pois podem ser utilizados para o tratamento
de infecgdes graves, uma vez que promovem maior eficacia tornando-se capazes de superar o
problema de pouca atividade quando s&o administrados individualmente (CHENG;
WILLIAMSON; ZHENG; SUN; SIMEONQV, 2018).

Farmacos com a capacidade de clivar o DNA, especialmente através do mecanismo
hidrolitico ttm grande importancia na area medicinal, biotecnolégica e no desenvolvimento
de medicamentos (DOUCET et al., 2006; AN et al., 2006). Ainda, nucleases sintéticas que
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clivam o DNA de forma répida e eficaz podem se tornar potenciais farmacos antitumorais
(SHAO et al., 2009).

O medicamento anlodipino, pertencente a classe dos bloqueadores dos canais de
calcio (BCC) e também uma di-hidropiridina, é indicado para tratamento da hipertensao sendo
considerado medicamento de primeira escolha para este fim (ANVISA, 2016). Teve atividade
bactericida relatada na literatura, frente a bactérias Gram-positivas (GP) e Gram-negativas
(GN) (DUTTA et al.,, 2009; MAZUMDAR et al., 2010). Ainda, apresentou atividade
antifingica, antiparasitaria e antitumoral frente a diferentes microrganismos e linhagens
celulares tumorais (ELKHATIB; HAYNES; NOREDDIN, 2009; GODFRAIND, 2014; HU et
al., 2018; MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010; SPADER et al., 2019; ZHANG et al.,
2010).

A valsartana, utilizada na terapéutica para hipertensdo e insuficiéncia cardiaca,
classifica-se como antagonista da angiotensina Il (ARA 1), representando uma das classes
mais comuns utilizadas na clinica médica (FERNANDES et al., 2017). Pesquisadores
sugerem atividade antimicrobiana, antiviral, antiflngica, entre outras, relacionadas ao anel
tetrazol que estd presente em sua estrutura quimica. Ainda, compostos que possuem o anel
benzénico, como anlodipino e valsartana, tem capacidade de contribuir no aumento da
atividade antibacteriana (MOURA, 2017). Pelo que € de nosso conhecimento, valsartana
ainda ndo possui atividade antibacteriana e antitumoral relatada na literatura.

Tem sido demonstrada atividade antimicrobiana em diversas pesquisas de
reposicionamento de diferentes classes de medicamentos ndo antibidticos, como anestésicos
locais, tranquilizantes, psicotropicos, anti-histaminicos, anti-inflamatérios e medicamentos
anti-hipertensivos (CHAN et al., 2017; PALIT et al., 2013; RAMPELOTTO et al., 2018,
MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010; SPADER et al., 2019). Medicamentos nao
antibidticos que exibem potencial atividade antimicrobiana atuando em infec¢Bes por
microrganismos resistentes sdo considerados uma nova esperanga para contornar estes
desafios e limitacbes (MARTINS et al., 2008; HU et al., 2018). Sendo assim, o
reposicionamento de medicamentos se mostra eficaz no tratamento de doencas infecciosas e

neoplésicas, evidenciando sua importancia.

1.1 JUSTIFICATIVA

A resisténcia aos antimicrobianos e antitumorais vém crescendo significativamente

com o tempo, fato preocupante, pois interfere consideravelmente na eficcia clinica destes
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compostos. A dificuldade no desenvolvimento de novos medicamentos para uso clinico é
grande principalmente devido ao tempo necessario e aos custos elevados para sua fabricagéo,
limitando o arsenal terapéutico utilizado para o tratamento dessas doencas. Sendo assim,
assume importancia o redirecionamento de farmacos como método alternativo para a pesquisa
de medicamentos, uma vez que ¢ um dos mais empregados devido a rapidez, baixo custo e
segurangca para o paciente. Estudos demonstram que medicamentos anti-hipertensivos sdo
agentes promissores para tratamentos de infeccBes microbianas, porém ha necessidade de
investigar cada vez mais seus efeitos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo analisar
estudos que abordem o reposicionamento do ndo antibidtico anlodipino e efeitos sinérgicos
frente a cepas padrdo de referéncia ATCC e isolados clinicos MDR, avaliar a atividade
antibacteriana in vitro dos farmacos anlodipino e valsartana sozinhos e em associagdo com o
antibacteriano ciprofloxacino e estudar a capacidade dos compostos em clivar o0 DNA

plasmidial.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Apresentar uma selecdo de estudos envolvendo o reposicionamento do medicamento
anti-hipertensivo anlodipino e sinergismo como alternativa terapéutica em diferentes doencas
infecciosas. Além disso, avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos medicamentos anti-
hipertensivos anlodipino e valsartana isoladamente e em associagdo com o antibacteriano
ciprofloxacino, bem como avaliar a atividade de clivagem do DNA plasmidial destes

farmacos determinando o provavel mecanismo de acdo envolvido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Apresentar uma selecdo de estudos abrangendo o reposicionamento do medicamento anti-
hipertensivo anlodipino e efeitos sinérgicos;

- Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do anlodipino e valsartana frente a cepas padrao
de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e a isolados clinicos ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp.) MDR de pacientes atendidos no
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM));
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- Avaliar a associagdo dos medicamentos anlodipino e valsartana com o antibacteriano
ciprofloxacino;

- Avaliar o potencial de clivagem do DNA plasmidial dos medicamentos por meio de reacdes
em diferentes pHs (7,4 e 8,0) e temperaturas (37° e 50° C) utilizando o DNA plasmidial
(pUC18);

- Investigar o mecanismo envolvido na atividade de clivagem do DNA.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 RESISTENCIA AOS ANTIBACTERIANOS

Uma nova era no tratamento de doencas infecciosas, que até entdo eram consideradas
incuraveis, era anunciada com a descoberta da penicilina por Alexander Flemming em 1928,
revolucionando a histéria da medicina. Este novo composto passou a ser utilizado com
frequéncia e, consequentemente os indices de morbidade e mortalidade associadas a estas
infeccbes reduziram consideravelmente. Porém, apesar do sucesso terapéutico, logo
comegaram a surgir microrganismos resistentes a esta nova classe de medicamentos
(BONNET et al., 2019; O’CONNELL, 2013).

Atualmente, a incidéncia de resisténcia antimicrobiana vem aumentando
progressivamente tornando-se uma ameaca a sSaude publica mundial (CANTURRI;
ALGABA; SMANI, 2019; ZHENG; SUN; SIMEONQV, 2018). Dessa forma, se antes 0s
microrganismos eram considerados inofensivos, hoje sdo temidos como agentes
potencialmente letais devido aos mecanismos de resisténcia que sdo capazes de adquirir. E
estimado que a resisténcia aos antimicrobianos seja responsavel por cerca de 700 mil mortes
anualmente. Caso esse quadro ndo mude, até 2050 a resisténcia aos antimicrobianos podem
causar mais mortes que o cancer (ABD-EL-AZIZ, 2016; BONNET et al., 2019;
O’CONNELL, 2013).

Como consequéncia da resisténcia aos antibacterianos, ha reducéo significativa do
arsenal terapéutico disponivel para tratamento de doengas infecciosas, aumento no tempo de
internacdo especialmente quanto a pacientes em situacdes criticas, além de elevado custo
financeiro, o que favorece no aumento dos indices de morbidade e mortalidade (ABD-EL-
AZIZ, 2016; BONNET et al., 2019; O’CONNELL, 2013). Esses problemas do crescimento
progressivo de microrganismos MDR ja foram esclarecidos recentemente pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) (TACCONELLI et al., 2018) e algumas instituicdes (ARDAL et



15

al., 2018; O’NEILL, 2016). Assim, novas estratégias sao necessarias para evitar que ocorra 0
que estd previsto para 2050 segundo 0 econimista britdnico Jim O’Neill, que sdo taxas de
Obitos causadas pela resisténcia antibacteriana chegando a dez milhdes anuais e resultando em

um impacto para a economia global em cerca de cem trilhdes de dolares (O’NEILL, 2016).

3.2 REPOSICIONAMENTOS DE MEDICAMENTOS COMO ALTERATIVA NA
TERAPEUTICA

O indice de microrganismos MDR tem crescido progressivamente representando um
problema de salde publica mundial, visto como prioridade global pela OMS e pelo Centro
Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas (CEPCD) (ROCA et al., 2015). A adaptacéo
dos microrganismos aos antibacterianos ocorre de forma tdo rapida que o acompanhamento
do desenvolvimento de novos farmacos se torna dificil (ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).
Outra barreira existente é a reducdo ao longo dos anos no investimento da pesquisa de novos
antimicrobianos pelos laboratorios e empresas farmacéuticas, especialmente devido a baixa
lucratividade proporcionada. Por isso, novos medicamentos e novas abordagens sdo de
extrema relevancia para contornar estas situagdes (ESTRELA, 2018; THAKARE, 2017).

