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RESUMO 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA IN VITRO DA AMITRIPTILINA 

 

AUTORA: Catrine de Souza Machado 

ORIENTADORA: Drª. Rosmari Hörner 

 

A emergência de infecções causadas por bactérias resistentes a múltiplas drogas no mundo todo 

e o substancial aumento do câncer conduziu a procura por terapias inovadoras. Dessa maneira, 

lançou-se mão da utilização de pesquisas com medicamentos já em uso clínico que pudessem 

proporcionar alternativas de tratamento mais eficazes para superar estes desafios atuais, devido 

ao limitado número de agentes terapêuticos disponíveis, caracterizando-se o reposicionamento 

ou redirecionamento de drogas. A amitriptilina é um antidepressivo tricíclico não muito 

utilizado na clínica para este fim, devido a seus efeitos colaterais acentuados na dose em que 

tem que ser utilizada. Porém, em dose menor, seu emprego atualmente é no tratamento da dor, 

como por exemplo, profilático na enxaqueca e da dor oncológica. Contudo, estudos 

demostraram sua atividade frente a vários tipos de bactérias e fungos. Devido sua diversificada 

atividade biológica aliada ao preço relativamente baixo e ao isolamento de bactérias 

multirresistentes (MDR) principalmente a nível hospitar, nos incentivou a conduzir esta 

pesquisa. Frequentemente medicamentos aptos a clivar o DNA fita dupla possuem tanto efeito 

antibacteriano como anticancerígeno. Estes conhecimentos e a existência somente de hipóteses 

no esclarecimento do mecanismo de ação desta droga constitui o objetivo deste estudo no qual 

pretendemos avaliar a atividade biológica in vitro do medicamento amitriptilina frente a cepas 

bacterianas padrão de referência American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clínicos 

MDR, através da determinação da concentração inibitória mínima (CIM), da concentração 

bactericida mínima (CBM), do nível de tolerância, do índice de concentração inibitória 

fracionada (FICI), associadas ou não a antibióticos usados na clínica médica e da capacidade 

de clivagem do DNA plasmidial fita dupla pUC18. 

 

Palavras-chave: Amitriptilina; Compostos antibacterianos; Reposicionamento de drogas; 

Clivagem do DNA. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

EVALUATION OF THE IN VITRO BIOLOGICAL ACTIVITY OF AMITRIPTILINE 

 

AUTHOR: Catrine de Souza Machado 

ADVISOR: Drª. Rosmari Hörner 

 

The emergence of infections caused by multi-drug resistant bacteria worldwide and the 

substantial increase in cancer has led to the search for innovative therapies. In this way, the use 

of researches with drugs already in clinical use that could provide more effective treatment 

alternatives to overcome these current challenges, due to the limited number of available 

therapeutic agents, characterizing the repositioning or redirection of drugs, was used. 

Amitriptyline is a tricyclic antidepressant not widely used in the clinic for this purpose because 

of its marked side effects in the dose at which it has to be used. However, at a lower dose, its 

use is currently in the treatment of pain, such as prophylactic migraine and cancer pain. 

However, studies have demonstrated their activity against various types of bacteria and fungi. 

Due to its diversified biological activity coupled with the relatively low price and the isolation 

of multiresistant bacteria (MDR) mainly at the hospital level, we were encouraged to conduct 

this research. Often drugs that are capable of cleaving DNA double-stranded have both 

antibacterial and anti-cancer effects. This knowledge and the existence of only hypotheses in 

the clarification of the mechanism of action of this drug is the objective of this study in which 

we intend to evaluate the in vitro biological activity of the drug amitriptyline against American 

Standard Culture Collection (ATCC) reference standard strains and clinical isolates MDR, by 

determining the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bacterial concentration 

(MBC), tolerance level, fractional inhibitory concentration index (FICI), associated or not with 

antibiotics used in clinical practice and cleavage ability of the pUC18 double stranded plasmid 

DNA. 

 

Keywords: Amitriptyline; Antibacterial compounds; Repositioning drugs; DNA cleavage. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A inapropriada utilização dos antimicrobianos tem levado a emergência das bactérias 

resistentes a múltiplas drogas, do inglês multidrug resistant bacteria - MDR. Esse é um 

expressivo problema de saúde pública, uma vez que exibe consequências clínicas e econômicas 

alarmantes, que vão desde o aumento da mortalidade devido a falta de tratamento efetivo até o 

aumento da hospitalização. Somado a isto está o risco significativo para a dissipação hospitalar 

e comunitária deste tipo de cepas resistentes (LOUREIRO et al., 2016; AZEVEDO; SILVA, 

2012). 

Nas últimas décadas, houve uma redução significativa no número de medicamentos 

antibacterianos aprovados por agências reguladoras. Em consequência disso, ocorreu também 

um declínio nos investimentos para pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos, 

figurando um cenário assustador para a saúde pública (RODRIGUES et al., 2018).  

A resistência aos antimicrobianos tornou-se um desafio crescente, pois as alternativas 

de tratamento para determinadas infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) provocada 

por microrganismos estão cada vez mais limitadas (RODRIGUES et al., 2018). Com isso, a 

pesquisa de novas substâncias e compostos que apresentem atividade antibacteriana é 

imprenscidível (BROWN, 2015). 

Nos últimos anos, a amitriptilina, um antidepressivo tricíclico (ADT), teve sua atividade 

antibacteriana frente a cepas Gram positivas e Gram negativas relatada na literatura (MANDAL 

et al., 2010; MUTHUKUMAR; JANAKIRAMAN, 2014). Além disso, diversas terapias com a 

amitriptilina estão sendo reconhecidas fora da indicação farmacológica da mesma, 

principalmente no tratamento de distintos estados de dor. Seu principal efeito é realizar o 

bloqueio da recaptura das aminas pelas terminações nervosas por competição pelo sítio de 

ligação do transportador de aminas (RANG et al., 2012). 

Considerando a importância do problema da resistência microbiana e a progressiva 

ameaça para a saúde pública a nível mundial, uma vez que os clínicos não possuem antibióticos 

sensíveis para tratar determinadas infecções hospitalares provocadas por bactérias 

multirresistentes, pesquisadores estão tentando descobrir a atividade antimicrobiana de algumas 

classes farmacológicas, tais como, anti-hipertensivos, anti-histamínico, tranquilizantes, 

antipsicóticos, anti-inflamatório, estes chamados de ‘não antibióticos’. Visto que vários destes 

compostos apresentam de dois a três anéis de benzeno, o que contribui, significativamente, para 

a atividade antibacteriana. (KRISTIANSEN; AMARAL, 1997; MUTHUKUMAR; 

JANAKIRAMAN, 2014; MOURA et al., 2017) 
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 O reposicionamento de drogas consiste em descobrir novos usos fora do escopo da 

indicação médica original para medicamentos existentes (ASHBURN; THOR, 2004). Sendo 

assim, tornou-se uma alternativa para a identificação mais rápida de drogas eficazes para tratar 

doenças infecciosas (SERAFIN; HÖRNER, 2018).  
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1.1. OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

 Apresentar o reposicionamento de fármacos de diversas classes farmacológicas e avaliar 

a atividade biológica in vitro da amitriptilina como provável redirecionamento para 

tratamento de infecções bacterianas. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro da amitriptilina frente a cepas bacterianas 

padrão de referência American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clínicos 

bacterianos de pacientes do Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM) através do 

método de microdiluição em caldo, baseado no documento M100-S26 do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012) e no documento M26-A do 

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (NCCLS, 1999), com 

algumas alterações. 

