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RESUMO

REDIRECIONAMENTO DE DEXAMETASONA E DICLOFENACO E EFEITO
SINERGICO COM ACIDO NALIDIXICO, CIPROFLOXACINO E VANCOMICINA
FRENTE A ENTEROCOCCUS spp.

AUTORA: Sara de Lima Marion
ORIENTADORA: Dr2. Rosmari Horner

A disseminacdo de bactérias resistentes a multiplos antibiéticos (MDR) tem comprometido o arsenal
terapéutico disponivel. Assim esses patogenos MDR tornaram-se um problema de salde publicas
acarretando altas taxas de morbimortalidade. Como forma de incentivar a busca de novos
medicamentos eficazes, a Organizacdo Mundial da Saude publicou um relatério evidenciando a
reducdo da descoberta de novos antibi6ticos. Nele o patégeno Enterococcus faecalis resistentes a
vancomicina, comum em infeccbes hospitalares, foi considerado agente de prioridade alta,
necessitando urgentemente do desenvolvimento de novos farmacos ativos. Dessa maneira, a
comunidade cientifica vem buscando por estratégias na identificacdo de novos antibioticos efetivos. O
reposicionamento de medicamentos surgiu como alternativa promissora uma vez que ele é considerado
como processo que visa a reutilizagdo de farmacos em doengas que nédo a de origem da sua indicacéo.
Ele ganhou a atengdo da comunidade cientifica pelas vantagens em comparacdo com o método
tradicional de desenvolvimento de substancias ativas: reducéo de tempo e custos no processo. Por isso
no presente estudo objetivou-se analisar a atividade antibacteriana dos farmacos anti-inflamatérios
dexametasona e diclofenaco e a interacdo sinérgica com os antibidticos &cido nalidixico,
ciprofloxacino e vancomicina frente a cepas bacterianas de isolados clinicos de Enterococcus faecium
e faecalis e cepas padrdo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC). Para avaliar a
atividade antibacteriana dos farmacos foi realizado a determinacéo da concentracdo inibitoria minima
(CIM). A interacdo com os antibacterianos foi avaliada pelo método checkerboard e calculado o
indice de concentracdo inibitoria fracionada (FICI). Quando testada isoladamente, a dexametasona
apresentou CIM que variou em 512 e 1024 ug mL? frente aos isolados clinicos e cepas ATCC. O
diclofenaco também ficou nessa variagdo, mas para as duas cepas ATCC a CIM foi de 2048 pg mL™.
Esses dois medicamentos apresentaram, de modo geral, CIM maior aos dos antibi6ticos sozinhos.
Porém, quando utilizados em conjunto com cada um dos antibiéticos, apresentaram reducGes
relevantes na CIM de ambos os medicamentos em conjunto. A dexametasona reduziu em até 2048
vezes a CIM quando combinada com qualquer um dos trés antibioticos. O diclofenaco reduziu em até
2048 vezes a CIM quando combinado com a vancomicina e em até 1024 vezes com &cido nalidixico
ou ciprofloxacino. A concentracdo da CIM do &cido nalidixico e vancomicina quando utilizados em
combinagdo com dexametasona ou diclofenaco reduziu em até 64 vezes a sua concentragcdo de CIM.
Esses dois anti-inflamatdrios, quando combinados com ciprofloxacino, a concentracdo do antibidtico
chegou a uma reducéo de até 128 vezes. Os resultados obtidos nos permitem sugerir que os dois anti-
inflamatdrios deste estudo apresentam atividade promissora no reposicionamento frente as bactérias
Gram-positivas MDR do género Enterococcus.

Palavras chaves: Atividade antibacteriana. Reposicionamento de drogas. Dexametasona.
Diclofenaco. Sinergismo.



ABSTRACT

REDIRECTION OF DEXAMETHASONE AND DICLOFENAC AND SYNERGISTIC
EFFECT WITH NALIDIXIC ACID, CIPROFLOXACIN AND AGAINST FRONT OF
ENTEROCOCCUS spp.

AUTHOR: Sara de Lima Marion
ADVISER: Dr2, Rosmari HOrner

The spread of multi-antibiotic resistant bacteria (MDR) has compromised the available
therapeutic arsenal. Thus these MDR pathogens have become a public health problem
resulting in high morbidity and mortality rates. As a way to encourage the search for new
effective drugs, World Health Organization published a report showing the reduction of the
discovery of new antibiotics. In it the pathogen vancomycin-resistant Enterococcus faecalis,
common in hospital infections, was considered a high priority agent, urgently needing the
development of new active drugs. Thus, the scientific community has been looking for
strategies in the identification of new effective antibiotics. The repositioning of medicines has
emerged as a promising alternative since it is considered as a process aimed at the reuse of
drugs diseases other than that of origin of their indication. It has gained the attention of the
scientific community for the advantages compared to the traditional method of developing active
substances: reduction of time and costs in the process. Therefore, the present study aimed, through the
manuscript, analyze the antibacterial activity of drugs anti-inflammatory dexamethasone and
diclofenac and possible synergistic interaction with standard: nalidixic acid, ciprofloxacin and
vancomycin against bacterial strains of clinical isolates of Enterococcus faecium and faecalis and
American Type Culture Collection (ATCC) standard strains. To evaluate the antibacterial activity of
the drugs, the minimum inhibitory concentration (MIC) was performed. The interaction with
antibacterials was evaluated by the checkerboard method and the fractional inhibitory concentration
index (FICI) was calculated to define synergism. When tested alone, dexamethasone presented MIC
that varied in 512 and 1024 pg mL™ compared to clinical isolates and ATCC strains. Diclofenac also
obtained this variation, however for the two strains ATCC showed a MIC of 2048 pug mL-1. These
drugs are candidates for redirection despite generally presenting higher MIC compared to antibiotics
alone, when used in conjunction with each of the antibiotics, they presented relevant reductions in the
MIC of both drugs together. Dexamethasone reduced the MIC by up to 2048 times when combined
with any of the three antibiotics, diclofenac reduced the MIC by up to 2048 times if used in
conjunction with vancomycin and up to 1024 times in combination with nalidyxic acid or
ciprofloxacin. The concentration of MIC of nalidixic acid and vancomycin when used in combination
with dexamethasone or diclofenac reduced its concentracdo of MIC by up to 64 times. When these
drugs tests were used combined with ciprofloxacin, the concentration of the antibiotic was reduced by
up to 128 times. Thus, the use of non-antibiotics with antimicrobials aiming at synergism is an
alternative for the treatment of serious infections due to the advantages presented. However, further
studies are still needed to elucidate the mechanisms of action of these drugs as well as in vivo studies.

Keywords: Antibacterial activity; Repositioning; Dexamethasone; Diclofenac; Synergism
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1 INTRODUCAO

O descobrimento dos antibacterianos trouxe para a medicina uma nova perspectiva a
saude, instaurando a “era dos antibidticos”, quando se tornou possivel tratar doencas
infecciosas que, até entdo, poderiam ser fatais (DAVIES e DAVIES, 2010). Entretanto, com o
uso indiscriminado destes medicamentos, a eficacia se tornou incerta, devido a uma
disseminacdo de patdgenos resistentes, entre esses as bactérias resistentes a multiplas drogas
(MDR) (SANTOS, LA ROCCA, HORNER, 2016). As  bactérias MDR ameacam 0s
tratamentos farmacoldgicos disponiveis no mercado farmacéutico acarretando falhas na
farmacoterapia (EARS-Net, 2017), aumentando o tempo de hospitalizacdo e,
consequentemente, os custos e taxas de morbidade (DAVIES e DAVIES, 2010; O’NEIL,
2014).

Frente a esta situacdo, a World Health Organization publicou um relatério em 2017
onde evidencia que a descoberta e o desenvolvimento de novos antibiéticos diminuiram
consideravelmente, ndo acompanhando a mesma velocidade em que a resisténcia bacteriana
tem avancado (WHO, 2017). Sem a acdo imediata para descobrir e desenvolver novos
antibioticos, projeta-se que as mortes atribuiveis a infecgdes resistentes chegardo a 10 milhGes
por ano até 2050 (O'NEILL, 2014). Assim, prevé-se a era pos antibidtica, de onde emerge a
necessidade por novos medicamentos que apresentem acdo antibacteriana satisfatdria
(HADERA et al., 2018; KALAIVANI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

O redirecionamento ou reposicionamento de farmacos, surgiu como alternativa mais
“rapida” a essa busca (ZHENG, SUN e SIMEONOQV, 2018). Essa pratica é definida como a
utilizacdo de medicamentos ja aprovados e bem estabelecidos na clinica para o tratamento de
doencas diferentes da sua indicacdo de origem (ASHBURN e THOR, 2004; SERAFIN e
HORNER, 2018). Possui vantagens como administracio mais segura nos pacientes devido a
sua toxicidade ja conhecida (HADERA et al., 2018; SERAFIN e HORNER, 2018), e tem um
menor custo se comparado com a descoberta de novas drogas pelo método tradicional
(MEHNDIRATTA et al., 2016). Esse processo recebe aprovacao pelas agéncias reguladoras,
como a Food and Drug Administration (FDA), o que ndo ocorre com o uso off label que
refere-se a admisnitracdo sem aprovacéo e indicacdo pela bula (WHO, 2014; JIN e WONG,
2014).

Uma segunda estratégia no tratamento frente a infec¢des bacterianas, é o emprego
combinado de dois ou mais farmacos que apresentem efeito sinérgico. Essa combinacéo tende

a aumentar o espectro dos antibidticos e reduzir o desenvolvimento de resisténcia (ZHENG,
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SUN e SIMEONOV, 2018). Estima-se que assim as bactérias MDR podem ser sensibilizadas
novamente, combinando antibidticos com ndo-antibiéticos (CHAN et al., 2017).