Os termos “reposicionamento de drogas” e “reaproveitamento de drogas” surgiram
primeiramente por Ashburn e Thor (2004) em seu artigo intitulado “Reposicionamento de
drogas: identificando e desenvolvimento de novos medicamentos para drogas existentes”
(ASHBURN; THOR, 2004), sendo este um processo de descoberta de novas propriedades de
medicamentos ja aprovados na clinica com diferentes mecanismos de acdo podendo ser
aplicados a uma nova indicacdo terapéutica, sendo denominado também de redirecionamento
(SERAFIN et al., 2018, DA ROSA et al., 2019, FOLETTO et al., 2019).

O redirecionamento de medicamentos é uma abordagem promissora que se tornou
campo de pesquisa ativa devido a rapida identificacdo de compostos, conhecimento prévio da
farmacocinética, toxicidade e seguranca dos medicamentos levando a um custo reduzido
guando comparados com o processo tradicional de desenvolvimento de farmacos
(CANTURRI; ALGABA; SMANI, 2019; ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).

A pesquisa por medicamentos ndo antibioticos potentes e eficazes envolve a busca
por outros mecanismos de agdo como 0 aumento da atividade antibacteriana (sinergismo),
capacidade de alterar a permeabilidade da membrana celular, reversdo do quadro de
resisténcia frente a bactérias MDR a sensibilidade anterior assim também pelo controle das
bombas de efluxo (MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010).
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3.3 IMPORTANCIA DO SINERGISMO DE MEDICAMENTOS EM INFECCOES
MICROBIANAS

A combinacdo de medicamentos que possuam efeitos sinérgicos demonstram
diferentes vantagens para o tratamento de doencas infecciosas. Dentre estas, a terapia
combinada tem a capacidade de aumentar o espectro de acdo destes medicamentos
(ZILBERBERG et al., 2014) e ainda, além de superar pode reduzir o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia que os patdgenos adquirem através da combinacdo de diferentes
mecanismos de ag¢do dos medicamentos envolvidos (ALDEYAB et al., 2008; MAHAMAT et
al., 2007; QIN et al., 2017).

Ainda, a associacdo de dois ou mais farmacos ja conhecidos na clinica podem ser
mais potentes e eficazes e, consequentemente, as concentragdes quando utilizados
individualmente pode ser reduzida, aumentando a seguranca destes medicamentos e mantendo
a dosagem dentro da janela terapéutica (CHENG; WILLIAMSON; ZHENG, 2019). Na
associacdo de antibioticos, autores demonstraram que antibacterianos como a linezolida,
rifampicina ou a azitromicina sdo capazes de ressensibilizar patdgenos resistentes a colistina.
Dessa forma, quando sdo combinados sinergicamente, a dose subdtima de colistina utilizada
torna-se satisfatoria e eficaz (KROHN; PIRONTI; KIRBY, 2018).

O desenvolvimento de novos antibioticos é atualmente limitado e dificil, sendo assim, embora
0 sinergismo de antibioticos seja util, ha a combinacdo com ndo antibi6ticos como uma
alternativa eficaz no tratamento de infec¢cbes por microrganismos MDR (CHENG;
WILLIAMSON; ZHENG, 2019; GONZALEZ, 2017; ZHENG; SUN; SIMEONOQV, 2018).
Ha diferentes relatos na literatura de ndo antibiéticos como cardiovasculares, psicotropicos,
anti-histaminicos, anti-inflamatérios e anti-hipertensivos que quando combinados com
diferentes antimicrobianos e antineoplésicos, tenham sua atividade aumentada em decorréncia
do sinergismo destes farmacos (CHAN et al., 2017; HU et al., 2018; LI et al., 2006; PALIT;
ALlI, 2008; PEREIRA et al., 2011; QIN et al., 2017; RAMPELOTTO et al., 2018; SPADER
etal., 2019; VERMA et al., 2017; ZHANG et al., 2010).

Segundo Zhang e colaboradores (2010), o anlodipino quando associado ao
guimioterapico daunorrubicina, possam atuar de forma sinérgica em linhagens celulares
resistentes de cancer de mama (ZHANG et al., 2010).



17

3.4 BLOQUEADORES DOS CANAIS DE CALCIO: ANLODIPINO

Figura 1: Estrutura quimica do anlodipino
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Fonte: Adaptado de Silva; Lourencao; Filho, 2015.

O anlodipino (llustracdo 1) € considerado farmaco de primeira escolha para
tratamento da hipertensdo e na maioria das vezes utilizado como Unico agente de controle da
pressao arterial. Além disto, também € direcionado para tratamento de angina estavel cronica
como farmaco de primeira linha, tanto isoladamente como em politerapia com outros agentes
antianginosos (ANVISA, 2016).

Este farmaco, pertencente a classe dos BCC ou antagonista do ion calcio, atua
inibindo a entrada do ion célcio através de canais do tipo L (de longa duragdo) para o interior
da musculatura lisa vascular e cardiaca. Os efeitos sdo a diminuicdo da forca de contracdo e
consequentemente reducdo do débito cardiaco, reducdo da excitabilidade das células
responsaveis pelo impulso elétrico (células nodais) e vasodilatacdo periférica. Por
pertencerem a classe de di-hidropiridinas, surtem efeitos principalmente quanto a
vasodilatacdo (CHARLTON; THOMPSON, 2018).

E documentado na literatura que este medicamento apresenta atividade antibacteriana
significativa in vitro frente as bactérias Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Vibrio
parahemolyticus, Shigella spp., Bacillus spp., Salmonella spp e Acinetobacter baumannii e
em com maior eficicia em testes in vivo em camundongos fémeas por via oral (KUMAR et
al.,, 2014; LI et al.,, 2013; MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010). Ainda, este nao

antibiético demonstra potencializar sua atividade quando associado a outros medicamentos,
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resultando em um agente promissor com frente a bactérias GP e GN (KUMAR et al., 2014;
MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010).

E sugerido por pesquisadores utilizar a molécula do anlodipino (seu anel fenil-1,4-
diidropiridina), como “composto base” na sintese de novos agentes eficazes contra os
microrganismos MDR, como maneira de evitar possiveis efeitos hipotensivos.
(MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010). Alem disto, exerce atividade citotoxica em
células cancerosas provenientes de carcinoma epidermoide e de mama (LEE; KAG; KIM,
2016; YOSHIDA; ISHIBASHI; NISHIO, 2007; TAYLOR; SIMPSON, 1992).

3.5 ANTAGONISTAS DOS REPECTORES DE ANGIOTENSINA II: VALSARTANA

Figura 2: Estrutura quimica da valsartana
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Fonte: Adaptado de Snodin; Elder, 2019.

Os ARA Il sdo muito utilizados atualmente apresentando um mecanismo de agéo
capaz de bloquear os receptores da angiotensina Il inibindo-a completamente. Como
consequéncia, ha o relaxamento dos vasos sanguineos reduzindo a forca de contracdo do
coracdo e diminuindo o bombeamento do sangue para o corpo, resultando na reducdo da
pressdo arterial (FERNANDES et al., 2017).

Dada a importancia dos ARA Il para o controle da pressdo arterial, em 1971, a
saralasina® foi introduzida como primeiro farmaco representado desta classe. Porém, seu uso

foi limitado devido sua baixa biodisponibilidade e especificidade. Em 1990, a losartana foi
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introduzida e, atualmente devido ao sucesso terapéutico desta classe existem outros como
valsartana, irbesartana, candesartana. Sdo considerados medicamentos com poténcia relevante
para a terapéutica (FEITOSA; CARVALHO, 2000; FERNANDES et al., 2017).

Alguns medicamentos antitumorais possuem efeitos colaterais significativos que
resultam em disfuncdo cardiaca, especialmente as antraciclinas, as quais sdo 0s agentes mais
comuns responsaveis por cardiotoxicidade (ROCHETTE et al., 2015). A utilizacdo de um
agente cardiovascular na quimioterapia, além de estar associado a maior poténcia na
terapéutica, podera auxiliar a minimizar efeitos de cardiotoxicidade (MAZUMDAR;
KUMAR; DUTTA, 2010).

Farmacos que possuem anel tetrazol, como a valsartana (llustracdo 2), tem relevancia
significativa, uma vez que sdo documentadas na literatura atividades hipotensiva,
antimicrobiana, antiviral, antialérgica, citostatica e antifingica relacionados ao anel. Ainda,
diversos medicamentos de alta eficicia que possuem o anel tetrazol ja sdo aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) (MORJAN et al., 2015).

3.6 CLIVAGEM DO DNA PLASMIDIAL

A pesquisa por moléculas sintéticas capazes de clivar o DNA constitui um dos
principais interesses para a quimica medicinal, biotecnologia e engenharia genética
(PARAGINSKI et al., 2014). A descoberta de interacdes entre farmaco e DNA é importante
para o reposicionamento de novos compostos quimioterdpicos (ZEINAB MIRZEI-KALAR,
2018) capazes de clivar o DNA promovendo apoptose das células e assim, conferindo
atividade antitumoral ao composto (PARAGINSKI et al., 2014).