 Avaliar o efeito sinérgico da amitriptilina associada a antibióticos como ciprofloxacino, 

sulfametozaxol-trimetoprima e colistina frente a cepas ATCC e isolados clínicos 

bacterianos de pacientes do HUSM através do Índice da Concentração Inibitória 

Fracionada (FICI). 

 Avaliar o nível de tolerância da amitriptilina associada a antibióticos como 

ciprofloxacino, sulfametozaxol-trimetoprima e colistina frente a cepas ATCC e isolados 

clínicos bacterianos de pacientes do HUSM. 

 Avaliar o potencial de clivagem do DNA da amitriptilina inserido em cepa de 

Escherichia coli (puC 18) utilizando a lise alcalina (large-scale preparartion of plasmid 

DNA), descrita no livro de protocolo de Ausubel e colaboradores (AUSUBEL et al., 

2003).  

 Apresentar o reposicionamento de drogas, abordando as principais vantagens e usos 

deste processo.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. RESISTÊNCIA BACTERIANA 

 

A resistência bacteriana é a capacidade das bactérias de resistir à sua destruição por um 

antibiótico, ou seja, essas bactérias não morrem durante o tratamento com os antibióticos, pelo 

contrário, elas se multiplicam cada vez mais, gerando bactérias mais resistentes enquanto as 

bactérias sensíveis são eliminadas (FIOCRUZ, 2017). Esta resistência acontece através de 

quatro principais mecanismos: alterações na permeabilidade, que irá impedir e/ou dificultar a 

entrada do antimicrobiano na célula bacteriana; alterações no sítio de ação, que impossibilita a 

molécula de encontrar o local onde sua interação resultará na resistência; ativação da bomba de 

efluxo, que expulsa o antimicrobiano de dentro da célula, e mecanismos enzimáticos (DA 

SILVA; MANÇANO; PICÃO, 2018; ANVISA, 2019). 

A resistência antimicrobiana acontece quando bactérias, vírus, parasitas e fungos 

manifestam resistência contra os medicamentos que antes faziam parte do tratamento deste 

microrganismo (OPAS BRASIL, 2016). Consiste em uma propriedade intrínseca de um 

microrganismo ou uma capacidade adquirida. Para adquirir resistência, ocorre a alteração do 

DNA da bactéria através da indução de mutação no DNA nativo ou pela introdução de um DNA 

estranho, genes de resistência (ANVISA, 2019)  

Estimativas mostram que em 2050 uma pessoa morrerá a cada três segundos em 

consequência de agravos causados por resistência aos antimicrobianos, resultando em 10 

milhões de óbitos por ano, ultrapassando a atual mortalidade por câncer (8,2 milhões de 

mortes/ano). Entre 2015 e 2050 cerca de 2,4 milhões de pessoas poderão morrer nos países de 

elevados rendimentos caso a resistência antimicrobiana não for freada (WHO, IACG, 2019). 

Além disso, entre 2000 e 2010 ocorreu um aumento de 36% no consumo de antimicrobianos 

em 71 países, sendo que o Brasil, Rússia, Índia, África do Sul e China tiveram participação de 

três quartos (75%) nesse crescimento (ANVISA, 2018). 

A resistência aos antibióticos tornou-se um fenômeno mundial, pois é considerada um 

problema de saúde publica a nível global e uma questão desafiadora (MOREHEAD; 

SCARBROUGH, 2018). A resistência a múltiplas drogas torna-se preocupante, pois inativa a 

terapia antimicrobiana convencional aumentado as chances de uma infecção ser intratável por 

qualquer antibiótico usado na prática clínica (ZAWACKA et al., 2018).  

É considerada uma manifestação clínica observada desde o início da antibioticoterapia, 

pois o descobrimento de novos antimicrobianos mostrou-se interessante, especialmente pela 
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observação de que a sensibilidade das bactérias às drogas era capaz de sofrer variações, 

tornando-se microrganismos pertencentes a uma mesma espécie em que algumas classes eram 

sensíveis, à medida que outras eram resistentes à ação de um mesmo antibiótico (TAVARES, 

2014). Com isso, muitas bactérias que anteriormente eram sensíveis aos antibióticos usualmente 

utilizados deixaram de responder a esses mesmos agentes (MATSUNAGA; HAYAKAWA, 

2018). 

A Organização das Nações Unidas (ONU) publicou em abril de 2019, um relatório de 

recomendações contra a resistência bacteriana. Preconiza-se acelerar os processos de 

desenvolvimento na implementação de Planos Nacionais de Saúde contra a Resistência 

Antimicrobiana nos países, aumentar o investimento e a inovação em antimicrobianos, possuir 

um envolvimento sistemático e significativo, uma ação mais intensificada por parte do setor 

privado, investir para uma resposta sustentável e reforçar a responsabilidade a nível mundial 

(WHO, IACG, 2019). 

A resistência bacteriana é responsável por consequências clínicas e econômicas 

agravantes. Os antimicrobianos muito usados estão sendo ineficazes, produzindo várias 

implicações ao paciente como o prolongamento da doença, aumento na taxa de mortalidade, no 

tempo de internação hospitalar, do custo do tratamento e a ineficácia dos tratamentos 

preventivos que comprometem toda a população (ANVISA, 2017). 

 

2.2. ANTIBIOTICOTERAPIA 

 

Os antibióticos surgiram através do descobrimento da penicilina em 1928 por Alexander 

Fleming, médico, pesquisador e cientista que trabalhava em um hospital de Londres. Fleming 

buscava uma substância que combatesse infecções bacterianas, pois verificou a necessidade e 

a importância quando trabalhou como médico na Primeira Guerra Mundial (FIOCRUZ, 2006). 

Assim, os antimicrobianos são definidos como produtos capazes de destruir microrganismos ou 

de suprimir sua multiplicação ou crescimento, sendo classificados como antibióticos aqueles 

produzidos por microrganismos e quimioterápicos, aqueles produzidos sinteticamente em 

laboratórios (BRASIL, 2001). 

Desde a descoberta da penicilina, os antimicrobianos colaboram para a cura e o combate 

de doenças infecciosas que, antigamente, ocasionavam a morte ou sequelas graves a milhares 

de pessoas. Dessa forma, a antibioticoterapia caracteriza-se como o tratamento do paciente com 

sinais e sintomas clínicos pela administração de antimicrobianos (BRASIL, 2001). 