Medicamentos com efeitos anti-inflamatdrios sdo utilizados para uma variedade de
doencas. Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) possuem propriedades de reduzir a
inflamacdo, dor e febre, mas também vém sendo relatados como candidatos potenciais para o
redirecionamento pelo seu efeito sinérgico com antibidticos (CHAN et al., 2017; YIN et al.,
2014; ANNADURAI et al., 1998). O diclofenaco sddico ja teve sua atividade relatada frente a
bactérias Gram-positivas (ALEM, et al., 2004; MAZUMDAR, et al., 2019; RIORDAN, et
al.,2011; SALEM, et al., 2013). Mas estudos disponiveis sdo limitados quanto ao mecanismo
de acdo pelo qual atuam e de seus efeitos combinados com antibidticos (CHAN et al., 2017;
YIN et al., 2014).

Os corticoides sdo outra classe de medicamentos com atividade anti-inflamatoria utilizada
para diversas doencas, entre elas, algumas doencas infecciosas (ROSEN, 2019). Dentre os
corticoides, a dexametasona € um farmaco que tem sido alvo de estudo para o
redirecionamento de doencas emergentes como a infecgdo por SARS-CoV-2 (VOHRA, 2021)
e ja foi descrita na literatura com propriedades microbicidas contra Streptococcus milleri,
Aspergillus flavus e fumigatus (NEHER, 2008).

Assim, esse estudo apresentou o redirecionamento de medicamentos ndo-antibidticos para
0 tratamento de doencas bacterianas causadas por Enterococcus spp. resistentes a
vancomicina, bem como as principais vantagens desse método alternativo na descoberta de
drogas. Além disso avaliou-se a interacdo desses medicamentos, dexametasona e diclofenaco,
com antibidticos padrdes, &cido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina e os beneficicos

dessa utilizagéo.

1.1 JUSTIFICATIVA

Dessa forma, em razdo do aumento das bactérias resistentes a multiplos
antimicrobianos aliados a dificuldade e fraco interesse da industria farmacéutica na producéo
de novos antibi6ticos efetivos, necessita-se urgentemente de abordagens alternativas para esta
problematica de saude publica global. Sendo assim, uma alternativa é a utilizacdo de
medicamentos redirecionados como 0s AINEs e corticoides. Alguns desses ndo-antibioticos ja
demonstraram atividade antibacteriana em estudos anteriores por diminuirem principalmente
a producdo de mediadores pro inflamatdrios. Supfe-se que eles possam ter acOes terapéuticas
contra bactérias MDR (PRADO, et al, 2010; ALEM, et al 2004; OLIVEIRA, et al 2019).



13

Dessa forma, o presente estudo composto pela avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro
da dexametasona e diclofenaco sddico injetaveis e a avaliagdo de suas interacbes com
antibacterianos acido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina frente a cepas bacterianas de
isolados clinicos de MDR de Enterococcus faecium e faecalis e cepas padrdo de referéncia
American Type Culture Collection (ATCC).

1.2 OBJETIVO

1.2.10bjetivo geral

Determinar a atividade antibacteriana in vitro de medicamentos anti-inflamatorios candidatos
ao redirecionamento e o efeito sinérgico com os antimicrobianos &cido nalidixico,

ciprofloxacino e vancomicina.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a atividade antibacteriana da dexametasona e diclofenaco de sodio, frente a cepas
bacterianas padrdo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e isolados
clinicos de MDR de Enterococcus faecium e faecalis provenientes do Hospital Universitario
de Santa Maria (HUSM);

b) Avaliar o efeito sinérgico entre dexametasona e diclofenaco sédico com antibidticos, tais

como &cido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina frente as cepas descritas anteriormente.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 RESISTENCIA BACTERIANA

No século XX, iniciou-se uma busca por tratamentos eficazes no combate as
infeccBes. Assim, 50 anos mais tarde introduziam-se no mercado os antibidticos, com a
proposta de cura das doencas infecciosas (DAVIES e DAVIES, 2010). Entretanto, essa classe
de medicamentos demonstrou ser altamente suscetivel a perda da eficacia e o

desenvolvimento dessa resisténcia vém comprometendo a terapéutica, uma vez que é provavel
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que se desenvolva resisténcia a todo e qualquer tipo de antibiotico (HUTCHINGS, TRUMAN
e WILKINSON, 2019).

Algumas das principais razdes do estabelecimento dessa resisténcia sdo as mutacoes
em microrganismos e a pressdo seletiva (NADEEM, et al., 2020). Doses acima do necessario
e 0 uso indiscriminado também favorecem sua ocorréncia (AKOVA, 2016). Dessa forma, 0s
clones resistentes resultantes sdo disseminados em todo o mundo. Fato que ocorre
rapidamente, através da transmissdo genética interespecifica, deficiéncia em saneamento
basico nas comunidades e falta de protocolos de esterilizacdo em hospitais (NADEEM, et al.,
2020).

Segundo os relatérios anuais do European Center for Disease Prevention and Control
(2017) os patdgenos resistentes sdo responsaveis por uma alta taxa de infec¢des, acarretando
falhas nas terapias medicamentosas disponiveis no mercado farmacéutico (EARS-Net, 2017).
Isso gera um aumento nos custos de tratamento e maiores taxas de mortalidade (AKOVA,
2016). Por isso, em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude classificou os patdgenos em
niveis de prioridade para o desenvolvimento de novos antibiGticos, entre esses, 0
Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina, considerado agente de prioridade alta
(WHO, 2017).

O género Enterococcus spp. € constituido por patégenos Gram-positivos oportunistas
comuns em infecgdes hospitalares, sendo que suas principais espécies causadoras de doengas
humanas sdo Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. As infec¢bes mais comuns
causadas por eles sdo bacteremia, endocardite, infeccdes do trato urinario, infec¢des de feridas
cirrgicas, infecgdes intra-abdominais e intrapélvicas, tratadas com a combinagdo de um
aminoglicosideo e ampicilina ou vancomicina que atuam na parede celular (RAZA, T., et al.,
2018).

Esse género, ha mais de 30 anos, desenvolveu resisténcia a vancomicina (VRE), e nas
duas Ultimas décadas as infecgdes atribuiveis ao VRE tornaram-se mais alarmantes devido a
sua alta taxa de mortalidade (BEGANOVIC, et al., 2018; RAZA, T., et al., 2018). Devido ao
tratamento limitado que se encontra disponivel para o combate das infec¢Ges ocasionadas por
VRE, ha necessidade urgente de novas estratégias que combatam a viruléncia desses
patogenos.

Atualmente o cenario pandémico ocasionado pela Covid-19 pode contribuir para
maiores desafios no tratamento de doencas infecciosas por bactérias resistentes a maltiplas
drogas. A utilizacdo de antimicrobianos aumentou consideravelmente, assim como Seu uso

inadequado, , dessa forma isso pode estar alimentando o surgimento de resisténcia
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antimicrobiana. Estudos sugerem que pacientes hospitalizados devido a infeccdo por Covid-
19 podem sofrer coinfeccdo por bactérias MDR, entretanto a maior parte dos pacientes séo
tratados com antimicrobianos, mesmo quando ndo ocorre essa coinfeccdo (RANA, et al.,
2021; COX, et al., 2020). Em conjunto, a pandemia tem afetado negativamente as pesquisas

para o desenvolvimento de antimicrobianos para doencas infecciosas (UKUHOR, 2021).

2.2 REDIRECIONAMENTO E COMBINACAO DE FARMACOS

O desenvolvimento de um novo composto que tenha sucesso na terapia e introducéo
na clinica ndo é um processo simples. A industria farmacéutica tem enfrentado alguns
desafios para que isso ocorra, tais como tempo elevado para realizacdo de todos os estudos e
testes, gerando altas despesas e, ainda assim, com risco de obter altas taxas de reprovacéo
(YADAV e TALWAR, 2019). Dessa forma, as empresas farmacéuticas ndo conseguem
manter o equilibrio entre a producdo de farmacos e o aumento dos custos em pesquisa e
desenvolvimento (LANDERS, 2004).

Logo, os pesquisadores viram a necessidade de buscar por alternativas mais rapidas e
de menor custo (OTTO et al., 2019). O redirecionamento ou reposicionamento de farmacos
foi descrito por Ashburn e Thor, em 2004, pela primeira vez. Esse termo foi definido como o
processo de encontrar uma nova indicacdo a um farmaco ja aprovado clinicamente ou para
farmacos que tiveram suas farmacoterapias abandonadas (ASHBURN e THOR, 2004).

Desde entdo, o reposicionamento se tornou uma estratégia inovadora, com seguranca e
eficacia ja comprovadas, sendo que faz uso de drogas ja aprovadas pelas instituicdes que
regulamentam os medicamentos (MEHNDIRATTA, et al., 2016). Esse método necessita de
investimentos de menores valores: em torno de 8,4 milhdes de ddlares no reposicionamento
contra 41,3 milhdes de dolares no desenvolvimento tradicional de novas drogas (ASHBURN
e THOR, 2004). Um dos motivos desse menor custo é que enquanto as novas drogas precisam
de ensaios clinicos de toxicologia e seguranca, algumas drogas redirecionadas necessitam
passar apenas por ensaio de eficacia para a nova indicagdo. Isso ocorre devido ao farmaco ja
ter suas caracteristicas previamente conhecidas como sua estrutura quimica, estabilidade,
dados de sintese e fabricacdo, parametros farmacocineticos, biodisponibilidade, seguranca e
toxicologia, uma vez que ela ja é utilizada ou ja foi uma terapia clinica (GAJDACS e
SPENGLER, 2019; NOSENGO, 2016; HADERA et al., 2018; SERAFIN e HORNER, 2018).