Estas moléculas sdo denominadas nucleases sintéticas, artificiais, quimicas ou
quimioenzimas por serem capazes de agirem de forma semelhante as enzimas naturais. Ainda,
constituem uma op¢do mais barata quando comparadas as nucleases naturais (PARAGINSKI
etal., 2014).

Quando submetido ao método padrdo de eletroforese em gel de agarose, na
ocorréncia de clivagem numa fita, 0 DNA em sua forma superenovelada (forma 1) sofre
relaxamento passando a forma circular aberta (forma Il), j& na ocorréncia da segunda quebra,
ocorre abertura do DNA convertendo-se na forma linear (forma I1l) (ARJMAND; SAYEED;
MUDDASSIR, 2011; PARAGINSKI et al., 2014). As diferentes formas do DNA separam-se
completamente permitindo sua identificacdo e quantificacdo (PARAGINSKI et al., 2014).
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Farmacos que possuam mecanismo de acdo através da hidrélise do DNA constituem
objeto de ativa pesquisa, uma vez que compostos naturais ou sintéticos com essa capacidade
podem ser potenciais antibacterianos ou anticancerigenos (PARAGINSKI et al., 2014).

Reposicionamento de farmacos anti-hipertensivos com acdo antineoplésica ja é
relatado na literatura, como a prazosina, um receptor de monoamina considerados agentes
promissores, atuando em células que iniciam o glioblastoma, induzindo a apoptose. Este
farmaco representa um provavel agente promissor utilizado em terapia adjuvante para
pacientes com glioblastoma (ASSAD et al., 2016).

Sendo assim, devido aos problemas emergentes da resisténcia bacteriana e antitumoral
e, ainda pela dificuldade no desenvolvolvimento de novos medicamentos, o reposicionamento
de farmacos torna-se um meio eficaz na busca de potenciais ndo antibidticos para o
tratamento destas doencas infecciosas e tumorais, uma vez que é mais rapido, econémico e

seguro ao paciente quando comparado ao processo tradicional.
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Reposicionamento do anlodipino: estudos cientificos e efeitos sinérgicos

Silvana S. Coelho?, Taciéli F. da Rosa® , Roberta F. Rampelotto®, Marissa B. Serafin?,

Angelita Bottega?, Vitéria S. Foletto® , Catrine S. Machado®, Rosmari Horner®*

Caro editor,

O processo de desenvolvimento de um novo medicamento envolve investimentos
significativos e longo tempo de pesquisa, variando de 10 a 15 anos.>? Com o tempo, houve
reducdo na produgdo de novos medicamentos por laboratorios e empresas farmacéuticas,
principalmente antimicrobianas e antitumorais, devido a evolucéo acelerada da resisténcia a
esses compostos, além da baixa rentabilidade fornecida.*® O reposicionamento de
medicamentos surgiu como uma abordagem alternativa, uma estratégia de salde promissora
no tratamento de varias doencas.*®’

O reposicionamento de medicamentos, que envolve a pesquisa de compostos ja
utilizados na prética clinica, mas com uma nova indicacdo terapéutica, tornou-se um campo
ativo de pesquisa por sua eficacia quando comparado ao processo tradicional de
desenvolvimento de novos medicamentos.’?® Esse processo pode impedir que um terco das
pesquisas de novos medicamentos falhnem devido aos efeitos citotdxicos e outro terco devido a
ineficiéncias.® Além disso, trata-se de um processo &gil e seguro para o paciente, pois ja sdo
conhecidos dados de eficacia e pré-clinicos.'*®" Ainda , pode superar desafios significativos
que envolvem tratamento e falta de recursos, especialmente em face de doencas autoimunes,
infeccBes por microrganismos multirresistentes e canceres raros.'?

Medicamentos reposicionados estdo sendo usados em sinergia com antibidticos para
tratar infecgbes graves, pois aumentam fortemente a atividade antibacteriana e geram menos
resisténcia.®*!

A literatura ja consolidou o uso de farmacos reposicionados pertencentes a diferentes
classes farmacoldgicas com novas indicacdes terapéuticas, como anestésicos locais,
tranquilizantes, cardiovasculares, psicotrépicos, anti-histaminicos, anti-inflamatérios e anti-
hipertensivos, entre eles o anlodipino.**™*

O anlodipino pertence a classe dos blogueadores dos canais de céalcio e também a
hidropiridina, constituindo sua indicacdo ou controle estatistico da hipertensdo arterial, angina
e arritmias cardfacas, sendo frequentemente a droga de primeira escolha.”®> Estudos

16,17

relacionados ao anlodipino apresentam potencial atividade antiflngica e antiparasitaria.

131820 Além disso, possui atividade antibacteriana e antineoplésica, que ndo é totalmente
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elucidada, mas sugere-se que atue inibindo a bomba de efluxo e/ou como um composto
auxiliar que atua sobre os macrdfagos. A atividade antineoplasica pode ocorrer por indugédo
apoptotica, alteracdo da permeabilidade celular e inibicdo da fase G1 do ciclo celular.?**°

Diante desses relatos, apresentamos na Tabela 1 uma selecdo de estudos cientificos
desse bloqueador de canais de calcio, anlodipino, e suas respectivas atividades de
reposicionamento no tratamento de varias doengas.

Com base nos estudos selecionados, sugerimos que o redirecionamento do anlodipino
e 0 estudo sinérgico sejam eficazes no tratamento de varias doencas, principalmente em
infeccOes causadas por microrganismos multirresistentes e antitumorais. A pesquisa in vivo e
em humanos envolvendo esse farmaco é escassa, demonstrando a necessidade de novas
investigacOes para verificar seu comportamento e elucidar os possiveis mecanismos de agédo

desse farmaco.

Tabela 1 - Estudos cientificos selecionados do bloqueador de canais de calcio anlodipino

como possiveis sugestdes para reposicionamento no tratamento de varias doencas.

Nova indicacéo

no . N . Provavel Tipo(s) .
L Atividade Efeito sinérgico . ~ de Referéncias
redirecionamento mecanismo de agéo
estudo(s)
Antibacteriano Acinetobacter Imipenem Né&o elucidado In vitro Lietal.,
baumannii 2013
BMC Infect
Dis*?
Antibacteriano Acinetobacter Imipenem Inibicéo da In vitro Huetal.,
baumannii bomba de efluxo 2018
AdeABC PLoS One®
Antibacteriano Bacillus spp. Estreptomicina Composto In vivo Mazumdar;
Listeria auxiliar que age e invitro Kumar;
monocytogenes nos macrdfagos Dutta, 2010
Hafnia spp. promovendo a IntJ
Klebsiella spp. morte Antimicrob™
Pasteurella séptica intracelular,
Proteus spp. evitando

Salmonella spp.

respostas de

Shigella spp. mutagédo que
Staphylococcus resultariam em
aureus resisténcia



Streptococcus spp.
Vibrio cholerae
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Antibacteriano Bacillus pumilus -

Né&o elucidado Invitro  Kumar et al.,
NCTC 8241 2003
Staphylococcus Acta
aureus NCTC 6571 Microbiol
Escherichia coli K12- Pol®
Row
Salmonella
typhimurium
NCTC74
Shigella dysenteriae
NCTC 519/66
Shigella sonnei
NCTC 5/59
Shigella flexneri
Shigella boydii
NCTC 254/66
Klebsiella
pneumoniae
Vibrio cholerae
ATCC 14033
Pseudomonas
aeruginosa
Antibacteriano Pseudomonas Levofloxacino Né&o elucidado In vitro Elkhatib;
aeruginosa Haynes;
Noreddin,
2009
J
Chemother?®
Antifungico Rhodotorula Anfotericina B Alteracéo da Invitro  Spader et al.,
mucilaginosa homeostase do 2019
calcio ou o Mycopatholo
crescimento da gia'’
hifa podem levar
uma resposta de
estresse em
algumas
leveduras e
interferir no seu
crescimento
Antiflngico Candida Fluconazol A associagédo In vitro Liuetal.,
albicans com o 2016
antifangico PLoS One'®
inibiu a
expressao
CNA1,CNBle
YVC1,
reduzindo a

calcineurina e

inibindo a

regulacdo do



calcio em células
fangicas. Ainda,
0 aumento da
concentragdo de
calcio nestas
células inibiu o
crescimento de
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Candida
albicans
Antiparasitario Plasmodium Cloroquina/ Provavel inibicdo  Invivo  Pereiraetal.,
Falciparum Azitromicina da glicoproteina- e in vitro 2011
P ou outros Antimicrob
transportadores Agents
em P. falciparum Chemother?®
e, assim,
aumento da
concentragdo
intracelular de
azitromicina
Antiparasitério Leishmania - Reducdo do In vivo Palit et al.;
Donovani consumo de 2008
oxigénio e morte Antimicrob
celular Agents
programada por Chemother®
ativacdo tipo
caspase-3
Antiparasitario Leishmania Paromicina Né&o elucidado Invitro  Vermaetal.,
Donovani 2017
IntJ
Parasitol
Drugs Drug
Resist®
Antiparasitério Leishmania (L.) - Caracteristicas In vitro Reiméo;
chagasi estruturais das Scotti;
(promastigotas) 1,4-di- Tempone,
L. (L) hidropiridinas 2010
chagasi (amastigotas) como presenca Bioorgan
L. (L.) amazonensis de grupos Med Chem?
(promastigotes) difenilpropil e
L. (L.) major difenilmetilazeti
(promastigotes)