Estudo mostra que o tratamento inicial de antimicrobiano de amplo espectro minimiza 
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as taxas de mortalidade. Entretanto, seu uso prolongado e irracional, acarreta na 

multirresistência, aumenta o risco de toxicidade, interações medicamentosas e de diarreia por 

Clostridium difficile. Com isso, deve-se buscar o êxito terapêutico e diminuir os riscos do uso 

inadequado e prolongado dos antimicrobianos (SILVA; SILVA JÚNIOR, 2015). 

O ciprofloxacino foi a primeira fluorquinolona a entrar em uso clínico (GREENE; 

HARRIS, 2012). Apresenta atividade in vitro contra uma ampla gama de microrganismos 

Gram-negativos e Gram-positivos. Possui ação bactericida pela inibição da topoisomerase 

bacteriana do tipo II (DNA girase) e topoisomerase IV, que são necessárias para a replicação, 

transcrição, reparo e recombinação do DNA bacteriano (CIPRO®, 2019). Possui alta 

biodisponibilidade e baixa toxicidade o que resultam no sucesso clínico desta classe. Porém, 

seu uso excessivo ocasionou o aparecimento de algumas cepas bacterianas resistentes às 

quinolonas, como por exemplo, a maioria dos enterococos resistentes à vancomicina (VRE) e 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) (NAEEM et al., 2016.) 

O sulfametoxazol e a trimetoprima agem sinergicamente pelo bloqueio sequencial de 

duas enzimas que catalisam a biossíntese do ácido folínico no microrganismo (BACTRIM®, 

2019). Estudo descritivo demonstra uma prevalência de 55% das culturas de urina resistentes a 

sulfametoxazol-trimetoprima, sugerindo a importância de identificar e caracterizar 

microrganismos, perfis de suscetibilidade antimicrobiana e definir quais antibióticos devem ser 

escolhidos na primeira linha do manejo empírico (SPITIA et al., 2019). 

A colistina é do grupo das polimixinas, um polipeptídeo ativo contra diversas cepas 

aeróbicas Gram-negativas e possui atividade bactericida. Age através da adesão à membrana 

celular da bactéria, alterando sua permeabilidade e, consequentemente, provocando a morte 

bacteriana (PROMIXIN®, 2019). Uma revisão sistemática, nos mostra que a colistina tornou-

se frequentemente usada nos países endêmicos, como por exemplo, Itália e Grécia, na 

resistência aos carbapenêmicos, e que não se limita a uma faixa etária ou comorbidade 

específica (HIGUITA-GUTIÉRREZ; QUICENO, 2017). O mecanismo mais importante de 

resistência a colistina inclui modificações da porção lipopolissacarídica da membrana externa 

bacteriana. Porém, regimes de combinação com tigeciclina e fosfomicina podem ser úteis para 

o tratamento de infecções Gram-negativas resistentes à polimixina (FALAGAS; RAFAILIDIS; 

MATTHAIOU, 2010).  

 

 

2.3. REPOSICIONAMENTO DE DROGAS 
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A base mais proveitosa para a descoberta de um novo medicamento é o estudo de uma 

droga já existente no mercado. Com isso, a investigação de novos usos para drogas existentes 

em diferentes doses é um atalho entre o laboratório e a clínica, pois reduz os riscos de descoberta 

de medicamentos relacionados a custo, tempo e desafios científicos (PALIT; MANDAL; 

MANDAL, 2013). 

O “reposicionamento de drogas”, “redirecionamento”, “reaproveitamento” 

(ASHBURN; THOR, 2004), “re-profilaxia” e “redescoberta” (AGRAWAL, 2015) foi descrito 

primeiramente por Ashburn e Thor em 2004, e surgiu como o processo de encontrar novos usos 

para drogas já aprovadas e usadas na clínica médica (ASHBURN; THOR, 2004). Esta ideia 

pode melhorar o processo de desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos, reduzindo as 

chances de problemas relacionados à farmacocinética e toxicidade (PALIT; MANDAL; 

MANDAL, 2013). Entretanto, é sabido que as pesquisas e estudos são fundamentais para esta 

prática, visto que estudos adicionais sobre mecanismos de ação e estudos in vivo, entre outros, 

são indispensáveis para o uso seguro desses medicamentos (SERAFIN; HÖRNER, 2018). 

O redirecionamento é considerado uma abordagem alternativa para a identificação 

rápida de terapias eficazes para o tratamento de doenças infecciosas. Além disso, combinações 

sinérgicas de fármacos empregando drogas aprovadas e identificadas a partir do 

reaproveitamento, tornou-se uma alternativa vantajosa para solucionar o problema da fraca 

atividade de fármacos isolados (ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018). O sinergismo de fármacos 

aumenta o espectro antimicrobiano, conferindo-lhes atividade in vitro e in vivo contra 

patógenos bacterianos resistentes a múltiplos fármacos (EJIM et al., 2011). 

Estamos enfrentando um problema com a escassez de antimicrobianos eficazes e com 

isso, o desenvolvimento de novos antibióticos torna-se cada vez mais difícil e incapaz de 

acompanhar o rápido surgimento de microrganismos multiresistentes. Dessa forma, tem-se uma 

necessidade imediata de novas abordagens e novos medicamentos (THAKARE et al., 2017), 

assim, o reposicionamento de drogas é apontado como uma provável solução para este 

problema (NG et al., 2017). 

Estudos investigam as atividades antimicrobianas, antineoplásicas entre outras, de 

algumas classes farmacológicas, incluindo, cardiovasculares (REGULSKA et al., 2019) 

antipsicóticas (MUNOZ-BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCÍA-RODRÍGUEZ, 1996; 

OGUNDEJI; POHL; SEBOLAI, 2017; PARK et al., 2019;) antidepressivos (MUNOZ-

BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCÍA-RODRÍGUEZ, 2000; MANDAL et al., 2010; 

MUTHUKUMAR; JANAKIRAMAN, 2014; BIELECKA-WAJDMAN et al., 2018) 

antiarrítmico (PINTO; TEMPONE, 2018), anti-inflamatório (THANGAMANI; YOUNIS; 
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SELEEM, 2015; CHAN et al., 2017), inibidores da bomba de prótons (LU; TIAN; GUO, 2017) 

e estatinas (RAMPELOTTO et al., 2018) como alternativas ao reposicionamento de drogas, já 

que a segurança, farmacologia, perfil e processo de fabricação destes medicamentos é 

conhecido e elucidado, tornando-se assim, mais rápido e disponivel para um possível tratamento 

de outras doenças (NOSENGO, 2016). 

 

3.4. ANTIDEPRESSIVOS TRICÍCLICOS 

 

As primeiras descobertas sobre os antidepressivos foram realizados através da 

observação clínica. Eles podem ser divididos em vários grupos, com base em suas ações 

farmacológicas, clínicas e adversas. Apresentam-se como antidepressivos tricíclicos (ADT), 

cíclicos de segunda geração, inibidores da receptação, especialmente para serotonina (ISRS) e 

inibidores da monoaminoxidase (IMAO) (GREENE; HARRIS, 2012).  