Outro fato importante € que existe uma taxa relevante de fracasso no desenvolvimento

tradicional de novos farmacos; cerca de 30% deles ndo passam nos testes, ndo podendo ser
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utilizados na clinica (JIN e WONG, 2014). Dessa maneira, 0 reposicionamento garante tempo
e economia de capital (MEHNDIRATTA, et al., 2016). Assim, o redirecionamento pode
oferecer op¢des mais rapidas de tratamento (JIN e WONG, 2014).

Ha varios estudos de drogas redirecionadas que exibiram atividade antimicrobiana.
Entre eles estdo drogas pertencentes a diferentes categorias farmacoldgicas, como anti-
histaminicos, anti-hipertensivos, antipsicoticos e agentes anti-inflamatérios (CHAN et al.,
2017; MUNOZ-BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCIA-RODRIGUES, 2000; PALIT;
MANDAL; MANDAL, 2013; RAMPELOTTO et al., 2018; SERAFIN e HORNER, 2018).
Além disso, os efeitos sinérgicos entre ndo-antibioticos combinados com antibidticos podem
ter muito valor na clinica, pois além de diminuir a dose a ser utilizada, induzindo menor
geracdo de resisténcia (KAUR, 2016; ZHENG, SUN e SIMEONOV, 2018).

A terapia através da combinacdo de farmacos é bem utilizada no tratamento de
doencas infecciosas (GONZALES et al., 2015). Na década de 90 foi desenvolvida a
combinacdo de drogas para a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e hoje
sdo utilizados coquetéis com trés a quatro drogas, sendo que o FDA também aprovou doses
fixas de combinacGes (ABRAMOWICZ, et al., 2015). J& no cenario antimicrobiano, em 2015,
0 FDA aprovou a utilizagdo do avibactam e ceftazidima como combinagéo no tratamento de
infeccbes causadas por bactérias multirresistentes a ceftazidima. (ZHANEL, et al., 2013).
Desde entdo, pesquisadores estudam a combinacédo sinérgica entre um farmaco antibacteriano
padrdo e um medicamento ndo-antibidtico, no combate de microrganismos MDR (SERAFIN
etal., 2020; FOLETTO et al., 2020; FOLETTO et al., 2021; ROSA, 2021).

As combinacdes sinérgicas proporcionam algumas vantagens aos tratamentos. Entre
elas esta a reducdo das concentracdes necessarias de cada farmaco na combinagdo. 1sso
possibilita a aplicacdo clinica de medicamentos que sao insuficientes como unicos ativos nos
tratamentos (CSERMELY, et al., 2005). Essas combina¢fes também sdo eficazes quando
ocorre o efeito sinérgico por diferentes mecanismos de acdo, como por exemplo, a
combinagdo de estreptomicina-penicilina (PLOTZ et al., 1962). Nesse ambito de
antimicrobianos, as combina¢fes podem aumentar o espectro de antibidticos, sendo eficazes
em infecgdes graves, onde o tratamento é critico (ZILBERBERG et al., 2014). Além disso,
elas também podem reduzir o desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos (ZHENG, SUN
e SIMEONOQV, 2018).

Atualmente tanto o redirecionamento e/ou combinacgéo de drogas tornou-se uma opgéo
util para superar o problema da fraca atividade de farmacos quando utilizados

individualmente, como também, no tratamento de infeccOes graves (EJIM, et al., 2011;
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CHAN, et al.,, 2017; ZHENG, et al., 2018). Algumas combina¢des de farmacos ndo-
antibidticos com antibidticos tém demonstrado um aumento da atividade antimicrobiana in
vitro, como por exemplo, nos estudos de Chan e colaboradores (2017) e Munoz-Bellido,
Munoz-Criado e Garcia-Rodrigues (2000), Rampelotto e colaboradores (2018) e Serafin e
colaboradores (2020). Portanto a terapia de combinacdo de drogas com um efeito sinérgico
pode aumentar as taxas de sucesso do reposicionamento de drogas (WEI, 2017).

2.3 DEXAMETASONA

A dexametasona é farmaco da classe dos medicamentos corticoides. Ela é um potente
anti-inflamatoério, imunomodulador e possui propriedades antineoplasicas. Utilizada no
tratamento de varias condi¢cbes como distlrbios dermatol6gicos, gastrointestinais e
hematoldgicos/oncolégicos; algumas doencas infecciosas; transplante de 6rgdo e doenca
renal, respiratéria e reumatolégica. Em alguns casos, como exacerbagdes agudas de asma,
corticoides sdo utilizados de forma oral num curto intervalo de tempo (RICE, J. B., 2017,
ROSEN, 2019; RHEN e CIDLOWSKI, 2005). Na Figura 1 pode-se verificar a estrutura

molecular da dexametasona.

Figura 1 — Estrutura molecular do medicamento dexametasona (nome IUPAC: (8S, 9R, 10S, 11S, 13S, 14S,
16R,17R)-9-fluoro-11,17-dihidroxi-17-(2-hidroxiacetil)-10,13,16-trimetil-6,7,8,11,12,14,15,16-octa-
hidrociclopenta[a]fenantren-3-ona)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Esse farmaco encontra-se comercialmente disponivel na forma oral como comprimido
e elixir, também como solucdo nasal, creme dermatoldgico, colirio e injetavel na forma de
fosfato dissodico de dexametasona. Possui meia vida longa e influencia a distribuicdo de
células sanguineas por meio da inibi¢do da expresséo de citocinas (REMMELTS, et al., 2012;

CROUZET, E, et al., 2018), reduz de maneira drastica o nimero de linfocitos T, eleva de
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maneira acentuada o numero de neutréfilos, além de causar uma reducdo acentuada dos
linfécitos B, células natural killer e mondcitos (DHABHAR, et al., 1996).

No tratamento de processo inflamatorio, age por dois mecanismos, um de acdo lenta
que envolve a difusdo de moléculas de corticosteroides através da membrana celular e ligacao
aos receptores citosolicos GR-a e GR-[3, que transportam o farmaco para o nucleo, onde
ocorre a ligacao assequéncias de acido desoxirribonucleico (DNA) especificas promovendo a
expressdao de RNA mensageiro (MRNA) e sintese subsequente de proteinas anti-inflamatorias
(AL-DAJANI, 2017; AHMEDet al., 2018; ALMEIDA, et al., 2018; TROIANO, G., 2018).
Ela tambem ¢ responsavel por se ligar a receptores de membrana celular, resultando na
formagdo de segundos mensageiros, como adenosina monofosfato ciclica (CAMP) ou proteina
cinases, que inibem a expressdo de fosfolipase-A2 e enzimas COX-2 (KOCER, et al. 2014;
AFKAN, et al. 2018; ROCHA-NETO, 2017).

Atualmente a dexametasona tem sido alvo de estudo para redirecionamento frente a
doencas emergentes como a infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 (VOHRA, 2021) e ja foi
descrita na literatura com propriedades microbicidas frente a fungos e bactérias (NEHER,
2008). Devido a ser comumente usada em conjunto com antibidticos no tratamento de
infeccOes, Neher et al., demonstrou essa atividade bactericida da dexametasona frente a
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Streptococcus milleri através da determinacdo do
tempo de morte desses agentes (NEHER, et al., 2008). Segundo esses autores, é provavel que
esses efeitos tenham contribuido para os resultados positivos dos corticosteroides no
tratamento da otite externa, em estudos anteriores (EMGARD e HELLSTRO, 2005;
EMGARD, P.; HELLSTRO).

O mecanismo de agdo pelo qual ela atua como microbicida ndo foi elucidado,
entretanto acredita-se que o corticosteroide se liga a um alvo especifico assim como outro
antibidtico. A localizacdo desse alvo ndo foi especificada até o momento, mas autores
sugerem que possa ser na parede celular ou membrana citoplasmatica, bem como na
maquinaria de transcricdo e traducdo dos microrganismos (NEHER, et al., 2008). Por esses
motivos e, por possuir grande eficacia como anti-inflamatorio, a dexametasona é considerada

um potencial farmaco para o redirecionamento.

2.4 DICLOFENACO

O diclofenaco é um medicamento da classe dos anti-inflamatorios ndo esteroidais

(AINE) que pertence a classe do &cido fenilacético e tem sua utilizagdo no tratamento da dor
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desde 1970 (ALTMAN et al., 2015). Em 2013, foi considerado por McGettigan e
colaboradores como o AINE mais prescrito no mundo, uma vez que em 2012 nos EUA ele
obteve mais de 10 milhdes de prescricdes (MCGETTIGAN; HENRY, 2013). O diclofenaco
encontra-se disponivel comercialmente como comprimidos revestidos, solucdo topica e
solucdo e pomada oftalmicas, na forma de dois sais, sodio e potéssio, onde o sal de sodio € o
mais prescrito devido & sua maior solubilidade (ALTMAN et al., 2015). Na Figura 2 pode-se

verificar a estrutura molecular do diclofenaco.