L. (V.) braziliensis
(tpromastigotes)
Trypanosoma cruzi

dina na posi¢éo 4
do anel 1,4-di-
hidropiridinas,

que sdo
necessarias para
atividade
antiparasitaria,
sendo
investigacGes
adicionais
necessarias
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Antitumoral Leucemia Topotecano Inducéo Invivo e Lietal,
mielogénica crbnica apoptética in vitro 2006
K562, leucemia através da Eur J Clin
promielocitica HL-60 caspase 8 e via Invest®
e MDR HL-60 de sinalizacdo
317
Antitumoral Cancer de mama Daunorrubicina Promogéo de Invitro  Zhang et al.,
MCF-7 e células inchacgo e 2010
MCF-7 resistentes rompimento de Mol Pharm®*
mitocondrias,
aumentando a
permeabilidade
desta, com inicio
da cascasta de
reacOes das
caspases 8 e 3
Antitumoral Células A431 do - Acéo antitumoral  Invitroe Yoshida;
carcinoma in vitro e in vivo in vivo Ishibashi;
epiderméide humano potencial que Nishio, 2004
poderia resultar, EurJ
em parte, através Pharmacol®
da inibicdo do
influxo de célcio
recorrido pela
deplecgdo passiva
de estoques
internos de
calcio e pelo
agonista ligado a
fosfolipase C
Antitumoral Células A431 do - Parada do ciclo In vitro Yoshida;
carcinoma G1 e inibigdo do Ishibashi;
epiderméide humano crescimento em Nishio, 2007
células A431 Biochem
através da Pharmacol®®
inducdo da
expressao de
p21Waf1/Cipll
inibicdo das
atividades de
quinase
associada a CDK
[ciclina e
reducdo da
fosforilagdo da
proteina
retinoblastoma
Antitumoral Células MDA-MB- - Inducéo da In vitro Lanetal.,
231 de carcinoma apoptose, com 2008
mamario humano consequente Journal of
reducdo da Medical
expressdo da Colleges of
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proteina PLA?
antiapoptose Bcl-
2 e do antigeno
nuclear de
proliferacdo
celular

(-) Néo determinado
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4.2 MANUSCRITO

O manuscrito intitulado “Avaliacd@o in vitro da atividade antibacteriana e sinérgica dos
ndo antibidticos anlodipino e valsartana associados ao ciprofloxacino frente a
microrganismos multi-droga resistentes” serd submetido ao periodico ‘“Medicinal

Chemistry Research”, classificado de acordo com o Qualis Capes como periddico B2.
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Avaliacgdo in vitro da atividade antibacteriana e sinérgica dos ndo antibidticos anlodipino
e valsartana associados ao ciprofloxacino frente a microrganismos multi-droga
resistentes

Resumo

Infeccbes por  microrganismos  multirresistentes e neoplasias tém  aumentado
consideravelmente, reduzindo o arsenal terapéutico disponivel na terapéutica. Com isso, ha a
necessidade da busca por novas alternativas mais rapidas, econdmicas e eficazes, como o
reposicionamento de medicamentos. Anti-hipertesivos como o anlodipino j& demonstraram
potente atividade frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O anlodipino e
valsartana sdo ndo antibioticos muito utilizados para tratamento da hipertenséo arterial. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana in vitro do anlodipino e
valsartana sozinhos e em associacdo ao antibiotico ciprofloxacino, investigar o potencial de
nuclease quimica bem como seu provavel mecanismo. A atividade antibacteriana foi avaliada
frente a dez cepas bacterianas padrdo de referéncia American Type Culture Collection
(ATCC) e trinta e um isolados clinicos multirresistentes. Anlodipino sozinho foi ativo frente a
todos os isolados, especialmente frente a bactérias Gram-positivas, com concentracdo
inibitdria minima (CIM) entre 32 a 512 pg.mL™, diferente do que ocorreu com valsartana que
foi ativa apenas frente a trés microrganismos com CIM=1024 pug.mL™. Quando associados ao
ciprofloxacino, anlodipino resultou em nove isolados sinérgicos. Ambos os medicamentos
foram aptos a clivar o DNA plasmidial nas condi¢des definidas de pHs e temperaturas, sendo
que na investigacdo do provavel mecanismo de acdo envolvido na clivagem do DNA
plasmidial, sugere-se que atuem através do mecanismo hidrolitico. Sendo assim,
evidenciamos o reposicionamento destes farmacos como forma eficaz na terapéutica de

infeccOes ocasionadas por microrganismos multirresistentes.

Palavras-chave: Anlodipino; Valsartana, Reposicionamento de medicamentos; Sinergismo

de drogas; InfeccBes bacterianas; Tratamento farmacoldgico.
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Introducéo

Nas ultimas décadas, as infeccBes bacterianas aumentaram consideravelmente,
constituindo uma grande ameaca a saude publica mundial. Isto esta relacionado a maior
frequéncia de patdgenos oportunistas que estdo se tornando resistentes aos farmacos utilizados
na clinica (Gao et al. 2019; Masci et al. 2019). Diversos fatores influenciam essa
problematica, dentre eles o uso excessivo e inadequado dos antimicrobianos e a reducéo de
investimentos em pesquisas por novos medicamentos (Estrela 2018; Masci et al. 2019).
Assim, hé urgéncia na descoberta de novos farmacos potentes e eficazes a fim de contornar
estes desafios e limitages (Masci et al. 2019; Zheng et al. 2018).

Outra barreira existente é a resisténcia a multiplas drogas quimioterapicas, devido a
alteracdes genéticas e epigenéticas nas células que levam a resisténcia e consequentemente ao
insucesso terapéutico dos medicamentos antitumorais disponiveis (Choudhury et al. 2019).
Ainda, elevados custos financeiros no desenvolvimento de medicamentos, bem como o
aumento dos fatores agravantes relacionados ao cancer, tornam essa situacao alvo de pesquisa
ativa na busca de novos farmacos antitumorais (Huang et al. 2018).

O redirecionamento de farmacos tornou-se uma estratégia mais eficaz quando
comparada ao processo de introducdo de um novo farmaco na clinica. Envolve a busca por
compostos que ja sdo utilizados, porém com uma nova indicacdo terapéutica (Serafin e
Horner 2018; Zheng et al. 2018). E um processo mais rapido, econdmico e seguro ao paciente,
uma vez que ja se tem conhecimento dos dados pré-clinicos e de eficicia desses farmacos
(Domalaon et al. 2019; Zheng et al. 2018). Parcerias na &rea quimica séo relevantes, de forma
que apods identificacdo do principio ativo, sua caracteristica fisico-quimica, eficacia e
especificidade possam ser melhoradas através de seus derivados, e assim, ser promissor no
tratamento de diversas patologias, especialmente canceres, doencas emergentes e raras
(Schein 2019).

Anlodipino, medicamento anti-hipertensivo classificado como uma di-hidropiridina,
pertence a classe dos bloqueadores dos canais de célcio, € amplamente utilizado na clinica. Ja
tem sido relatado na literatura como um potente antibacteriano, antifingico, antiparasitario e
antitumoral (Elkhatib et al. 2009; Godfraind 2014; Hu et al. 2018; Kumar et al., 2003; Li et
al., 2013; Mazumdar et al. 2010; Spader et al. 2019; Zhang et al. 2010).

Valsartana também é utilizada comumente como anti-hipertesivo, pertencente a
classe dos antagonistas dos receptores de angiotensina Il. Sabe-se que a presenca do anel
tetrazol em sua estrutura confere-lhe atividade antimicrobiana (Gao et al. 2019). Apesar disto,
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pelo que é de nosso conhecimento, ainda ndo ha relatos de sua atividade antibacteriana e
antitumoral na literatura.

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana sinérgica in vitro
dos medicamentos anti-hipertensivos anlodipino e valsartana e investigar o potencial de

nuclease quimica bem como o mecanismo de agdo envolvido.

Materiais e métodos

Medicamentos utilizados

Os medicamentos utilizados anlodipino, valsartana (ambos adquiridos
comercialmente na forma de seu sal) e ciprofloxacino (Cimed Industria de medicamentos
Ltda., Pouso Alegre, MG, Brasil). Para obtencdo da solucdo estoque, anlodipino e
ciprofloxacino foram dissolvidos em metanol (Labimpex Industria e Comércio de Produtos
para Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil) enquanto que valsartana em etanol (Labimpex
Industria e Comércio de Produtos para Laboratério Ltda.,, Diadema, SP, Brasil). Para
comprovacao da inexisténcia de atividade inibitoria do solvente foi utilizado etanol e metanol

a 10% em teste realizado isoladamente.