Antigamente, os antidepressivos tricíclicos mostravam boa eficácia terapêutica devido 

à sua ação, pois aumentavam a disponibilidade de norepinefrina e serotonina. Porém, seu 

emprego foi restrito em função do bloqueio de receptores de histamina, colinérgicos e alfa-

adrenérgicos que causavam efeitos colaterais antimuscarínicos (MORENO; MORENO; 

SOARES, 1999) como, por exemplo, sedação, entorpecimento cognitivo, visão turva, boca 

seca, constipação, taquicardia, entre outros, levando à baixa tolerabilidade e risco de toxicidade 

(BRUNTON et al., 2012; RANG et al., 2012). 

Comparando a amitriptilina com outros ADT, heterocíclicos e ISRS para o tratamento 

da depressão, ela demonstra ser pouco mais eficaz que outros compostos tricíclicos ou mais 

novos, porém, seus efeitos colaterais são mais acentuados (GUAIANA; BARBUI; HOTOPF, 

2003). Em razão disso, os ADTs normalmente não são usados como fármacos de primeira 

escolha para a depressão. Os ADTs de amina terciária, em especial a amitriptilina, têm sido 

empregados em doses levemente baixas para o tratamento da insônia. Também, em função do 

papel da norepinefrina e da serotonina na propagação da dor, esses fármacos são normalmente 

usados para tratar uma diversidade de estados de dor (BRUNTON et al., 2012; RANG et al., 

2012). 

Mesmo com as evoluções na pesquisa, ainda não dispomos de um esclarecimento 

íntegro e apropriado sobre a ação dos antidepressivos. Desse modo aceitamos algumas 

hipóteses para compreender seu mecanismo de ação. Os medicamentos antidepressivos 

provocam um aumento na concentração de neurotransmissores na fenda sináptica pela inibição 

do metabolismo, causam um bloqueio de recaptura neuronal ou atuação em autoreceptores pré-
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sinápticos (MORENO; MORENO; SOARES, 1999). 

 

3.5. AMITRIPTILINA 

 

A amitriptilina é um ADT que aumenta a concentração sináptica de serotonina e/ou 

norepinefrina no sistema nervoso central (SNC) pela inibição de sua recaptação pela membrana 

neuronal pré-sináptica. Sua estrutura química é composta por dois anéis benzeno, sendo uma 

amina terciária com dois grupos metila fixada ao átomo básico de nitrogênio estando 

relacionada à estrutura dos fenotiazídicos (RANG et al., 2012). É definida quimicamente como 

o cloridrato de 3-10,11-diidro-5-H-dibenzo[a,d] ciclohepteno-5-ilideno)-N,N-dimetil-1-

propanamina, trata-se de um composto facilmente solúvel em água e etanol, cujo peso 

molecular é 313,87 (AMYTRIL®, 2019). 

 

 

Figura 1- Estrutura química e molecular da amitriptilina: 

 
 

Fonte: Adaptado de DUARTE et al, 2014; DRUGBANK, 2019. 

 

 

Apresenta metabolismo hepático, sendo a nortriptilina seu metabólito ativo, tem meia 

vida de eliminação em média de 15 horas e atinge pico plasmático em quatro horas. Sua 

excreção é via urinária, em torno de 18% como droga inalterada e pequenas quantidades pelas 

fezes (LACY et al., 2009; BRUNTON et al., 2012) 

Nos últimos anos, a amitriptilina tem sido utilizada clinicamente em diversas terapias 

fora do escopo farmacológico da mesma, incluindo terapia profilática para enxaqueca, pois 

além de reduzir a frequência, a duração e a intensidade das crises de dor de cabeça, também 



22 
 

melhora a resposta ao tratamento agudo, sendo que em combinação com exercício aeróbico sua 

eficácia é maior (SANTIAGO et al., 2014). Essa ação ocorre pela inibição da expressão dos 

canais de sódio I e RNAm, contribuindo assim para a profilaxia da enxaqueca (YAN et al., 

2010). 

De acordo com Pelógia e colaboradores, os efeitos da amitriptilina na modulação da dor 

aguda indicam que, no modelo de lesão neural periférica, a noradrenalina auxilia na transdução 

do sinal lesivo, na nocicepção induzida pelo processo inflamatório e na modulação da via 

descendente inibitória da dor (PELÓGIA et al., 2011). Seu emprego também é recomendado na 

terapia preventiva pré-operatória em pacientes com amputação de membros, cujo propósito é 

minimizar a intensidade da dor, diminuindo assim o sofrimento dos pacientes (SILVA et al., 

2008). 

Diretrizes baseadas em evidência recomendam a amitriptilina como tratamento de 

primeira linha para a fibromialgia, pois ela reduz a dor, fadiga e o escore do Questionário de 

Impacto da Fibromialgia (FIQ), que avalia a qualidade de vida do paciente, através da inibição 

da recaptação de monoamina, modulação do receptor e modulação do canal iônico (LAWSON, 

2017). Estudo feito com ensaios randomizados mostram que existem algumas evidências para 

segurar a eficácia em curto prazo da amitriptilina na dosagem de 25 mg/dia em pacientes com 

fibromialgia, porém, não há evidências em doses mais altas ou por períodos maiores que oito 

semanas (NISHISHINYA et al., 2008). As doses de amitriptilina sugeridas para atingir o alívio 

da dor, sono restaurador e relaxamento muscular são bem menores que as necessárias para ação 

antidepressiva (MORAES, 2012). 

Um estudo de revisão realizado por Moore e colaboradores em 2015 revela que, no 

geral, não há evidências expressivas sobre a eficácia da terapia com amitriptilina para dor 

neuropática, pois é difícil realizar grandes ensaios randomizados com pacientes em condições 

específicas de dor, tornando-se improvável comprovar a eficácia do tratamento. Porém, 

médicos orientam que a amitriptilina deve continuar sendo usada como parte do tratamento de 

dor neuropática, mesmo tendo ciência de que apenas um pequeno número de pessoas conseguirá 

um alívio satisfatório da dor. (MOORE et al., 2015.) 

Em distúrbios gastrointestinais funcionais, incluindo a dispepsia funcional, a 

amitriptilina reduziu mais de 90% os sintomas dos pacientes em oito semanas de tratamento, 

sem desenvolver reação adversa, quando os pacientes não respondiam ao tratamento com 

famotidina e mosapride (OTAKA et al., 2005). 

Muthukumar e colaboradores constataram que a amitriptilina apresentou efeito 

antibacteriano, sendo capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas como o 



23 
 

Staphylococcus aureus e Gram-negativas como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. 

Porém sua mais pronunciada atividade foi frente as Gram-positivas, possivelmente por ter 

melhor acessibilidade das paredes celulares destas bactérias (MUTHUKUMAR; 

JANAKIRAMAN, 2014). Mandal e colaboradores também demonstraram, tanto in vitro quanto 

in vivo, que a amitriptilina apresentou sensibilidade frente à Staphylococcus spp., Bacillus spp., 

Vibrio cholerae, Micrococcus spp., Lactobacillus sporogenes e Citrobacter spp, Shigella spp., 

Salmonella spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas spp., mas foi 

resistente a Enterococcus faecalis, Proteus spp., Enterobacter cloacae, Hafnia spp. e 

Providencias pp. Apresentou também, atividade antifúngica frente à Cryptococcus spp. e 

Candida albicans (MANDAL et al., 2010). 