Figura 1 - Estrutura molecular do medicamento diclofenaco sédico (nome IUPAC: é&cido 2-[2-
(2,6dicloroanilino)fenil]acético
CH,COO Na’
Cl
NH
Cl

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Igualmente aos outros AINEs, o diclofenaco exerce seus efeitos através da inibigdo da
sintese de prostaglandinas pelo bloqueio da ciclo-oxigenase-1 (COX-1) e ciclo-oxigenase-2
(COX-2). Entretanto ele inibe a enzima COX- 2 com maior poténcia do que COX-1
(ALTMAN et al., 2015). Seus efeitos adversos sdo problemas gastrointestinais, renais,
cardiovasculares, como ataque cardiaco e acidente vascular cerebral (AGUILAR-LIRA, et al.,
2017).

Apesar dos anti-inflamatdrios serem utilizados na clinica para o tratamento da dor e
inflamacdo, na literatura ja existem relatos quanto a outras possiveis atividades bioldgicas,
como a antibacteriana. No estudo de Wang e colaboradores, a aspirina demonstrou atividade
antibacteriana, frente a cepas de Klebsiella pneumonieae e Helicobacter pylori e, ainda, foi
capaz de melhorar a susceptibilidade de cepas de H. pylori frente aos antimicrobianos
(WANG, 2003). O celecoxibe também aumentou significativamente a suscetibilidade de
antibioticos frente a bactérias quando utilizado junto a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol e
ciprofloxacino, e teve efeito inibidor significativo frente a cepas de Staphylococcus aureus
(YIN, et al. 2014). Entretanto, sdo limitados os estudos que esclarecem o mecanismo pelo
qual se da essa acao antimicrobiana dos AINES. Em 2014, um estudo sugeriu que a atividade

antibacteriana do carprofeno, responsavel por inibir o crescimento de Escherichia coli, foi
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através da ligacdo da sua molécula ao DNA da polimerase Il b. Com a alteragdo na
subunidade, ele inibiu a replicacdo e reparo do DNA dessa cepa (CHAN, 2017).

O diclofenaco também ja teve sua atividade antibacteriana investigada na literatura.
Mazumdar e colaboradores (2009) sugerem que ele foi eficiente in vitro contra Escherichia
coli, Listeria monocytogenes e Mycobacterium spp.. Os autores demonstraram sua atividade
antibacteriana contra cepas de Escherichia coli hospitalares a partir de 5 pg/mL
(MAZUMDAR, et al., 2009).

Contra outras doencas o diclofenacoobteve sucesso quando administrado na dose
maxima permitida em humanos, sendo avaliado contra listeriose murina, tuberculose e
salmonelose, nos estudos de Dutta e colaboradores (2008), onde a dose de 50 pg/mL
apresentou efeito inibitorio e o efeito bactericida em Listeria monocytogenes foi observado na
dose de 100 pg/mL (DUTTA, et al., 2008).

Sobre a concentracdo do diclofenaco para o efeito antibacteriano, existem divergéncias
entre os estudos in vitro disponiveis na literatura. O mesmo ja apresentou inibi¢do frente a
cerca de 397 cepas bacterianas, na concentracdo de 50-100 pg/mL (ANNADURALI, et al.,
1998). Posteriormente, Padma e Yalavarthy (2015) relataram inibicdo frente a cepas de
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi em
concentragdes menores, 25 pug/mL.

Também ja foi sugerido que esse farmaco fosse usado em conjunto com
antimicrobianos como amoxicilina e gentamicina, por Salem et al. (2013), frente a cepas de
Enterococcus faecalis. Além disso, outro estudo demonstrou efeito antibacteriano
significativo em sinergismo com aminoglicosideos, tanto in vitro quanto in vivo
(ANNADURAI, et al., 2002). Assim sdo esperados novos estudos e futuras aplicagdes

médicas que avaliem o diclofenaco como um candidato para tratar infeccdes bacterianas.

3 PUBLICACAO CIENTIFICA

3.1 MANUSCRITO

O manuscrito foi submetido ao “World Journal of Microbiology and Biotechnology”,
classificado de acordo com o Qualis Capes como periddico B2.
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Avaliacdo da atividade antibacteriana de dexametasona e diclofenaco sédico e efeito
sinérgico com antibioticos frente a isolados clinicos de Enterococcus spp.

Resumo

Enterococcus spp., sdo bactérias comumente envolvidas em infeccdes no ambiente hospitalar
devido a sua multirresisténcia aos agentes antimicrobianos, sendo envolvidas com altos
indices de morbimortalidade. O reduzido arsenal de antibidticos eficazes no tratamento desse
microrganismo tem impulsionado a pesquisa por métodos alternativos. O reposicionamento
de farmacos apresentou-se como uma alternativa promissora na descoberta de medicamentos
efetivos frente a este tipo de infec¢des bacterianas, devido a suas caracteristicas de rapidez de
desenvolvimento e pequenos custos, comparado ao método tradicional de desenvolvimento de
farmacos. O objetivo desse estudo foi investigar a atividade antibacteriana dos anti-
inflamatdrios dexametasona e diclofenaco sodico injetaveis determinando a concentracdo
inibitéria minima (CIM) frente a cepas bacterianas padrdo de referéncia American Type
Culture Collection e isolados clinicos de Enterococcus spp. e sua interacdo sinérgica com 0s
antibacterianos 4&cido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina utilizando o método
checkerboard e a determinacdo do indice de concentracdo inibitoria fracionada (FICI).
Isoladamente, tanto a dexametasona como o diclofenaco apresentaram valores de CIM
menores do que o antimicrobiano acido nalidixico. Ciprofloxacino e vancomicina sozinhos
apresentaram menor valor de CIM que os medicamentos testes. A combinacdo dos
medicamentos testes com os antibioticos, frente a quase todas as cepas bacterianas testadas
evidenciaram  sinergia pelo célculo do FICI. A combinacdo de dexametasona e/ou
diclofenaco reduziu em até 64 vezes a concentracdo de CIM do &cido nalidixico e
vancomicina e com ciprofloxacino sua concentragdo foi reduzida em até 128 vezes. Os
resultados obtidos nesse estudo da sinergia dos dois anti-inflamatérios em sua forma injetavel
com os trés antibioticos permitem sugerir estas combinacGes de medicamentos como
alternativa promissora para o tratamento de infeccGes graves de Enterococcus spp em
pacientes hospitalizados nas unidades criticas ., e sua indicagdo como farmacos candidatos a
reposicionamento.

Keywords: Atividade antibacteriana; Reposicionamento; Dexametasona; Diclofenaco;
Sinergismo
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Introducéo

O descobrimento dos antibacterianos trouxe para a medicina uma nova perspectiva a
salde, possibilitando o tratamento de doencas infecciosas (O'Connell et al. 2013). Embora
impactante, essa classe de medicamentos demonstrou ser altamente suscetivel a perda da
eficacia devido ao surgimento das bactérias resistentes a maltiplas drogas (MDR), as quais
constituem desafio para os clinicos e instituicdes de saude (Laxminaravan et al. 2013; Santos
et al. 2016).

O aumento dos microrganismos MDR levou a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS)
a classificar os patdogenos em niveis de prioridade para o desenvolvimento de novos
antibidticos. Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina (VRE) foram considerados
agentes de prioridade alta (WHO, 2017).

Enterococcus sdo bactérias Gram-positivas, patdégenos oportunistas comuns em
infeccBes hospitalares. As espécies mais envolvidas em infec¢bes em humano séo E. faecalis
e Enterococcus faecium (Taskeen et al. 2018). Esse género ocupa a terceira posicdo em
infeccdes nosocomiais, causando 14% das infec¢des hospitalares relacionadas a assisténcia a
(IRAS) nos Estados Unidos. Dos E. faecium isolados em hospitais, 80% séo resistentes a
vancomicina (VRE) (Weiner 2016). Nas duas ultimas décadas, as infecgdes atribuidas ao
VRE tornaram-se mais alarmantes em raz&o da sua alta taxa de mortalidade (Beganovic et al.
2018; Taskeen et al. 2018). Devido ao tratamento limitado que se encontra disponivel para o
combate das infec¢bes ocasionadas por esses organismos, hd necessidade urgente de novas
estratégias para combaté-los.

Simultaneamente a esse cenario, a industria farmacéutica ndo tem demonstrado
interesse no desenvolvimento de novas drogas antibacterianas. Uma explica¢do disso sdo o
tempo e valores onerosos necessarios, além das dificuldades frente aos rigidos padrdes para a
sua aprovacdo exigidos pelas instituicdes reguladoras (Spellberg et al. 2016;
MoreheadandScarbrough 2018). Somado a isso estdo as baixas taxas de sucessos (cerca de
2,01%) no desenvolvimento dos antimicrobianos. Esses fatores desencorajadores fazem com
gue muitas delas diminuam, cada vez mais seus investimentos em pesquisas de novos
antibidticos, fato este intensificado desde o inicio dos anos 2000 (Yeu et al. 2015).

Esse fato desencadeou a busca por métodos alternativos. O reposicionamento de
farmacos, reutilizacdo ou resgate de medicamentos ja aprovados e em uso clinico para o
tratamento das infecgdes bacterianas surgiu como método promissor pois medicamentos néo
antibioticos apresentavam atividade similar aos antibioticos, e passavam a ter uma nova
indicacdo de uso terapéutico diferente da sua de origem (Ashburnand Thor 2004;
SerafinandHorner 2018; Gelosa et al. 2020; Rastelli et al. 2020). O reposicionamento também
minimiza a realizacdo dos ensaios clinicos uma vez que esses medicamentos ja foram testados
em humanos e dados detalhados sobre sua farmacologia, farmacodindmica, formulacéo e dose
estdo disponiveis na literatura (Ashburnand Thor 2004).