Cepas bacterianas utilizadas

A avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente a cepas
bacterianas padrdo de referéncia da colecdo American Type Culture Collection (ATCC) e
frente a isolados clinicos multirresistentes (MDR) obtidos de pacientes admitidos em um
hospital universitario, os quais foram identificados através de provas fenotipicas manuais e
automatizadas pelo aparelho Vitek® 2 (BioMérieux, Marcyl'Etoile, Franca), no laboratério de
microbiologia do referido hospital. As amostras estavam armazenadas em caldo TSB (Tryptic
SoyBroth) contendo 15% de glicerol a - 80 °C.

As cepas ATCC Gram-positivas (GP) utilizadas foram: Bacillus cereus ATCC
14579, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC 51299,
Micrococcus luteus ATCC 7468, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphyloccocus
epidermidis ATCC 12228. Ja& as Gram-negativas (GN): Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Salmonella
typhimurium ATCC 52117. Os isolados clinicos MDR utilizados foram vinte e dois isolados
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ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp.) coletados no ano de
2019 e nove Staphylococcus coagulase negativos resistentes a meticilina (MRSCoN) no
periodo de 2016/2017.

Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada utilizando o método de microdiluicdo em
caldo, descrita no documento M100-S26 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (CLSI 2012). Os medicamentos foram diluidos na concentracéo de 1 a 1024 pg mL™.
Os indculos bacterianos foram preparados em solucdo salina estéril, obtendo turbidez padréo
da escala 0,5 de McFarland. Em microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo em U,
contendo caldo Mueller Hinton (MH), os medicamentos juntamente com o inéculo bacteriano
(1 x 10™ UFC/pogo), foram incubados a 35 + 2 °C por 24 horas (h). Ap6s o periodo de
incubacdo, a CIM foi definida por meio de leitura visual como a menor concentracdo do

farmaco que impediu o crescimento visivel do microrganismo nos pogos de diluicéo.
Determinacdo do indice de concentracdo inibitdria fracionada (FICI)

Para a analise do sinergismo dos medicamentos em estudo juntamente com 0s
antibacterianos, foi determinado o indice de concentragdo inibitoria fracionada (FICI), o qual
foi interpretado como: “sinérgico” (FICI < 0,5), “sem interagdo” (FICI > 0,5 ¢ < 4,0) e

“antagonico” (FICI > 4,0) (Odds 2003; Konaté et al. 2012).

FICI do agente A = CIM do agente A em combinagéo
CIM do agente A sozinho

FICI do agente B = CIM do agente B em combinacgdo
CIM do agente B sozinho

YFICI= FICI do agente A + FICI do agente B
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Determinacdo da concentracgdo bactericida minima (CBM)

A andlise da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada conforme o
método descrito no documento M26-A do National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (1999), com adaptacBes. Apos a leitura visual da CIM, foram retiradas
aliquotas de aproximadamente 10uL dos pogos onde ndao houve crescimento bacteriano
visivel e também do ultimo pogo onde houve crescimento visivel, sendo esse utilizado como
controle positivo. Este volume foi semeado em placas de Petri contendo agar MH, as quais
foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 + 2 °C pelo periodo de 24/48 h. Apés a
incubagdo, a concentracdo CBM foi determinada como a menor concentracdo necessaria

capaz de matar os microrganismos.

Indice de tolerancia

O indice de tolerancia dos medicamentos em estudo frente as cepas padrao e isolados
clinicos foi determinado de acordo com o método padrdo descrito por Das e colaboradores

(2016), cuja interpretacao foi classificada como bacteriostatico (>16) e bactericida (<4).

Tolerancia = CBM
CIM

Clivagem do DNA plasmidial

O objetivo deste método foi investigar o potencial de nuclease quimica dos farmacos.
Sendo assim, foi extraido o DNA plasmidial inserido em cepa de Escherichia coli (pUC18)
utilizando procedimento padrao por lise alcalina (“large-scale preparation of plasmid DNA”),
descrito no livro de protocolos de Ausubel et al. em 2003. Apds a extracdo do DNA
plasmidial, este foi incubado com os medicamentos em estudo separadamente. Primeiramente,
foram solubilizados obtendo-se as concentragdes de 3,75 mM, 1,875 mM e 0,375 mM.
Posteriormente 0 DNA e os medicamentos em estudo foram incubados em microtubos por
24h em duas diferentes temperaturas (37°C e 50°C) em dois diferentes pHs (7,4 e 8,0). Ap6s
0 periodo de incubacdo, adicionou-se loading biffer. Para a deteccdo da clivagem do DNA
plasmidial, utilizou-se eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Para investigacdo do provavel
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mecanismo de agdo na ocorréncia de clivagem, os ensaios foram repetidos, nas mesmas
condicdes de incubacdo ja descritas, na presenca de sequestradores de radicais livres (tioureia
0,4M, solucdo de glicerol 10% e 1% e dimetilsulfoxido 0,4M). Se a presenca desses
sequestradores for capaz de inibir a clivagem, prediz que as espécies reativas sdo essenciais
para que esta ocorra, sugerindo que o mecanismo envolvido é oxidativo e depende de radicais
livres. Caso essa clivagem ndo seja inibida, o provavel mecanismo é o hidrolitico (Domingues
et al. 2010).

Conceitos éticos

A utilizacdo dos isolados para pesquisa clinica provenientes dos pacientes admitidos
no hospital foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa sob CAAE 38850614.4.0000.5346.

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

Universidade Federal de Santa Maria.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey usando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad, San Diego, CA). Diferencas com
p <0,05*, p <0,01** e p <0,001*** foram consideradas significativas.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 apresentamos os valores de CIM do anlodipino e valsartana, bem como os
valores de FICI frente as cepas bacterianas e isolados clinicos MDR testados. Em nosso
estudo, valsartana apresentou atividade antibacteriana apenas frente a trés microrganismos
com CIM=1024 pg.mL™: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 e Acinetobacter baumannii (2). J& o anlodipino foi ativo frente a todos os
isolados, especialmente frente a bactérias GP. Apresentou melhor atividade quando avaliado
isoladamente principalmente frente aos SCoN com CIM=32 ug.mL™ para um isolado de S.
hominis, CIM=64 pg.mL™ para quatro S. epidermidis, dois S. haemolyticus e um S. hominis.

Quanto aos isolados ESKAPE, foi ativo frente a trés microrganismos com CIM=64 pg.mL™,
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dentre eles dois de A. baumannii e um E. faecium. Quando anlodipino foi associado ao
ciprofloxacino, houve sinergismo em nove isolados ESKAPE, sendo trés de A. baumannii
(FICI=0,5), trés E. faecium (FICI1=0,16; 0,5 e 0,19), uma K. pneumoniae (FICI=0,37) e dois S.
aureus (FICI=0,5 e 0,25). Ainda, foi observado que anlodipino apresentou concentracGes
menores ou iguais isoladamente quando comparado a associagdo em alguns microrganismos.

A pesquisa realizada por Li e colaboradores (2013), avaliou a atividade do anlodipino
tanto isoladamente quanto associado ao imipenem frente a 42 isolados clinicos de A.
baumannii oriundos de um hospital na China. Neste estudo, anlodipino sozinho apresentou
CIM entre 40 a 320 ug.mL™. J4 quando associado ao antibacteriano, a atividade aumentou
consideravelmente com CIM variando de 0,5 a 32 pug.mL™. Ainda, anlodipino apresentou
sinergismo frente a metade das cepas testadas (Li et al. 2013). Quando associado ao
aminoglicosideo estreptomicina mostrou uma reducdo da CIM de duas a oito vezes,
apresentando efeito sinérgico frente a alguns isolados como de Bacillus pumilus NCTC 8241,
Staphylococcus aureus NCTC 8530, E. coli ATCC 25922 e Salmonella typhymurium NCTC
74 (Kumar et al. 2004).

A Tabela 2 apresenta os resultados de CBM do anlodipino e valsartana, bem como de
suas associagdes com ciprofloxacino frente as cepas padrdo ATCC e aos isolados clinicos. Em
nosso estudo, valsartana ndo apresentou efeito bactericida. Ja em relagdo ao anlodipino,
guando foi avaliado isoladamente, apresentou atividade bactericida frente a todas as cepas
padrdo ATCC e isolados testados, com CBM variando de 64 a 512 pg.mL™. Na associagio
com o antibacteriano, obteve-se o melhor resultado frente a cepa de S. aureus (4) com CBM
de 32 pgmL™. Kumar et al. (2004) também relatam que este anti-hipertensivo possui
atividade bactericida com CBM entre 50-64 pg/mL frente a bactérias GP, ressaltando
novamente sua atividade.