Recente estudo mostra a atividade antitumoral dos antidepressivos tricíclicos, onde a 

amitriptilina, conseguiu reverter parcialmente as anormalidades do glioblastoma multiforme 

(BIELECKA-WAJDMAN et al., 2018), um tipo de tumor do SNC que tem praticamente a 

temozolamida como tratamento de escolha, pois houve um aumento dos mecanismos de 

resistência à mesma e a outros quimioterápicos (BASSO et al., 2018).  

Em modelo murino de sepse, a amitriptilina melhorou a sobrevida, aumentou os níveis 

de interleucina 10, atenuou uma resposta pró-inflamatória durante a sepse, protegeu contra 

edema pulmonar, teve resposta leucocitária controlada, tornando-se uma terapia promissora 

para tratar a inflamação durante o choque séptico. Contudo, é necessário saber o estadiamento 

da sepse para determinar os pacientes que se beneficiariam mais com o tratamento com a 

amitriptilina (XIA et al., 2019).  

 

3.6. CLIVAGEM DNA PLASMIDIAL 

 

A clivagem do DNA (ácido desoxirribonucleico) é um processo vital de todos os 

sistemas vivos (GOWDA et al., 2014). As nucleases sintéticas que clivam os ácidos nucléicos, 

DNA e RNA (ácido ribonucleico), apresentam muitas aplicações significativas, como por 

exemplo, a síntese de enzimas diferenciadas e o desenvolvimento de novos agentes antitumorais 

(TAKASAKI; CHIN, 1994).    

Os antibióticos da classe da fluorquinolonas, como por exemplo, o ciprofloxacino assim 

como outros agentes antitumorais possuem suas atividades devido ao fato deles provocarem a 

clivagem do DNA fita dupla, agindo nas enzimas topoisomerases e DNA girases (MUSTAEV 

et al., 2014). Devido ao seu mecanismo de ação, as DNA topoisomerases têm-se tornado alvo 

aos medicamentos antimicrobianos e antitumorais. As DNA topoisomerases são enzimas 
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encontradas em todos os tipos de células e são essenciais para sua sobrevivência. Estas enzimas 

podem ser subdivididas em dois tipos: enzimas tipo I, as quais clivam uma fita do DNA e do 

tipo II, que clivam as duas fitas. As topoisomerases IIA humanas constituem o alvo dos agentes 

antineoplásicos amplamente usados na clínica, como o etoposídeo, doxorubicina, 

daunorubicina e mitoxantrona (LIU; LIU; ALBERTS, 1980; POMMIER et al., 2010). 

Em geral, a clivagem do DNA pode acontecer de três maneiras: hidrólise do DNA, 

clivagem fitoquímica e a clivagem oxidativa. A cisplatina, medicamento oncológico derivado 

da platina, é um exemplo clássico de ligação de DNA e agente de clivagem, onde o DNA 

danificado provoca mecanismo de reparo do DNA levando a apoptose celular (GOWDA et al., 

2014). 

A clivagem do DNA plasmidial, nos mostra que o superenovelamento (forma I) da 

molécula de DNA tensionada pode sofrer um corte em uma das fitas, desenrolando a super-

hélice e consequentemente, passando a forma circular aberta (forma II). Um segundo corte, 

agora na fita oposta, leva a abertura do DNA circular obtendo a forma linear do plasmídio 

(forma III). Estas três conformações de DNA plasmidial apresentam mobilidade diferente 

devido ao grau de compactação das moléculas, tornando possível a completa separação das fitas 

e quantificação das formas (OLIVEIRA, 2006).   

 

Figura 2-Diferentes formas do DNA plasmidial: 

 

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2006. 
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Figura 3- Representação das formas do DNA após a clivagem: 

 

Fonte: Adaptado de AUSUBEL et al., 2003. 
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Dear Editor: 

Cancer in 2018 was the second leading cause of death in the world (one in six deaths), 

with 9.6 million deaths1. High incidence, mortality rates, growth-related aggressiveness, global 

population aging, increased exposure to risk factors, adverse effects, and chemoresistance2 

urgently call for new treatment alternatives3. In this way, drug repositioning emerged as an 

mailto:rosmari.ufsm@gmail.com
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alternative. The repositioning or redirection of drugs is a way to find new uses outside the scope 

of the original therapeutic indication for drugs already used in clinical practice4. 

Drug repositioning is advantageous as it reduces costs in relation to drug development, 

time to market and presents minimal risk due to the availability of pharmacological, 

pharmacokinetic, dosage, toxicological and safety data to the patient. It is considered an 

innovative strategy to benefit patients, since it offers safer and more effective treatment from 

drugs already approved by regulatory agencies5, 6,7. 

In Table 1, we present a selection of recent studies about drug repositioning in oncology, 

in which non-oncological drugs such as antiarrhythmics, psychotropics, antidepressants, anti-

inflammatories, antiparasitics, antidiabetics, antibiotics, among others, were investigated for 

possible repositioning in cancer therapy. 

Table 1: Selection of drug repositioning studies with anticancer effect. 

Drug Pharmacological 

class 

New indication Reference 

Albendazole Antiparasitic Breast cancer; 

Antitumor agente 

Priotti J et al., 

20188; 

Castro LSEPW, 

20179 

Amiodarone Antiarrhythmic Ovary câncer Nagaraj AB et 

al., 201810 

Amitriptyline Tricyclic 

antidepressant 

Glioblastoma 

multiforme 

Bielecka-

Wajdman AM et 

al., 201811 

Azlocillin Antibiotic Prostate cancer Turanli B et al., 

201912 

Budesonide Corticosteroid Lung câncer Lee WH et al., 

201813 

Citalopram  Selective serotonin 

reuptake inhibitor 

antidepressant 

Neuroblastoma Sakka L et al., 

201714 

Clofazimine Bactericide Triple negative 

breast câncer 

Ahmed K et al., 

201915 

Escitalopram Selective serotonin 

reuptake inhibitor 

antidepressant 

Neuroblastoma Sakka L et al., 

201714 
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Fluphenazine Antipsychotic Breast cancer, 

brain metastasis 

Xu F et al., 

201916 

Imipramine Tricyclic 

antidepressant 

Glioblastoma 

multiforme 

Bielecka-

Wajdman AM et 

al., 201811 

Indomethacin Non-steroidal anti-

inflammatory 

Ovary câncer Nagaraj AB et 

al., 201817 

Ifenprodil NMDA Receptor 

Selective Antagonist 

Prostate cancer Turanli B et al., 

201912 

Isoniazid Antibiotic Prostate cancer Qingzhi Lv et al., 

201918 

Hydroflumethiazide Diuretic Prostate cancer Turanli B et al., 

201912 

Mebendazole Anthelmintic Antitumor agent Rubin J et al., 

201819 

Metformin Antidiabetic Cancer of the 

endometrium; 

Breast câncer 

Chu D et al., 

201820; 

Guimarães IS et 

al., 201821 

Paroxetine Selective serotonin 

reuptake inhibitor 

antidepressant 

Colorectal cancer Jang WJ et al., 

201922 

Pioglitazone Hypoglycemic Lung câncer Lee WH et al., 

201813 

Sertraline Selective serotonin 

reuptake inhibitor 

antidepressant 

Acute myeloid 

leucemia 

Xia D et al., 

201723 

Sulfamethoxypyridazine Antimicrobial Prostate cancer Turanli B et al., 

201912 

Prepared by the author, 2019. 