Utilizando este método é possivel disponibilizar um medicamento reposicionado para
0 uso na clinica dentro de 3 a 12 anos com um custo estimado de US$ 40 a 80 milhdes
enquanto o método tradicional pode custar US$ 2 a 3 bilhGes dedicando de 13 a 15 anos na
pesquisa de um novo medicamento (Yella et al. 2018). Atualmente, o reposicionamento é



23

considerado um método alternativo para a rapida identificacdo de novos agentes terapéuticos
para o tratamento de infecgdes por bactérias MDR, outras doencas infecciosas e virais
emergentes, como a COVID-19 (Zheng et al. 2018).

Muitos medicamentos tém sido alvo na pesquisa para o0 reposicionamento. Farmacos
de diferentes categorias demonstraram atividade antibacteriana, entre elas anti-histaminicos,
anti-hipertensivos, antipsicéticos e agentes anti-inflamatorios (Chan et al. 2017; Mandal et al.,
2010; Rampelotto et al. 2018). O diclofenaco € um medicamento da classe dos anti-
inflamatdrios ndo esteroides (AINES), utilizado na clinica para uma variedade de doencas
pois possui propriedades de reduzir a inflamagédo, dor e febre. Estudos atuais relatam sua
potencialidade no redirecionamento pelo seu efeito sinérgico com antibi6ticos (Chan et al.
2017; Yin et al. 2014).

Os corticoides sdo outra classe de medicamentos anti-inflamatdrios utilizada para
diversas doengas, entre elas, algumas doencas infecciosas (Rosen, 2019). Dentro desses, a
dexametasona € um farmaco que tem sido alvo de estudo para o redirecionamento de doencas
emergentes como a infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 (Vohra, 2021) e ja foi descrita na
literatura com propriedades microbicidas frente a fungos e bactérias (Neher, 2008).

Este estudo avaliou a atividade antibacteriana in vitro dos medicamentos injetaveis
dexametasona e diclofenaco sodico isoladamente e em combinacdo com os antibacterianos
acido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina como candidatos ao reposicionamento. Os
medicamentos foram avaliados frente a duas cepas padrdo da American Type Culture
Collection (ATCC) e 34 isolados clinicos MDR de E. faecium e E. faecalis. O método da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi utilizado para a avaliacdo da
atividade antibacteriana e na investigacdo do potencial sinérgico foram utilizados o de
método Checkerboard e a determinacdo dos indices de concentracdo inibitoria fracionada
(FICI) dos medicamentos.

Materiais e métodos

Medicamentos usados

Para a obtencdo da solucdo estoque foram utilizadas solucBes injetaveis de
dexametasona (Inddstria Quimico Farmacéutica Farmace, Barbalha, CE, Brasil) e diclofenaco
sodico (Unido Quimica Farmacéutica Nacional SA, Sdo Paulo, SP, Brasil) diluidas em agua
ultrapura estéril na concentragdo de 2048 pg mL™ e 8192 pg mL™, respectivamente. A
solucgéo estoque do antibacteriano acido nalidixico (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) foi
realizada através da dissolu¢do com hidroxido de sodio 1molar até a concentragédo de 8192 pg
mL?, ciprofloxacino (Cimed Industria de medicines Ltda, Pouso Alegre, MG, Brazil) em
metanol obtendo concentragio de 2048 pg mL™ e vancomicina (Teuto Brasileiro S/A,
Anépolis /GO/BR) dissolvida em agua ultrapura estéril na concentragio de 2048 pug mL™.

Avaliagéo da atividade antibacteriana
Cepas bacterianas

A avaliagéo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente duas cepas padrdo
ATCC e 34 isolados clinicos de Enterococcus spp., resistentes a vancomicina, os quais foram
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isolados de pacientes de um hospital universitério, coletados no periodo de janeiro de 2019 a
janeiro de 2020. As duas cepas padrdo ATCC testadas foram E. faecalis ATCC 29212
(sensivel a vancomicina) e E. faecalis ATCC 51299 (resistente a vancomicina). Os 34
isolados clinicos MDR foram identificados usando um sistema automatizado Vitek® 2 (Bio
Mérieux, Marcyl'Etoile, Franca) e incluem uma cepa de E. faecalis e 33 de E. faecium. Na
tabelal, ilustramos o perfil de resisténcia antibacteriana das cepas padrdo ATCC e dos
isolados clinicos MDR utilizados nesse estudo.

O critério de inclusdo para isolados clinicos foi resisténcia a um ou mais
antimicrobianos pertencentes a trés ou mais categorias testadas, caracterizando-as como cepas
MDR (Mulani et al. 2019). Todas as cepas padrdo ATCC e isolados clinicos MDR foram
armazenados em Tryptic Soy Broth (TSB) contendo 15% de glicerol a -70°C.

Determinacgdo da concentracéo inibitéria minima (MIC)

A determinacdo da CIM foi realizada utilizando 0 método de microdiluicdo em caldo,
baseado nos documentos M100-S26 do Clinicaland Laboratory Standards Institute (CLSI)
(CLSI, 2012) e ISO 20776-1:2019 (ISO/TC 212, 2019). Para a analise do crescimento
bacteriano, o indculo foi preparado em solucdo salina estéril, com concentracdo da suspensdo
bacteriana de acordo com a escala McFarland 0,5, ou seja, 1,5x108 unidades formadoras de
colénias/mL (UFC/mL). Em microplacas de 96 pocos contendo caldo Mueller Hinton, os
medicamentos (concentragdes variaram de 1 a 4096 pg mL™) e indculo bacteriano foram
incubados em triplicata a 352 °C por 24 h. Apés a incubacdo, a CIM foi determinada por
leitura visual, como a menor concentracdo onde ndo houve crescimento bacteriano visivel.
Para controle e comparacdo, foi determinada a CIM do &cido nalidixico, ciprofloxacino e
vancomicina.

Determinacdo da interacdo pelo método Checkerboard

Para a determinagdo da interacdo dos medicamentos dexametasona e diclofenaco
sodico em combinacdo com acido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina foi utilizado o
método de checker board (Lorian, 1986). Cada medicamento (dexametasona e diclofenaco
sodico) foi testado com cada um dos antimicrobianos por vez. Para isso, foram preparadas
solucdes subinibitdrias dos medicamentos testes e antimicrobianos a partir dos valores obtidos
na CIM. Assim, primeiro 100 pL de meio Mueller Hinton foram adicionados a cada orificio
da microplaca estéril de 96 pogos com fundo em forma de U e mais 50 pL do mesmo meio
nos pocos da primeira coluna da placa. Apos foi adicionado nos primeiros pocos verticais
(colunas) da placa 50 pL da concentracdo estoque de um dos trés medicamentos
antimicrobianos, que foram diluidos 7 vezes de forma decrescente. Quando terminada as
diluicbes dos antimicrobiano, nos pogos horizontais foram adicionadas 7 dilui¢cbes dos
medicamentos dexametasona e diclofenaco sodico preparadas anteriormente com diferentes
concentragdes que variaram de 0,5 a 16 pg mL™ e 1 a 64 pg mL™, respectivamente. Por
ultimo, a cada orificio foram adicionados 50 pl do indculo bacteriano. As placas foram
incubadas a 35+ 2 °C por 24h e posteriormente foi realizada a leitura visual. A CIM da
combinagdo foi determinada como a menor concentragdo dos dois medicamentos em
combinagdo (medicamento teste e antimicrobiano) capaz de inibir o crescimento do
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microrganismo). Essa concentracdo foi utilizada para calcular o indice de concentracdo
inibitoria fracionada (FICI).

Determinagéo do FICI

A andlise da interacdo dos medicamentos dexametasona/acido nalidixico,
dexametasona/ciprofloxacino,  dexametasona/vancomicina,  diclofenaco  sodico/acido
nalidixico, diclofenaco sodico/ciprofloxacino e diclofenaco sédico/vancomicina, foi analisada
através do calculo do indice de concentracdo inibitdria fracionada (FICI) a partir da formula
apresentada a seguir. Foi utilizada a seguinte interpretacdo: "sinérgico" (FICI<0,5), "sem
interagdo" (FICI> 0,5 e < 4,0) e "antag6nico" (FIC1>4,0) (Odds, 2003; Konaté et al. 2012).

FICI do agente A = CIM do agente A em combinacéo

CIM do agente A sozinho

FICI do agente B = CIM do agente B em combinacgéo

CIM do agente B sozinho

YFICI=FICI do agente A + FICI do agente B

Conceitos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), sendo registrado sob o numero050859. O registro no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e Conhecimentos Tradicionais
Associados (SisGen) foi registrado sob o nimero AE78E18—UFSM.

Resultados

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados de MIC obtidos para o antibidtico acido
nalidixico e o0s medicamentos dexametasona e diclofenaco sodico separadamente.
Isoladamente o acido nalidixico apresentou valores de MIC que variaram na faixa de 32 a
2048 pg mL? para os 33 isolados clinicos MDR de Enterococcus e valor de MIC=2048 pg
mL? para E. faecalis ATCC 51299 e MIC=4096 pg mL™ para E. faecalis ATCC 29212.
Tanto a dexametasona quanto o diclofenaco apresentaram MIC=256 a 1024 ug mL™ para os
isolados MDR. Para as cepas ATCC E. faecalis 51299 e E. faecalis 29212, a dexametasona
apresentou os valores de MIC=512 pg mL™ e 1024 ug mL™ respectivamente e o diclofenaco
apresentou MIC=2048 pg mL™ para ambas.