Os indices de tolerancia do anlodipino e valsartana sdo apresentados nas Tabelas 3 e
4, respectivamente. Anlodipino, obteve resultados <4 quando testado frente a todos os
patdgenos avaliados, caracterizando-se como efeito bactericida. Em relacdo a valsartana,
apenas frente ao Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
e Acinetobacter baumannii (2) apresentou atividade bactericida (1T=1).

Estudos sugerem que o anlodipino possa atuar como um composto auxiliar,
promovendo a morte intracelular de microrganismos e assim, reduzir provaveis respostas de
mutacdo que resultariam em resisténcia aos medicamentos. Ainda, sua estrutura principal,
fenil-1,4-di-hidropiridina, pode ser utilizada para sintese de futuros compostos, a fim de

excluir seus possiveis efeitos colaterais anti-hipertensivos quando administrado nos pacientes
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(Mazumdar et al. 2010). Alem disto, provavelmente este farmaco tambem estaria associado a
inibicdo da bomba de efluxo AdeABC (Hu et al. 2018).

Na Figura 1 séo apresentados os graficos efetuados por meio do programa estatistico
GraphPad Prism 7, onde demonstram que anlodipino apresentou valores de p significativos
quando associado ao ciprofloxacino, frente a maioria dos patdgenos considerados sinérgicos,
sendo: A: Acinetobacter baumannii (1), B: Enterococcus faecium (1), C: Enterococcus
faecium (2), D: Enterococcus faecium (4), E: Klebsiella pneumoniae (1), F: Staphylococcus
aureus (1) e G: Staphylococcus aureus (4).

A avaliagdo da atividade de nuclease quimica dos medicamentos em estudo,
anlodipino e valsartana, foi realizada através da utilizacdo do DNA plasmidial (pUC 18),
como descrito anteriormente. A Figura 2 apresenta a eletroforese em gel de agarose
mostrando a clivagem do DNA, onde a ocorréncia de clivagem é identificada através da
diminuicdo da banda referente a forma | do DNA (superenovelada ou FI) e aumento da forma
Il (circular aberta ou FII). Ainda, em alguns casos, na presenca de uma clivagem altamente
eficiente, podera ser observada a formacao da forma Il (linear ou FIII) (Ausubel et al. 1999;
Domingues et al. 2010); podendo também ser ocorrer uma clivagem em pedacos muito
pequenos que ndo podem se observados nesta técnica de gel de eletroforese utilizada.

Conforme evidenciamos na Figura 3, ambos 0s medicamentos foram aptos a clivar o
DNA plasmidial, sendo que o anlodipino teve essa capacidade na concentracdo 3,75mM e pH
74 e 8,0, e condicBes de temperaturas de 37 e 50°C, sendo nitidamente sua atividade
acentuada a 37°C, onde foi apto a clivar também na concetragdo de 1,875mM. Valsartana
além de ter atividade em 3,75mM nas duas temperaturas e pHSs, clivou também nos dois pHs,
na temperatura de 37°C na concentracdo 1,875mM. Quando investigado o provavel
mecanismo de nuclease dos farmacos, verificou-se que a presenca de sequestradores de
radicais livres (glicerol, tiouréia e DMSO) ndo foi capaz de inibir a atividade de clivagem
destes farmacos, podendo inferir que o provavel mecanismo de acdo seja o hidrolitico,
semelhante as nucleases naturais.

Medicamentos que atuam no DNA sdo comumente utilizados na terapéutica dos
tumores, porém sua toxicidade e fendmenos de resisténcia constituem problemas que
necessitam ser contornados (Almeida et al. 2019). A bleomicina, por exemplo, € um farmaco
antitumoral que atua através da clivagem do DNA mediada pelo mecanismo oxidativo (Ali et
al. 2019). Nesta pesquisa, anlodipino e valsartana foram aptos a clivar o DNA plasmidial

podendo resultar em candidatos promissores na terapéutica.
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Concluséao

Diante dos resultados apresentados, ressaltamos que o anti-hipertensivo anlodipino
apresentou atividade bactericida frente a todos os microrganismos testados, especialmente
contra bactérias GP, o que ndo ocorreu de forma significativa com a valsartana. Ainda,
anlodipino demonstrou sinergismo em nove isolados quando associado ao antibidtico
ciprofloxacino. Com isso, sugerimos o reposicionamento deste farmaco como uma alternativa
promissora para o tratamento de infeccBes causadas por bactérias MDR. Embora a valsartana
tenha apresentado nesse estudo atividade antibacteriana menor quando comparada ao
anlodipino, ambos foram aptos a clivar o DNA plasmidial em condigdes definidas de
diferentes pHs e temperaturas, através do mecanismo hidrolitico, uma vez que a clivagem nao
foi inibida na presenca de radicais livres. Fato de extrema relevancia, pois podem apresentar

atividade antitumoral.
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Tabela 1 — Concentracdo inibitoria minima (CIM) do anlodipino e valsartana isoladamente e
em associagdo com ciprofloxacino frente a cepas padrdo e isolados clinicos e indice de
concentracdo inibitoria fracionada (FICI).

(continua)

CIM (ug mL™)

Cepas bacterianas ATCC ANL CIP ANL+CIP FICI VAL VAL+CIP FICI

Bacillus cereus ATCC 14579 128 2 2 1,015 >1024 512 -
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 64 1 1 1,015 >1024 512 -
Enterococcus faecalis
ATCC 51299 64 512 64 1,125 >1024 512 -
Micrococcus luteus ATCC 7468 128 64 64 1,5 >1024 512 -
Staphylococcus epidermidis
ATCC 12298 64 512 64 1,125 >1024 512 -
Staphylococcus aureus
ATCC 29213 128 4 4 1,031 1024 256 64,25
Escherichia coli ATCC 25922 128 1 1 1,007 >1024 512 -
Escherichia coli ATCC 35218 128 1 1 1,007 >1024 512 -
Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 128 0,5 1 2,007 1024 256 512,2
Salmonella typhimurium
> -
ATCC 52117 64 16 8 0,625 1024 256
Isolados clinicos MDR
SCoN (1) 64 128 128 3 >1024 512 -
SCoN (2) 64 128 64 1,5 >1024 128 -
SCoN (3) 64 256 64 1,25 >1024 512 -
SCoN (4) 128 64 64 1,5 >1024 256 -
SCoN (5) 64 128 128 1,25 >1024 512 -
SCoN (6) 64 256 64 1,25 >1024 128 -
SCoN (7) 64 128 128 3 >1024 128 -
SCoN (8) 32 64 64 3 >1024 256 -
SCoN (9) 64 256 64 1,25 >1024 1024 -
Acinetobacter baumannii (1) 256 256 64 0,5 >1024 256 -
Acinetobacter baumannii (2) 256 256 64 0,5 1024 128
Acinetobacter baumannii (3) 128 256 64 0,75 >1024 256 -
Acinetobacter baumannii (4) 256 256 64 0,5 >1024 256 -
Acinetobacter baumannii (5) 64 256 128 2,5 >1024 512 -
Acinetobacter baumannii (6) 64 128 64 1,5 >1024 512 -
Enterococcus faecium (1) 256 1024 32 0,16 >1024 512 -

Enterococcus faecium (2) 512 512 128 0,5 >1024 512 -
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Tabela 1 — Concentracdo inibitoria minima (CIM) do anlodipino e valsartana isoladamente e
em associagdo com ciprofloxacino frente a cepas padrdo e isolados clinicos e indice de
concentracdo inibitoria fracionada (FICI).

(continuacdo e concluséo)

Isolados clinicos MDR ANL CIP ANL+CIP FICI VAL VAL+CIP FICI
Enterococcus faecium (3) 128 2 2 1,015 >1024 512 -
Enterococcus faecium (4) 64 1 1 1,015 >1024 512 -
Enterococcus faecium (5) 64 512 64 1,125 >1024 512 -
Klebsiella pneumoniae (1) 128 64 64 1,5 >1024 512 -
Klebsiella pneumoniae (2) 64 512 64 1,125 >1024 512 -
Klebsiella pneumoniae (3) 128 4 4 1,031 1024 256 64,25
Klebsiella pneumoniae (4) 128 1 1 1,007 >1024 512 -
Klebsiella pneumoniae (5) 128 1 1 1,007 >1024 512 -
Klebsiella pneumoniae (6) 128 0,5 1 2,007 1024 256 512,2
Staphylococcus aureus (1) 64 16 8 0,625 >1024 256 -
Staphylococcus aureus (2) 128 256 64 0,75 >1024 256 -
Staphylococcus aureus (3) 128 256 128 1,5 >1024 256 -
Staphylococcus aureus (4) 256 256 32 0,25 >1024 256 -
Staphylococcus aureus (5) 256 256 128 1 >1024 512 -

ATCC, American Type Culture Collection; ANL, anlodipino; CIP, ciprofloxacino; ANL + CIP, associacéo
de anlodipino e ciprofloxacino; VAL, valsartana; VAL + CIP, associac¢ao de valsartana e ciprofloxacino;
FICI, indice de concentracdo inibitéria fracionada; MDR, multirresistente; SCoN, Staphylococcus
coagulase negativos.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 2 — Concentragdo bactericida minima (CBM) do anlodipino e valsartana isoladamente
e em associacdo com ciprofloxacino frente a cepas padréo e isolados clinicos.