The main problems and challenges of cancer treatment are related to the diversity of 

cancers. Advances in pharmacology and genetics have shown that many older drugs have 

activity in new oncogenic targets24. The case of antineoplastic therapy has its therapeutic 

efficacy, in order to direct and direct the disease, to have a higher safety profile than current 

chemotherapy regimens25. 

 However, the implementation of drug reutilization faces difficulties, such as the lack of 

prospective clinical studies24 and financial and regulatory problems for adherence in the 

clinic26. The Anticancer Fund published in 2016 that cancer drug prices have risen 7 times in 
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the last 20 years, with new cancer drugs costing more than 100,000 euros per year in treatment. 

On the other hand, reused drugs cost around 10-1000 euros per year27. 

Based on the selection of studies presented, we can suggest that drug repositioning is a 

promising alternative for oncological treatment, making these therapeutic agents clinically 

relevant to new targets. This will certainly contribute to oncology needs, with more efficient, 

effective agents targeting cancer cells exclusively, and at very low prices, compared to 

immunobiologicals. 
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1. Introduction: 

 Multidrug resistance to antibiotics has led to a global crisis in the public health 

worldwide due to the excessive and indiscriminate use of these substances in human medicine 

as well as veterinary medicine (Morehead et al 2018). This fact represents a significant threat 

to human health, since antibiotic abuse and misuse increase the risk of lack of an appropriate 

drug to treat infections (Zawacka et al. 2018). 
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 Several studies have reported this intense growth of bacterial resistance, which is 

evidenced in the most frequent microorganisms involved in infections, such as Staphylococcus 

aureus, Enterococcus spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and 

Enterobacteriaceae (Pitout et al. 2015; Loureiro et al. 2016; Federico and Furtado 2018). 

 Given these circumstances, the scientific community has been searching to develop 

modern antimicrobial therapies to prevent and treat multidrug resistant infections (Abd-El-Aziz 

et al. 2017), since the development of antibiotics is a slow and costly process. Thus, studies 

involving drugs that have already been approved by regulatory agencies consist of a beneficial 

basis for the discovery of new clinical uses. 

 The investigation of new mechanisms of action, therapeutic use and dosage for these 

drugs have encouraged researchers since cost, time invested and scientific challenges to 

discover these drugs create a shortcut between the pharmaceutical laboratory and the clinic 

(Palit  et al. 2013). This way, drug repositioning has become an alternative to the fast 

identification of drug efficacy to treat infectious diseases (Serafin and Hörner 2018), in other 

words, to find a new use out of the scope of the original medical indication for existing drugs 

(Ashburn and Thor 2004; Pushpakom et al. 2018; Xue et al. 2018). 

 Researchers have investigated the antimicrobial activity of some pharmacological 

classes of non-antibiotics such as anti-hypertensives, antihistamines, tranquilizers, 

antipsychotics, anti-inflammatories, since various of these compounds have two to three 

benzene rings in their chemical structure, what can provide antibacterial activity (Dastidar et 

al. 1976; Manna and Dastidar 1984; Kristiansen and Blom 1981; Dastidar et al. 1986; Dastidar 

et al. 1988; Chakrabarty et al. 1989; Dastidar et al. 1995; Kristiansen and Amaral 1997; 

Annadurai et al. 1998; AsokKumar et al. 2003; Sarkar et al. 2003; Pal et al. 2006; Mandal et al. 

2010; Muthukumar and Janakiraman 2014; Rodrigues 2019;). Thus, amitriptyline was chosen 
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for the study of new studies of antibacterial activity (Mandal et al. 2010; Muthukumar and 

Janakiraman 2014), becoming a candidate for repositioning for the treatment of infectious 

diseases, which reduced the time of research and development when the production and 

development of new medicines (Ashburn and Thor 2004).   

 Amitriptyline is a tricyclic antidepressant (TAD) which is not commonly chosen as the 

first-choice drug to treat depression. It has been used as prophylaxis for migraine because it 

leads to a decrease in the frequency, duration and intensity of migraine attacks in addition to 

improving the response in acute treatment and showing higher efficacy when combined with 

aerobic exercises (Santiago et al. 2014). Moreover, it has effects on the modulation of chronic 

pain, being recommended for the preoperative preventative therapy in patients with limb 

amputation, because the softening of intensity decreases suffering for patients (Pelógia et al. 

2011). The dose of amitriptyline recommended for pain relief, restful sleep and muscle 

relaxation is smaller than the necessary for the antidepressant action (Moraes 2012). Its 

antifungal activity (Mandal et al. 2010), ability to partially revert glioblastoma multiforme 

(GBM) abnormalities (Bielecka-Wajdman et al. 2018), and antimicrobial activity (Mandal et 

al. 2010; Muthukumar and Janakiraman 2014) have recently been reported. 

 In addition, there is the fact that antibacterial compounds can frequently have anticancer 

activity. Mustaev and colleagues have shown that antibiotics of the fluoroquinolone class such 

as ciprofloxacin as well as other antitumoral agents act because they trigger double-strand DNA 

cleavage, acting on the topoisomerase enzymes and DNA gyrases (Mustaev et al. 2014). 

 In light of this, this study has sought to evaluate the in vitro bacterial activity of 

amitriptyline both isolated and in association with standard antibiotics that are already being 

used in clinical practice, and its probable capacity to cleave plasmid DNA, as an alternative in 

drug repositioning. 
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2. Materials and Methods 

2.1.Drugs and bacterial strains: 

The drugs amitriptyline (Crystalline Chemicals and Pharmaceuticals Ltda, Irapira, SP, 

Brazil), ciprofloxacin (Cimed Indústria Farmacêutica Ltda, Pouso Alegre, MG, Brazil), 

sulfametozaxol-trimethoprim (Roche Chemical and Pharmaceutical Products S.A., Rio de 

Janeiro, RJ, Brazil), and colistin (Sigma-Aldrich Brazil Ltda, São Paulo, SP, Brazil) were 

commercially purchased.  

Eleven bacterial strains purchased from the American Type Culture Collection (ATCC 

/ USA) obtained commercially and forty clinical isolates of Klebsiella pneumoniae from 

carbapenemase (KPC) collected from blood, rectal swabs, feces, tracheal secretion and 

abdominal fluid were used in medical and laboratory units. Staphylococcus coagulase negative 

(SCoN) collected from newborn blood cultures collected at the intensive care unit (ICU-NB) 

of a university hospital. 