Os medicamentos testes apresentaram valores de MIC para as cepas MDR menores se
comparado com o acido nalidixico que obteve concentracdo inibitdria igual ou maior que
1024 ng mL™ (16 cepas MIC=1024 pg mL e 14 cepas MIC=2048 pg mL?). A dexametasona
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exibiu MIC=512 pg mL™* para a maior parte das cepas (20 cepas) assim como o diclofenaco
(19 cepas). A dexametasona também apresentou atividade antibacteriana mais significativa
que esse antibiotico frente as duas cepas padrdo ATCC.

Ainda na tabela 2, apresentamos os resultados obtidos de MIC quando testados o
antibidtico em combinacdo com a dexametasona e diclofenaco assim como o calculo do FICI,
demonstrando haver interacdo entre os medicamentos. Quando analisada a combinacdo de
acido nalidixico com dexametasona foi possivel observar uma reducdo significativa na MIC
do antibidtico de até 64 vezes e para a dexametasona em até 2048 vezes em comparacao
quando utilizada sozinha, onde o MIC chegou a concentragio de 0,5 pg mL™. Essa interagdo
foi evidenciada pelo célculo do FICI, onde frente as 33 cepas MDR e as duas cepas ATCC a
combinacéo foi sinérgica, sendo que somente para uma cepa foi considerado sem interacdo. A
combinacdo de acido nalidixico e diclofenaco também apresentou reducdo de até 64 vezes do
valor de MIC do antibiético e 0 MIC do diclofenaco chegou a até 1 pg mL™?, reduzindo em até
1024 vezes a concentracdao da MIC. O célculo do FICI demonstrou que essa combinagédo é
menos efetiva se comparada a dexametasona, uma vez que apresentou sinergia frente a 31
cepas MDR, uma combinacdo antagbnica (FICI=4,00195) e duas combinacBes que ndo
obteve interacdo (FICI1=0,50391 e FICI=1,00195). Frente as duas cepas ATCC a interacao foi
sinérgica.

A tabela 3 apresenta a MIC do antibidtico ciprofloxacino e dos medicamentos
dexametasona e diclofenaco, assim como os valores de MIC para a combinagdo dos
medicamentos com antibiotico e a interacdo pelo resultado do calculo do FICI. O antibidtico
ciprofloxacino sozinho teve valores de MIC=32 a 1024 pg mL? frente as cepas de
Enterococcus MDR e MIC=256 ug mL™* para E. faecalis ATCC 51299 (VRE) e 1 ug mL*
para E. faecalis ATCC 29212. Quando combinado com dexametasona e diclofenaco, o
antibiético mostrou reducdo maxima de 128 vezes no valor de MIC obtendo concentracdo de
até 2 ug mL? frente a cepa E. faecalis ATCC 51299, enquanto a dexametasona reduziu em
até 2048 vezes e o diclofenaco em até 1024 vezes.

Pelo célculo do FICI a combinacéo ciprofloxacino/dexametasona foi sinérgica frente a
32 cepas de Enterococcus MDR e uma cepa de ATCC (E. faecalis ATCC 51299), ndo houve
interacdo frente a trés cepas MDR e no E. faecalis ATCC 29212houve interacdo antagonica.
Como ja comentado, a dexametasona sozinha frente a 21 cepas obteve MIC =512 pg mL?, 14
cepas MIC=1024 ug mL™ e uma cepa MIC=256 pg mL™* tanto para as MDR assim como
ATCC, demonstrando que sua atividade antibacteriana mais significativa seria por meio da
combinagdo com ciprofloxacino. Esse mesmo resultado foi observado para o diclofenaco, que
sozinho obteve valores altos de CIM, mas quando em combinagdo com o ciprofloxacino
tiveram interagOes sinérgicas frente a 33 cepas MDR e E. faecalis ATCC 51299, uma cepa
MDR ndo obteve interacdo e para E. faecalis ATCC 29212 foi considerado antagonico.

A tabela 4 encontram-se os resultados da MIC da vancomicina, dexametasona e
diclofenaco, a combinacgéo dessas drogas e o valor de FICI. A vancomicina apresentou valores
de MIC de 128 a 1024 pg mL™* frente as cepas de Enterococcus facium e faecalis, todos
resistentes a vancomicina, o que explica os valores altos de MIC. Quando testado em
combinacdo com dexametasona e diclofenaco, reduziu os valores da MIC em até 64 vezes
frente aos isolados clinicos MDR, enquanto para cepa padrdo ATCC Enterococcus faecalis
29212 resistente a vancomicina ndo obteve reducdo. Os medicamentos dexametasona e
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diclofenaco apresentaram reducdo de até 2048 vezes. A cepa padréo resistente & vancomicina
(Enterococcusfaecalis 29212), pelo célculo do FICI demonstrou ter interacdo antagdnica
quando utilizada em conjunto com ambos os medicamentos, dexametasona e diclofenaco. A
cepa E. faecalis ATCC 51299 sensivel a vancomicina, foi considerado sinérgica somente na
combinacdo com dexametasona/vancomicina, ja na combinacdo com o diclofenaco
apresentou antagonismo. Frente as 34 cepas de isolados clinicos de Enterococcus resistentes a
vancomicina ambas as combinac6es foram consideradas sinérgicas pelo célculo do FICI.

Discussao

J& é bem consolidado que pacientes com infecgdes bacterianas sofrem de sintomas
como dor e febre, e por isso é recomendado o uso de antibidticos, assim como antipiréticos e
analgesicos. Dessa forma, medicamentos com acdo anti-inflamatoria sdo comumente
administrados em conjunto com a terapia antimicrobiana (El-Sayed et al. 2020).

A dexametasona injetavel apresentou resultados promissores frente as bactérias Gram-
positivas E. faecium e E. faecalis. Neher et al. relataram sua atividade bactericida frente a
outra Gram-positiva o Streptococcus milleri, e os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
fumigatus através da determinacdo do tempo de morte desses agentes (Neher et al. 2008).
Outro estudo relata ser esta atividade dos medicamentos pertencentes a mesma classe que a
dexametasona (corticoides) frente a otite externa (Emgard et al. 2005).

A dexametasona apresentou valor de MIC menor que o antibidtico acido nalidixico. A
combinacdo de dexametasona com o0s trés antibioticos testados, acido nalidixico,
ciprofloxacino e vancomicina, foram promissoras pois reduziram consideravelmente a
concentracdo dos antibiéticos e do proprio medicamento.

Nédo foram efetuados ensaios para elucidacdo do mecanismo de acdo da atividade
antibacteriana pela qual a dexametasona age. Podemos atribuir essa a¢do seja devida a sua
ligacdo a um alvo especifico, assim como ocorre os demais antibidticos. A localizagdo desse
alvo ndo foi especificada até 0 momento, mas Neher e colaboradores sugeriram que possa ser
na parede celular ou membrana citoplasmatica, ou na transcricdio e traducdo dos
microrganismos (Neher et al. 2008). Essa hipdtese é viavel uma vez que estes medicamentos
tém a capacidade de interagir com diferentes alvos, os quais conferem novas aplicacGes
farmacéuticas (Vogt and Mestres 2010; Gelosa et al. 2020).

Referente a atividade antibacteriana do anti-inflamatério diclofenaco de sédio injetavel
frente as bactérias Gram-positivas, Salem Milani e colaboradores (2013) demonstraram que 0
diclofenaco apresentou atividade antibacteriana frente a E. faecalis. Entretanto seus
resultados diferem do nosso no valor de MIC, uma vez que frente as 10 cepas de E. faecalis
apresentou MIC de 50 pug mL™t (Salem et al. 2013). Também esta citada sua agéo
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes
(Riordan 2011; Mazumdar et al. 2009). Outro estudo descreve sua atividade frente as
seguintes bactérias Gram-negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
typhi (PadmaandYalavarthy 2015; Mazumdar et al. 2009).

Zhang e colaboradores (2021) descreveram que em doses consideradas altas o
diclofenaco foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Segundo esses pesquisadores ele ndo induz mutacdes a drogas com respeito a
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resisténcia aos antimicrobianos, ap6s passagem continua. J& em baixas doses, 0 medicamento
poderia ressensibilizar as bactérias aos f — lactamicos e inibir a formacéo de biofilme, o que
ajuda a contornar a resisténcia aos medicamentos e melhorar a eficacia antibacteriana dos
antibidticos convencionais (Zhang et al. 2021).

Além da atividade promissora do diclofenaco sozinho, sua combinacdo com o0s
antibidticos testados nesse estudo, apresentou sinergismo com concentra¢fes menores. Ja em
2002, um estudo demonstrou efeito antibacteriano significativo com sinergismo adicionado
aos aminoglicosideos, tanto in vitro quanto in vivo (Annadurai, et al., 2002). Mais tarde, Dutta
e colaboradores (2007) também relataram o sinergismo de diclofenaco com outras drogas
antimicobacterianas como a estreptomicina (Dutta, et al., 2007). Em 2020, Mohammed
utilizou diclofenaco 4 mg/ml em combinagéo com ciprofloxacino e levofloxacino frente a
cepas de Acinetobacter baumannii e obteve interacdo sinérgica onde o diclofenaco apresentou
suscetibilidade com A. baumannii resistentes a maltiplas drogas (Mohammed et al. 2020).

Devido a utilizacdo comumente dos AINES juntamente com antimicrobianos, alguns
mecanismos sdo sugeridos na literatura como alteracdo da hidrofobicidade na superficie dos
patogenos, alterando a expressdo do fator de viruléncia, influenciando na producdo de
biofilme, afetando a motilidade e o metabolismo, interagindo com o transporte e assim
conferindo suscetibilidade (Pino-Otin 2017; Oliveira et al. 2019; Mandell et al. 2002; El-
Mowafy et al. 2014; Wang et al. 2003; Varma et al. 2019).