(continua)
CBM (ug.mL™)
Cepas bacterianas ATCC ANL CIP ANL+CIP VAL VAL+CIP
Bacillus cereus ATCC 14579 128 2 128 >1024 1024
Enterococcus faecalis ATCC 29212 64 >1024 128 >1024 >1024
Enterococcus faecalis ATCC 51299 128 >1024 128 >1024 >1024
Micrococcus luteus ATCC 7468 128 >1024 64 >1024 >1024
Staphylococcus epidermidis ATCC 128 51024 128 1024 51024
12228
Staphylococcus aureus ATCC 29213 256 1024 128 >1024 256
Escherichia coli ATCC 25922 128 2 128 >1024 1024
Escherichia coli ATCC 35218 256 >1024 128 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 128 1 128 >1024 1024
Salmonella typhimurium ATCC 52117 64 512 128 >1024 >1024
Isolados clinicos MDR
SCoN (1) 128 128 128 >1024 >1024
SCoN (2) 64 128 128 >1024 >1024
SCoN (3) 128 256 256 >1024 >1024
SCoN (4) 128 64 128 >1024 >1024
SCoN (5) 64 128 256 >1024 >1024
SCoN (6) 64 >1024 128 >1024 >1024
SCoN (7) 64 128 256 >1024 >1024
SCoN (8) 64 128 64 >1024 >1024
SCoN (9) 64 256 256 >1024 >1024
Acinetobacter baumannii (1) 256 512 128 >1024 512
Acinetobacter baumannii (2) 256 512 64 >1024 1024
Acinetobacter baumannii (3) 256 256 128 >1024 >1024
Acinetobacter baumannii (4) 256 >1024 64 >1024 >1024
Acinetobacter baumannii (5) 128 >1024 128 >1024 >1024
Acinetobacter baumannii (6) 128  >1024 128 >1024 >1024
Enterococcus faecium (1) 512  >1024 64 >1024 1024
Enterococcus faecium (2) 1024  >1024 128 >1024 >1024
Enterococcus faecium (3) 128 >1024 256 >1024 >1024
Enterococcus faecium (4) 256 >1024 128 >1024 >1024
Enterococcus faecium (5) 512  >1024 128 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae (1) 512  >1024 128 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae (2) 256 >1024 64 >1024 512

Klebsiella pneumoniae (3) 256 >1024 128 >1024 >1024
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Tabela 2 — Concentragdo bactericida minima (CBM) do anlodipino e valsartana isoladamente
e em associacdo com ciprofloxacino frente a cepas padréo e isolados clinicos.

(continuacdo e concluséo)

CBM (pg.mL™)

Isolados clinicos MDR ANL CIP  ANL+CIP VAL VAL+CIP
Klebsiella pneumoniae (4) 256 512 256 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae (5) 256 >1024 256 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae (6) 128 >1024 256 >1024 >1024
Staphylococcus aureus (1) 256 >1024 128 >1024 >1024
Staphylococcus aureus (2) 128 >1024 64 >1024 >1024
Staphylococcus aureus (3) 128 >1024 128 >1024 >1024
Staphylococcus aureus (4) 256 >1024 32 >1024 >1024
Staphylococcus aureus (5) 256 >1024 512 >1024 >1024

ATCC, American Type Culture Collection; ANL, anlodipino; CIP, ciprofloxacino; ANL + CIP,
associacdo de anlodipino e ciprofloxacino; VAL, valsartana; VAL + CIP, associacdo de valsartana e
ciprofloxacino; FICI, indice de concentragdo inibitdria fracionada; MDR, multirresistente; SCoN,
Staphylococcus coagulase negativos.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 3 — Concentragdo inibitoria minima (CIM), concentracéo bactericida minima (CBM) e
determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do anlodipino (ANL) frente a cepas padrédo e
isolados clinicos.

(continua)
Indice de
Cepas bacterianas ATCC (ngrrlul\Ijl- 1) (pgcr::i/l 1) Tolerancia  Interpretacéo
(CBM/CIM)

Bacillus cereus ATCC 14579 128 128 1 Bactericida
Enterococcus faecalis ATCC 29212 64 64 1 Bactericida
Enterococcus faecalis ATCC 51299 64 128 2 Bactericida

Micrococcus luteus ATCC 7468 128 128 1 Bactericida

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 64 128 2 Bactericida

Staphylococcus aureus ATCC 29213 128 256 2 Bactericida

Escherichia coli ATCC 25922 128 128 1 Bactericida

Escherichia coli ATCC 35218 128 256 2 Bactericida

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 128 128 1 Bactericida

Salmonella typhimurium ATCC 52117 64 64 1 Bactericida
Isolados clinicos

SCoN (1) 64 128 2 Bactericida

SCoN (2) 64 64 1 Bactericida

SCoN (3) 64 128 2 Bactericida

SCoN (4) 128 128 1 Bactericida

SCoN (5) 64 64 1 Bactericida

SCoN (6) 64 64 1 Bactericida

SCoN (7) 64 64 1 Bactericida

SCoN (8) 32 64 2 Bactericida

SCoN (9) 64 64 1 Bactericida

Acinetobacter baumannii (1) 256 256 1 Bactericida

Acinetobacter baumannii (2) 256 256 1 Bactericida

Acinetobacter baumannii (3) 128 256 2 Bactericida

Acinetobacter baumannii (4) 256 256 1 Bactericida

Acinetobacter baumannii (5) 64 128 2 Bactericida

Acinetobacter baumannii (6) 64 128 2 Bactericida

Enterococcus faecium (1) 256 512 2 Bactericida

Enterococcus faecium (2) 512 1024 2 Bactericida

Enterococcus faecium (3) 64 128 2 Bactericida

Enterococcus faecium (4) 256 256 1 Bactericida

Enterococcus faecium (5) 256 512 2 Bactericida

Klebsiella pneumoniae (1) 512 512 1 Bactericida

Klebsiella pneumoniae (2) 256 256 1 Bactericida

Klebsiella pneumoniae (3) 256 256 1 Bactericida

Klebsiella pneumoniae (4) 256 512 2 Bactericida
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Tabela 3 — Concentracdo inibitoria minima (CIM), concentracdo bactericida minima (CBM) e
determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do anlodipino (ANL) frente a cepas padrédo e
isolados clinicos.

(continuacdo e concluséo)

Indice de
Isolados clinicos MDR (ngrrlul\Ijl- 1) (pgcr::i/l 1) Tolerancia  Interpretacéo
(CBM/CIM)
Klebsiella pneumoniae (5) 256 256 1 Bactericida
Klebsiella pneumoniae (6) 128 256 2 Bactericida
Staphylococcus aureus (1) 256 256 1 Bactericida
Staphylococcus aureus (2) 128 128 1 Bactericida
Staphylococcus aureus (3) 128 128 1 Bactericida
Staphylococcus aureus (4) 256 256 1 Bactericida
Staphylococcus aureus (5) 256 512 2 Bactericida

ATCC, American Type Culture Collection; ANL, anlodipino; MDR, multirresistente; SCoN,
Staphylococcus coagulase negativos.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Tabela 4 — Concentracdo inibitoria minima (CIM), concentracao bactericida minima (CBM) e
determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do valsartana (VAL) frente a cepas padréo e
isolados clinicos.

(continua)
Indice de
Cepas bacterianas ATCC (ngrrlul\Ijl- 1) (pgcr::i/l 1) Tolerancia  Interpretacéo
(CBM/CIM)

Bacillus cereus ATCC 14579 >1024 >1024 - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >1024 >1024 - -
Enterococcus faecalis ATCC 51299 >1024 >1024 - -

Micrococcus luteus ATCC 7468 >1024 >1024 - -

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 >1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 1024 1024 1 Bactericida

Escherichia coli ATCC 25922 >1024 >1024 - -

Escherichia coli ATCC 35218 >1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 1024 1024 1 Bactericida

Salmonella typhimurium ATCC 52117 >1024 >1024 - -

Isolados clinicos

SCoN (1) >1024 >1024 - -

SCoN (2) >1024 >1024 - -

SCoN (3) >1024 >1024 - -

SCoN (4) >1024 >1024 - -

SCoN (5) >1024 >1024 - -

SCoN (6) >1024 >1024 - -

SCoN (7) >1024 >1024 - -

SCoN (8) >1024 >1024 - -

SCoN (9) >1024 >1024 - -

Acinetobacter baumannii (1) >1024 >1024 - -

Acinetobacter baumannii (2) 1024 1024 1 Bactericida

Acinetobacter baumannii (3) >1024 >1024 - -

Acinetobacter baumannii (4) >1024 >1024 - -

Acinetobacter baumannii (5) >1024 >1024 - -

Acinetobacter baumannii (6) >1024 >1024 - -

Enterococcus faecium (1) >1024 >1024 - -
Enterococcus faecium (2) >1024 >1024 - -
Enterococcus faecium (3) >1024 >1024 - -
Enterococcus faecium (4) >1024 >1024 - -
Enterococcus faecium (5) >1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae (1) >1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae (2) >1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae (3) >1024 >1024 - -
Klebsiella pneumoniae (4) >1024 >1024 - -

Klebsiella pneumoniae (5) >1024 >1024 - -
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Tabela 4 — Concentracdo inibitoria minima (CIM), concentracao bactericida minima (CBM) e
determinacdo do nivel de tolerancia (CBM/CIM) do valsartana (VAL) frente a cepas padréo e
isolados clinicos.