This study was approved by the Research Ethics Committee (CEP) of the Federal 

University of Santa Maria (UFSM), being registered under the number 38850614.4.0000.5346. 

 The isolates were identified and characterized in the Laboratory of Microbiology of the 

referred hospital, and then stored in Tryptone Soy Broth (TSA) with 15% glycerol at -80°C in 

the bacterial database of the Department of Clinical and Toxicological Analysis of Federal 

University of Santa Maria, until the accomplishment of this study. The Gram-positive strains 

used were Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228, Bacillus cereus ATCC 14579 and Micrococcus luteus ATCC 7468. 

Gram-negative strains were: Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922, 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Of the 
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clinical isolates, 15 were Klebsiella pneumoniae, 15 were Staphylococcus epidermidis, 6 

Staphylococcus haemolyticus and 4 Staphylococcus hominis. 

2.2.Minimum inhibitory concentration (MIC): 

The determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of the drugs was 

determined using the broth microdilution method based on Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) document M100-S2617 (CLSI 2012). Amitriptyline was dissolved and diluted 

in ethanol to a concentration of 512 μg/mL to obtain stock solutions. To verify the absence of 

inhibitory activity of the solvent, 10% of methanol and ethanol were used in tests performed in 

isolation. The bacterial inoculum was performed in sterile saline solution, reaching standard 

turbidity of the McFarland 0.5 scale. In 96-well U-bottom polystyrene microplates containing 

Mueller Hinton broth, the drugs were serially diluted 512- 0.5 μg/mL and together with the 

bacterial inoculum (1x10-5 CFU/well), incubated at 35±2°C for 24 hours. After this incubation 

period, MIC was determined by visual reading as the lowest concentration in which there was 

no visible bacterial growth of the microorganisms.  

2.3.Minimum bactericidal concentration (MBC): 

It was performed according to the method described in document M26-A of the National 

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) in 1999(NCCLS 1999), with some 

changes. 

After the visual reading of the MIC, approximately 10μL of the contents of the wells 

where there was no visible bacterial growth and of the last well where there was visible bacterial 

growth (positive control) were removed. This volume was seeded into petri dishes containing 

Mueller Hinton agar, which were incubated at 35±2°C for 24/48 hours. After incubation, the 

MBC was determined as the lowest concentration required to kill the microorganism. 



39 
 

2.4.Interpretation of the synergistic effect: 

To standardize the interpretation of the synergistic effect of the drugs, the sum of the 

fractional inhibitory concentration indexes (FICI), whose interpretation was classified as 

"synergic" (FICI≤0.5), "without interaction" (FICI> 0.5 and ≤ 4.0) and "antagonistic" (FICI> 

4.0) (Konaté et al. 2012; Odds 2003). This method shows us that combinations of agents may 

exert greater inhibitory effects than the sum of their effects alone (synergism) or less than the 

sum of their effects alone (antagonism) (Odds 2003).   

2.5.Tolerance level: 

Tolerance levels of the ATCC standard strains and the MDR clinical isolates against 

amitriptyline were determined according to Das et al., Using a standard method using the 

following formula (Das et al. 2016): 

Tolerance = MBC / MIC. 

2.6.Statistical analysis: 

Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey's test using GraphPad Prism 7 

software (GraphPad, San Diego, CA). Differences with p <0.05 were considered significant. 

2.7.Plasmid DNA cleavage: 

Plasmid DNA cleavage analysis was performed with the aim of analyzing the chemical 

nuclease potential of amitriptyline. Thus, plasmid DNA inserted in Escherichia coli strain (puC 

18) was extracted using the large-scale preparation of plasmid DNA, described in the protocol 

book of Ausubel and collaborators (Ausubel et al. 2003). After extraction of plasmid DNA, it 

was incubated with amitriptyline at concentrations of 3.75mM, 1.875mM and 0.375mM. Then 

the DNA and the drug were incubated in microtubes for 24 hours at 37ºC and 50ºC at two 

different pHs: 7.4 and 8.0. After the incubation period, 4μL loading büffer was added. For 
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detection of plasmid DNA cleavage, 0.8% agarose gel electrophoresis was used, and the 

occurrence of cleavage was identified through the analysis of the DNA bands, where the 

occurrence of the decrease of this band indicates the form I of the DNA (supercoiled), the 

increase to form II (open circular), and in the case of a highly efficient cleavage, the formation 

of form III (linear). 

3. Results and Discussion: 

Amitriptyline is a non-antibiotic drug whose structure is closely related to 

phenothiazines since it is a tertiary amine with two methyl groups attached to the basic nitrogen 

atom (Rang & Dale 2012) (Figure 1). Several non-antibiotics show antibacterial activity 

because they have specific chemical groups in their structure (Muthukumar and Janakiraman 

2014), a fact that has led to the acknowledgement of phenothiazines as a drug class with high 

potential for antimicrobial activity. These drugs are used to treat pathologies of non-infectious 

aetiology, however they alter cell permeability and show to have broad spectrum antimicrobial 

activity (Kristiansen and Amaral 1997). 

 A study developed with 253 bacterial strains, being 72 Gram-positive and 181 Gram-

negative, has shown that amitriptyline exerted antibacterial activity both against Gram-positive 

and Gram-negative strains, with MIC 25 μg/mL for 28 strains, 50 μg/mL for 16 strains, 100 

μg/mL for 55 strains, 200 μg/mL for 86 strains, and 68 strains with MIC higher than 200μg/mL 

(Mandal et al. 2010). These results were lower than the results found in our study, especially 

when compared to the MICs of amitriptyline obtained in the strains of Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 (MIC 64μg/mL), Micrococcus luteus ATCC 7468 (MIC 32μg/mL) 

and the clinical isolates Staphylococcus epidermidis-25 (MIC 64μg/mL) and Staphylococcus 

epidermidis-27 (MIC 32μg/mL) shown in Table 1. 
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 Muthukumar and colleagues have detected that amitriptyline inhibited the bacterial 

growth of both Gram-positive and Gram-negative bacteria, but the most considerable activity 

was evidenced in Gram-positive strains, where the MIC varied between 1–2 mg/mL possibly 

due to the accessibility to their cell wall (Muthukumar and Janakiraman 2014), which is less 

complex and has a thick layer of peptidoglycan. Thus, antibacterial activity could be associated 

to the inhibition of peptidoglycan synthesis that could lead to cell death (Yeo et al. 2013), 

corroborating our study in which the antibacterial activity of amitriptyline alone was better in 

the ATCC strains of Gram-positive microorganisms (Table 1). 