A combinagdo de drogas tem sido utilizada frequentemente utilizada e recomendada
no tratamento de algumas doencas, entre elas as doencas infecciosas por apresentar vantagens
sobre a monoterapia, como por exemplo, 0 aumento do espectro de antibidticos abrangendo
um maior nimero de patdgenos e a reducdo no desenvolvimento da resisténcia bacteriana
(Vazquez-Grande and Kumar 2015; Levin, 2002; Mahamate, et al., 2007; Aldeyab et al.
2008). Como constatamos nesse estudo, as combinacgdes de dois medicamentos podem levar a
um efeito sinérgico, pela unido de diferentes mecanismos de acao.

Devido as vantagens ja descritas, o reposicionamento de farmacos correspondeu a um
terco das aprovagdes de “novos medicamentos” na Ultima década (Bellera, 2020).
Historicamente a indUstria farmacéutica ndo tem interesse em reposicionar medicamentos
antigos sem patente. Entretanto, esse método de reposicionamento para o tratamento de
doencas infecciosas ja tem se beneficiado do apoio financeiro de governos e fundacées, bem
como das colaboragfes entre instituicdes académicas (Zheng et al. 2018). Essa alternativa
gera atualmente cerca de 25% do rendimento anual da industria farmacéutica, uma vez que
esse processo recebe ja recebeu aprovacao pelas agéncias reguladoras, como a Food and Drug
Administration e Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) o que ndo ocorre com 0 uso off
label (Naylor et al 2015; Jin and Wong 2014).

Os resultados obtidos nesse estudo ratificam a atividade antibacteriana promissora da
dexametasona e diclofenaco injetaveis frente a isolados clinicos de Enterococus spp. MDR e
com vantagem quando utilizado em combinacdo com os antibidticos acido nalidixico,
ciprofloxacino e vancomicina devido ao sinergismo constatado.
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Tabela 1- Caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos (método de automacdo VITEK ®) dos isolados clinicos coletados em janeiro de 2019 a janeiro de
2020 e cepas padrdo utilizadas neste estudo

Cepas Origem clinica Antibiético sensivel Antibiotico resistente Identificagéo de fendtipos
Enterococcus faecalis 1 Tecido Amp, Lzd, Dap, Tgc, Nit Gen, Str, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 2 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Clin, Tec, Van, Sxt Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 3 Tecido Amp, Lzd, Dap, Tgc, Nit Gen, Str, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 4 Swab retal Lzd, Tgc Amp, Gen, Str, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 5 Urina Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 6 Swab retal Str, Lzd, Tgc Amp, Gen, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 7 Fluido de secrecédo Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 8 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 9 Fezes Gen, Str, Lzd, Tgc, Nit Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 10 Sangue Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 11 Biopsia de membro Str, Lzd, Tgc Amp, Gen, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
inferior
Enterococcus faecium 12 Urina Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Clin, Tec, Van, Sxt Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 13 Urina Gen, Str, Lzd, Tgc, Nit Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 14 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 15 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 16 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 17 Swab retal Str, Lzd, Tgc Amp, Gen, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 18 Liquido abdominal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 19 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 20 Urina Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 21 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 22 Urina Gen, Lzd, Tgc Amp, Str, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 23 Urina Str, Lzd, Tgc Amp, Gen, Lvx, Ery, Tec, Van, Nit Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 24 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 25 Urina Gen, Lzd, Tgc Amp, Str, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 26 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 27 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 28 Urina Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 29 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van, Nit Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 30 Fezes Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 31 Urina Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 32 Urina Str, Lzd, Tgc Amp, Gen, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 33 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lvx, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecium 34 Swab retal Gen, Str, Lzd, Tgc Amp, Lxt, Ery, Tec, Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecalis ATCC 51299 Fluido peritonial - Van Resisténcia ao glicopeptideo Van A
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Urina - Nenhuma -

Ampicilina; Clin- clindamicina; Dap-daptomicina; eritromicina; Gengentamicina; Lzd-linezolida; Lvx- levofloxacina; Nit- nitrofurantoina; Estreptomicing;

Sxt-trimetoprim-sulfametoxazol; Tecicoplanina; Tgc-tigeciclina; Van- vancomicin
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Tabela 2 Resultados da concentracdo inibitdria minima (CIM) de &cido nalidixico, dexametasona e diclofenaco sozinhos, CIM da combinacdo (teste
checkboard) entre &cido nalidixico/dexametasona e acido nalidixico/diclofenaco frente a isolados clinicos multirresistentes (MDR) e cepas ATCC, indice de
concentracdo inibitéria fracionada (FICI) e interacdo

CIM da

Cepas CIM do écido dexametasona Combinacéo FICI e interacio CIM do diclofenaco Combinacéo FICI & interado
nalidixico (NA) (DX) DX/NA (bC) DC/NA

E. faecalis 1 1024 1024 1/256 0,25(S) 1024 2/128 0,12(S)
E. faecium 2 256 512 4/64 0,26(S) 512 8/64 0,26(S)
E. faecium 3 2048 512 0,5/64 0,03(S) 512 1/128 0,06(S)
E. faecium 4 1024 512 0,5/64 0,06(S) 512 1/16 0,02(S)
E. faecium 5 2048 512 1/64 0,03(S) 512 2/64 0,03(S)
E. faecium 6 2048 1024 0,5/128 0,06(S) 1024 1/64 0,03(S)
E. faecium 7 256 512 1/16 0,06(S) 512 2/128 0,51(NI)
E. faecium 8 2048 1024 2/128 0,06(S) 1024 1/256 0,12(S)
E. faecium 9 1024 256 4/64 0,08(S) 256 8/64 0,10(S)
E. faecium 10 1024 1024 0,5/32 0,03(S) 1024 1/128 0,12(S)
E. faecium 11 1024 512 0,5/16 0,01(S) 512 1/16 0,02(S)
E. faecium 12 1024 512 0,5/64 0,06(S) 512 1/64 0,06(S)
E. faecium 13 32 512 0,5/32 1,01 (1) 512 1/128 4,01(A)
E. faecium 14 1024 512 0,5/64 0,06(S) 512 1/128 0,12(S)
E. faecium 15 2048 512 0,5/32 0,01(S) 512 1/64 0,03(S)
E. faecium 16 2048 512 0,5/256 0,12(S) 512 1/128 0,06(S)
E. faecium 17 128 512 0,5/128 1,01(NI) 512 1/128 1,01(NI)
E. faecium 18 256 1024 0,5/16 0,06(S) 1024 1/64 0,25(S)
E. faecium 19 1024 512 0,5/128 0,12(S) 512 1/32 0,03(S)
E. faecium 20 1024 512 0,5/128 0,12(S) 512 1/128 0,12(S)
E. faecium 21 2048 512 0,5/256 0,12(S) 512 1/128 0,06(S)
E. faecium 22 1024 1024 0,5/128 0,12(S) 1024 1/128 0,12(S)
E. faecium 23 1024 1024 0,5/128 0,12(S) 1024 1/128 0,12(S)
E. faecium 24 2048 1024 0,5/128 0,06(S) 1024 1/128 0,06(S)
E. faecium 25 1024 1024 0,5/256 0,25(S) 1024 1/128 0,12(S)
E. faecium 26 1024 1024 0,5/256 0,25(S) 1024 1/128 0,12(S)
E. faecium 27 2048 1024 0,5/32 0,02(S) 1024 1/128 0,06(S)
E. faecium 28 1024 512 0,5/32 0,03(S) 512 1/16 0,02(S)
E. faecium 29 2048 512 0,5/256 0,12(S) 512 1/256 0,12(S)
E. faecium 30 2048 512 0,5/256 0,12(S) 512 1/256 0,12(S)
E. faecium 31 2048 512 0,5/256 0,12(S) 512 1/256 0,12(S)
E. faecium 32 2048 512 0,5/256 0,12(S) 512 1/256 0,12(S)



E. faecium 33 1024 1024
E. faecium 34 1024 1024
E.faecalis ATCC 51299 2048 512
E. faecalis ATCC 29212 4096 1024

0,5/128
0,5/16
4/256
0,5/256

0,12(S)
0,01(S)
0,13(S)
0,06(S)

1024
1024
2048
2048

1/64
1/64
8/128
1/256
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0,06(S)
0,06(S)
0,07(S)
0,06(S)

A interagdo pode ser interpretada como sinérgica (S) (FICI < 0,5), sem interacdo (NI) (FICI > 0,5 e < 4,0) e antagdnica (A) (FICI > 4,0). As CIM sdo

expressas em pg mL—1

Tabela 3 Resultados da concentragdo inibitéria minima (CIM) de ciprofloxacino, dexametasona e diclofenaco sozinhos, CIM da combinacdo (teste
checkboard) entre ciprofloxacino/dexametasona e ciprofloxacino/diclofenaco frente a isolados clinicos multirresistentes (MDR) e cepas ATCC, indice de

concentracao inibitéria fracionada (FICI) e interacdo

Cepas CIM ciprofloxacino d . CIM Combinaggo o CIM diclofenaco Combinagéo FICI e interaca