(continuacao e concluséo)

Indice de
Isolados clinicos MDR (ngrrlul\Ijl- 1) (pgcr::i/l 1) Tolerancia  Interpretacéo
(CBM/CIM)
Klebsiella pneumoniae (6) >1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus (1) >1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus (2) >1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus (3) >1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus (4) >1024 >1024 - -
Staphylococcus aureus (5) >1024 >1024 - -

ATCC, American Type Culture Collection; ANL, anlodipino; MDR, multirresistente; SCoN,
Staphylococcus coagulase negativos.

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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Figura 1 — Atividade do anlodipino frente as principais cepas consideradas sinérgicas, onde A:
Acinetobacter baumannii (1), B: Enterococcus faecium (1), C: Enterococcus faecium (2), D:
Enterococcus faecium (4), E: Klebsiella pneumoniae (1), F: Staphylococcus aureus (1) e G:
Staphylococcus aureus (2). Os niveis de significancia representam os asteriscos (p <0,05*, p
<0,01** e p <0,001***), quando comparados aos medicamentos testados isoladamente. Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose mostrando a clivagem do DNA pela transformacéo

da forma superenovelada (forma 1) nas formas circular aberta (forma I1) e linear (forma IllI).

Forma | Forma Il Forma Il
(Superenovelada) (Circular aberta) (Linear)

4 DNA Padrio DNA Clivado N
Forma I [e——— [::j )
Sentido da
Forma lll
E migragio
Foma [ b

-

Fonte: Adaptado de Saibert, 2015.
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Figura 3. Clivagem do DNA plasmidial dos medicamentos A: anlodipino e B: valsartana
apresentados no gel de agarose em diferentes pHs e temperaturas.

A: anlodipino
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B: valsartana

37°C 37°C 50°C 50°C
pH7,4 pH 8,0 pH7,4 pH 8,0
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s 2 9 a1 by 2 5 8 1 0Ty 2 3 a1 la 2 3 4%
Formall
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1, Agua Milli-Q; 2, Solugio estoque (3,75 mM); 3, Dilui¢do do composto 1:2 (1,875 mM); 4,
Diluicdo do composto 1:10 (0,375 mM).

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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5 DISCUSSAO GERAL

Diferentes estudos sobre reposicionamento relatam a potente atividade
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria e antineoplasica do ndo antibidtico anlodipino.
Ainda, sugerem sua utilizagdo em associacdo a outros farmacos, devido sua atividade
sinérgica quando comparado com a sua atividade isoladamente (ELKHATIB; HAYNES;
NOREDDIN, 2009; HU et al., 2018; KUMAR et al., 2003; LAN et al., 2008; LI et al., 2006;
LI et al., 2013; LIU et al., 2016; MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010; PALIT et al.,
2008; PEREIRA et al., 2011; REIMAO; SCOTTI; TEMPONE, 2010; SPADER et al., 2019;
VERMA et al.,, 2017; YOSHIDA; ISHIBASHI; NISHIO, 2004; YOSHIDA; ISHIBASHI,
NISHIO, 2007; ZHANG et al., 2010). Com isso, evidenciamos 0 reposicionamento do
anlodipino, especialmente quando associado a outros farmacos, como um meio alternativo e
eficaz no tratamento de infeccGes ocasionadas por bactérias, fungos, parasitas e ainda em
neoplasias.

Em nosso estudo, valsartana foi ativa apenas frente a trés bactérias (CIM= 1024
ng.mL™?), enquanto que anlodipino foi ativo frente a todos os isolados testados com CIM entre
32-512 pg.mL™?, principalmente frente a bactérias GP. Quando associados, valsartana néo
apresentou efeitos significativos, ja o anlodipino resultou em nove isolados sinérgicos. Fato
este que corrobora com algumas pesquisas realizadas, onde o anlodipino demonstrou
atividade frente a diferentes isolados clinicos, como de A. baumannii, Bacillus pumilus NCTC
8241, Staphylococcus aureus NCTC 8530, E. coli ATCC 25922 e Salmonella typhymurium
NCTC 74. Ainda, quando associado a outros antibacterianos, resultou sinergismo ocorrendo
reducdo significativa da CIM (KUMAR et al., 2004; LI et al., 2006; LI et al., 2013,
MAZUMDAR; KUMAR; DUTTA, 2010; PALIT et al., 2008). Seu mecanismo de ac¢do ainda
ndo é bem elucidado, porém autores sugerem que o anlodipino promova a apoptose
intracelular de microrganismos (MAZUMDAR; KUMAR. DUTTA, 2010) e atraves da
inibicdo da bomba de efluxo AdeABC (HU et al., 2018). Ainda, que sua estrutura principal
possa er utilizada no desenvolvimento de derivados potentes e com auséncia do seu efeito
anti-hipertensivo (MAZUMDAR; KUMAR. DUTTA, 2010).

Ainda, quando investigada a atividade de nuclease quimica dos medicamentos, ambos
foram aptos a clivar o DNA plasmidial (pUC 18) nas condi¢des de temperatura e pH
definidas. Na determinacdo do provavel mecanismo de acdo que estes farmacos agem,
verificou-se a auséncia de inibicdo da clivagem do DNA na presenca de sequestradores de

radicais livres, sugerindo que atuem pelo meio hidrolitico, o que ocorre de forma semelhante
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as nucleases naturais. Medicamentos que agem atraves deste mecanismo de agdo sao
relevantes, uma vez que podem ser candidatos promissores com atividade antibacteriana ou
antineoplasica (PARAGINSKI et al., 2014)

Diante dos resultados apresentados, evidenciamos a importancia do reposicionamento
de farmacos e sua atividade sinérgica na terapéutica, especialmente quanto a anti-
hipertensivos, os quais vém demonstrando potencial atividade antibacteriana e antineoplésica

frente a diferentes isolados clinicos multirresistentes e em linhagens celulares tumorais.

6 CONCLUSOES

Neste estudo, sugerimos o reposicionamento de medicamentos anti-hipertensivos,
anlodipino e valsartana, como uma nova alternativa terapéutica promissora no tratamento de
patologias causadas por bactérias, fungos, parasitas e também quanto a neoplasias. Sendo

assim, nesta pesquisa:

a) Relatamos 16 pesquisas envolvendo reposicionamento do anti-hipertensivo anlodipino
como uma alternativa no tratamento de infec¢bes bacterianas, fungicas e parasitarias; ainda,
qgue este medicamento apresentou atividade antineoplasica frente a diferentes linhagens
celulares tumorais. Demonstrou sinergismo quando associado a dez farmacos diferentes,

dentre eles antimicrobianos e antineoplasicos.

b) O anlodipino sozinho foi ativo frente a todos os isolados, especialmente frente a bactérias
GP, como 0s SCoN com CIM variando de 32 a 512 pg.mL™; valsartana apresentou menor
atividade antibacteriana significativa neste estudo, sendo ativa apenas frente a trés
microrganismos com CIM=1024: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 e Acinetobacter baumannii (2).

¢) O anlodipino, quando associado com o ciprofloxacino, resultou sinergismo em nove
isolados ESKAPE, sendo trés de A. baumannii (FICI=0,5), trés E. faecium (FIC1=0,16; 0,5 e
0,19), uma K. pneumoniae (FICI=0,37) e dois S. aureus (FICI=0,5 e 0,25); a associagdo com a

valsartana ndo resultou em atividade sinérgica frente aos microrganismos testados.

d) Ambos os medicamentos foram aptos a clivar o DNA plasmidial, sendo que o anlodipino
teve essa capacidade na concentracdo 3,75mM, pH 7,4 e 8,0, e temperaturas de 37 e 50°C,

sendo nitidamente sua atividade mais acentuada a 37°C, onde foi apto a clivar também na
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concetragdo de 1,875mM; valsartana além de ter atividade em 3,75mM nas duas temperaturas

e pHs, clivou também nos dois pHs, na temperatura de 37°C na concentragdo 1,875mM.

e) Na investigagdo do provavel mecanismo de agdo envolvido na clivagem do DNA
plasmidial, anlodipino e valsartana mantiveram sua capacidade de clivagem na presenca de

radicais livres, sugerindo que atuem através do mecanismo hidrolitico.
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