(CIP) exame ezsg)n(i DX/CIP e interacio (DC) DC/CIP e interacio

E. faecalis 1 256 1024 1/4 0,02(S) 1024 2/16 0,06(S)
E. faecium 2 128 512 4/32 0,26(S) 512 8/32 0,26(S)
E. faecium 3 64 512 0,5/16 0,25(S) 512 1/16 0,25(S)
E. faecium 4 256 512 0,5/16 0,06(S) 512 18 0,03(S)
E. faecium 5 512 512 1/16 0,03(S) 512 16/8 0,05(S)
E. faecium 6 512 1024 0,5/16 0,03(S) 1024 1/32 0,06(S)
E. faecium 7 256 512 U8 0,03(S) 512 2/16 0,07(S)
E. faecium 8 256 1024 16/32 0,14(S) 1024 2/16 0,06(S)
E. faecium 9 256 256 4132 0,14(S) 256 8/32 0,16(S)
E. faecium 10 1024 1024 0,5/16 0,02(S) 1024 1/32 0,03(S)
E. faecium 11 256 512 0,5/16 0,06(S) 512 2/16 0,07(S)
E. faecium 12 64 512 0,5/32 0,51(NI) 512 1/32 0,51(NI)
E. faecium 13 32 512 0,5/4 0,51(NI) 512 14 0,13(S)
E. faecium 14 128 512 0,5/16 0,13(S) 512 1/16 0,13(S)
E. faecium 15 64 512 0,5/16 0,25(S) 512 1/16 0,25(S)
E. faecium 16 64 512 0,5/16 0,25(S) 512 1/8 0,13(S)
E. faecium 17 128 512 0,5/16 0,06(S) 512 1/8 0,06(S)
E. faecium 18 256 1024 0,5/8 0,06(S) 1024 1/16 0,06(S)
E. faecium 19 512 512 0,5/16 0,03(S) 512 1/16 0,03(S)
E. faecium 20 64 512 0,5/16 0,25(S) 512 1/16 0,25(S)
E. faecium 21 512 512 0,5/16 0,03(S) 512 1/16 0,03(S)
E. faecium 22 128 1024 0,5/16 0,12(S) 1024 1/8 0,06(S)
E. faecium 23 256 1024 0,5/16 0,06(S) 1024 1/8 0,03(S)
E. faecium 24 256 1024 0,5/16 0,06(S) 1024 1/16 0,06(S)
E. faecium 25 128 1024 0,5/16 0,12(S) 1024 1/16 0,13(S)



E. faecium 26 256
E. faecium 27 128
E. faecium 28 128
E. faecium 29 128
E. faecium 30 256
E. faecium 31 128
E. faecium 32 128
E. faecium 33 128
E. faecium 34 128
E.faecalis ATCC 51299 256
E. faecalis ATCC 29212 2

1024
1024
512
512
512
512
512
1024
1024
512
1024

0,5/16
0,5/16
0,5/16
0,5/16
0,5/32
2/32
0,5/32
0,5/16
0,5/128
4/2
0,5/8

0,06(S)
0,12(S)
0,13(S)
0,13(S)
0,13(S)
0,25(S)
0,25(S)
0,12(S)

1,01(NI)

0,015(S)
4,00(A)

1024
1024
512
512
512
512
512
1024
1024
2048
2048

4/8
1/16
1/8
1/16
1/16
1/16
1/32
1/16
1/16
8/2
1/8
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0,04(S)
0,13(S)
0,06(S)
0,13(S)
0,06(S)
0,13(S)
0,25(S)
0,13(S)
0,13(S)
0,01 (S)
4,01(A)

A interagdo pode ser interpretada como sinérgica (S) (FICI < 0,5), sem interagdo (NI) (FICI > 0,5 ¢ < 4,0) e antagonica (A) (FICI > 4,0). As CIM sao

expressas em pgmL—1

Tabela 4 Resultados da concentracao inibitéria minima (CIM) de vancomicina, dexametasona e diclofenaco sozinhos, CIM da combinagéo (teste checkboard)
entre vancomicina/dexametasona e vancomicina/diclofenaco frente a isolados clinicos multirresistentes (MDR) e cepas ATCC, indice de concentracdo

inibitdria fracionada (FICI) e interacdo

Cepas CIM vancomicina d . CIM Combinagio o CIM diclofenaco Combinagéo FICI e interaca

(VA) exame ezsg)n(a; DX/V/A e interacio (DC) DCVA e interacio

E. faecalis 1 1024 1024 116 0,01(5) 1024 2716 0,02(5)
E. faecium 2 256 512 4132 0,13(S) 512 8/32 0,14(S)
E. faecium 3 1024 512 0,5/16 0,02(S) 512 1/32 0,03(S)
E. faecium 4 512 512 0,5/16 0,03(S) 512 1/32 0,06(S)
E. faecium 5 512 512 1/8 0,02(S) 512 2/16 0,04(S)
E. faecium 6 1024 1024 0,5/128 0,12(S) 1024 2/32 0,03(S)
E. faecium 7 256 512 1/16 0,06(S) 512 2/8 0,04(S)
E. faecium 8 256 1024 2/16 0,06(S) 1024 1/32 0,13(S)
E. faecium 9 128 256 4/32 0,27(S) 256 8/8 0,09(S)
E. faecium 10 256 1024 0,5/16 0,06(S) 1024 1/64 0,25(S)
E. faecium 11 256 512 0,5/32 0,13(S) 512 1/16 0,06(S)
E. faecium 12 512 512 0,5/32 0,06(S) 512 64/64 0,25(S)
E. faecium 13 1024 512 0,5/32 0,03(S) 512 1/32 0,03(S)
E. faecium 14 512 512 0,5/32 0,06(S) 512 1/16 0,03(S)
E. faecium 15 256 512 0,5/32 0,13(S) 512 1/32 0,13(S)
E. faecium 16 1024 512 0,5/64 0,06(S) 512 1/32 0,03(S)
E. faecium 17 256 512 0,5/32 0,13(S) 512 1/64 0,25(S)
E. faecium 18 1024 1024 0,5/16 0,02(S) 1024 1/16 0,11(S)
E. faecium 19 256 512 8/32 0,14(S) 512 1/32 0,13(S)



E

E
E
E
E
E
E
E.
E
E
E
E
E
E
E

. faecium 20
. faecium 21
. faecium 22
. faecium 23
. faecium 24
. faecium 25
faecium 26
. faecium 27
. faecium 28
. faecium 29
. faecium 30
. faecium 31
. faecium 32
. faecium 33
. faecium 34

E.faecalis ATCC 51299
E. faecalis ATCC 29212

1024
512
256
512
256

1024
512
256
256
256
256
256
128

1024

1024
256

1

512
512
1024
1024
1024
1024
1024
1024
512
512
512
512
512
1024
1024
512
1024

0,5/32
0,5/32
0,5/64
0,5/64
0,5/32
0,5/32
8/32
0,5/16
0,5/8
4/32
0,5/64
0,5/64
2/32
0,5/64
0,5/64
412
0,5/32

0,03(S)
0,06(S)
0,25(S)
0,13(S)
0,13(S)
0,03(S)
0,07(S)
0,06(S)
0,03(S)
0,13(S)
0,25(S)
0,25(S)
0,25(S)
0,06(S)
0,06(S)
0,01(S)
32,00(A)

512
512
1024
1024
1024
1024
1024
1024
512
512
512
512
512
1024
1024
2048
2048

1/64
1/32
1/32
1/128
1/64
1/64
1/64
1/32
1/8
1/64
2/16
1/64
2/32
1/64
1/64
8/128
1/32
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0,06(S)
0,06(S)
0,13(S)
0,25(S)
0,25(S)
0,06(S)
0,13(S)
0,13(S)
0,03(S)
0,25(S)
0,07(S)
0,25(S)
0,25(S)
0,06(S)
0,06(S)
0,50(A)
32,00(A)

A intera¢do pode ser interpretada como sinérgica (S) (FICI < 0,5), sem interagdo (NI) (FICI > 0,5 ¢ < 4,0) e antagbnica (A) (FICI > 4,0). As CIM séo

expressas em pg

mlL—1
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho foram evidenciadas as vantagens que 0 método de redirecionamento de
farmacos possui quando comparado com o método tradicional de desenvolvimento de uma
nova droga, o que ganhou ainda maior importancia frente ao cenario pandémico da Covid-19.
No manuscrito intitulado “Avaliacdo da atividade antibacteriana de dexametasona e
diclofenaco sédico e efeito sinérgico com antibioticos frente a isolados clinicos de
Enterococcus spp.”, foi relatado que a dexametasona e diclofenaco injetaveis apresentaram
atividade antibacteriana frente as cepas de Enterococcus spp. padrdo ATCC e isolados
clinicos MDR testados. Esse fato ratifica o que foi demonstrado em outros estudos, embora
ainda haja divergéncia na concentracdo dos medicamentos ndo antibidticos capazes de
apresentar o efeito antibacteriano.

Quando esses medicamentos foram utilizados em conjunto com 0s antimicrobianos
padrbes &cido nalidixico, ciprofloxacino e vancomicina foi possivel observar uma reducédo
consideravel da concentracdo inibitdéria minima nas concentracfes tanto do medicamento nédo
antibiético como dos antimicrobianos ensaiados neste estudo. O resultado foi o sinergismo
frente a maior parte dos isolados e cepas ATCC para as seis combinacgdes. Esses resultados
estdo de acordo com outros estudos que afirmam ser a associacdo de nao-antibiéticos com
antibacterianos vantajosa, pois aumentam a atividade antibacteriana dos compostos
diminuindo sua dose. Estas caracteristicas revertem na diminuicdo do surgimento da
resisténcia bacteriana, além de tornarem-se alternativas viaveis para o tratamento de infec¢des
bacterianas hospitalares graves de pacientes internados em unidades criticas, pois esses
medicamentos ja se encontram em uso clinico (BROWN, 2015).

Os resultados desse estudo demonstram que o redirecionamento de farmacos é uma
alternativa promissora no tratamento de infec¢des bacterianas provocadas por microrganismos

MDR, principalmente quando h4 a associacdo de ndo-antibidticos com antibacterianos.
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