 The antibiotics used to achieve the synergic effect with amitriptyline were chosen 

through their clinical importance: ciprofloxacin and sulfametozaxol-trimethoprim are widely 

used broad spectrum antimicrobials and colistin, as a drug of choice for the treatment of MDR 

(Silva 2010; Naeem et al. 2016; Olaitan et al. 2016). In our study, the combination of 

amitriptyline with antibiotics showed better antibacterial activity against the tested strains when 

compared to its isolated activity. Moreover, it was possible to observe that Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 (MIC 64 µg/mL), Enterococcus faecalis ATCC 51299 (MIC 128 

µg/mL) and Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MIC 64 and 128 µg/mL) combined with the 

antibiotics ciprofloxacin and sulfamethoxazole-trimethoprim, the MIC was lower than 

amitriptyline alone, evidencing the occurrence of a synergistic effect of the combination of a 

non-antibiotic with an antibiotic drug. It was also possible to observe that the highest 

antibacterial activity occurred against the carbapenem-producer clinical isolates of Klebsiella 

pneumoniae. The combination of amitriptyline with colistin showed MIC 4 µg/mL against two 

isolates, Klebsiella pneumoniae-8 and Klebsiella pneumoniae-10, evidencing strong 

antibacterial activity (Table 3). Colistin represents a “last-resource” antibiotic in the treatment 

of acute infections caused by MDR Gram-negative microorganisms such as carbapenem-

resistant Acinetobacter, Pseudomonas, and Enterobacteriaceae (Olaitan et al. 2016). 
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The interpretation analysis of the effect of amitriptyline combination with the antibiotics 

through the FICI has shown the occurrence of synergism in two combinations with 

ciprofloxacin (FICI: 0,5 and 0,375), and two combinations with sulfamethoxazole-

trimethoprim (FICI: 0,375 and 0,3125) (Table 1). Moreover, when amitriptyline was associated 

with colistin (Table 3), the occurrence of six synergistic events was observed (FICI: 0,25; 0,25; 

0,25; 0,5; 0,25; 0,5). 

The statistical analysis has shown that amitriptyline interfered in the activity of E. 

faecalis ATCC 51299, S. aureus ATCC 25923, S. hominis-23, S. epidermidis- 32, 34, 38; S. 

haemolyticus- 36, K. pneumoniae-2, 12, 16, 17, 18 and 20, as shown in Figure 2. MIC values 

decreased significantly, leading us to assume that the association of amitriptyline with the 

studied antibiotics would be promising for therapeutic use, since its efficacy increased against 

standard strains as well as clinical isolates. 

The combinations of drugs are proposed as a way to fight the resistance of multi-

resistant microorganisms, enhance the spectrum of activity of antimicrobials and consequently 

trigger synergistic effects. A study has shown that drug combinations with non-antibiotics have 

become a relevant alternative to extend and increase the therapeutic efficacy of drugs against 

extensively drug-resistant microorganisms (XDR) such as Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella pneumonia (Schneideret al. 2017). They have also 

become a hope for the development of antimicrobials against resistant microorganisms, since 

they tend to decrease the side effects on the intestine microbiota (Ejim et al. 2011).  

It can be seen from the resistance profile (Table 5) that all clinical isolates are MDR 

strains, since they present resistance to most of the antibiotics used for testing, and in 13 strains 

were not sensitive to any antibiotic used tested. Also, 28 of the 40 clinical isolates are blood 
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samples from patients with septicemia admitted to the intensive care unit (ICU), 15 in the adult 

ICU and 25 in the newborn ICU. 

Furthermore, a variety of non-antibiotic drugs can kill microorganisms and decrease the 

MIC of antibiotics when associated with them in several cases of acute infections (Brown 

2015). In relation to bactericidal activity, amitriptyline was effective when associated with 

ciprofloxacin (Table 2) and colistin (Table 3). In the MBC 64µg/mL, the combination of 

amitriptyline and ciprofloxacin was able to kill the microorganisms Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis-1 and Staphylococcus epidermidis-27; as for the 

isolates of Klebsiella pneumoniae-11 and Klebsiella pneumonia-15, the concentration was 16 

µg/mL, evidencing a bactericidal synergistic effect on both microorganisms. 

Thus, the tolerance level of amitriptyline has been verified through the MBC/MIC ratio 

that reflects the bactericidal capacity of the analysed compound, which can be interpreted as 

bacteriostatic when ≥ 16, and bactericidal when ≤ 4. Bactericidal agents are characterized for 

killing total microbes, whereas bacteriostatic agents simply inhibit bacterial growth (Das et al. 

2016). In our study, amitriptyline performed as a bactericidal agent against both ATCC strains 

and MDR clinical isolates (Table 4). 

Furthermore, in this study we sought to investigate whether amitriptyline was able to 

cleave plasmid DNA (pUc18), and the cleavage occurred in concentrations 3,75mM and 

1,875mM in pH 7,4 at 50°C (Figure 3). It did not occur in the lowest concentration (0,375mM), 

as well as in the concentrations at 37°C, and in this case, it caused cell damage to the DNA. 

DNA cleavage is a vital process in all living systems, and for this reason, several drugs can 

cause long-lasting damage to the cell DNA. The cleavage capacity of a drug can occur in three 

ways: DNA hydrolysis, photochemical cleavage and oxidative cleavage. Cisplatin, an 

oncological drug derived from platin, is a classic example of DNA and cleavage agent linkage, 
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where the damaged DNA triggers the repair mechanism of DNA leading to cell apoptosis 

(Gowda et al. 2014). 

4. Conclusion: 

The results obtained in the present study allow us to infer that amitriptyline showed 

significant antibacterial activity, and may be related to its chemical structure containing two 

benzene rings and its similarity to the structure of phenothiazines that can provide modification 

in the cellular permeability of bacteria. However, when associated to the antibiotics 

ciprofloxacin, sulfamethoxazole-trimethoprim and colistin, amitriptyline showed the highest 

activity, especially with colistin. Thus, the synergistic effect observed of a non-antibiotic with 

an antibiotic drug can be promising to treat MDR, allowing us to suggest this association as an 

option for drug repositioning. Nevertheless, additional studies are still necessary to understand 

the probable mechanisms of action involved in this association as well as its toxicity, among 

other effects, for its safe use and application in clinical practice. 
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Table 1: Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of amitriptyline, ciprofloxacin and sulfamethoxazole- 

trimethoprim, and Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) and its associations against standard strains 

and clinical MDR isolates. 

Bacterial Strains MIC (µg/mL) 

Bacterial Strains ATCC AMI CIP AMI+CIP FICI ST AMI+ST FICI 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 512 1 128 128,25 256 128 0,75 

Escherichia coli ATCC 35218 128 1 128 129 8 128 17 

Escherichia coli ATCC 25922 128 0,25 128 513 1 128 129 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 128 0,5 128 257 4 128 33 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 64 512 128 2,25 1024 64 1,0625 

Enterococcus faecalis ATCC 51299 512 512 128 0,5 1024 128 0,375 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 512 1 128 128,05 1 128 128,25 

Bacillus cereus ATCC 14579 128 2 128 65 32 128 5 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 128 4 128 33 1 128 129 

Micrococcus luteus ATCC 7468 32 64 128 6 256 512 18 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 512 256 64 0,375 256 128 0,75 

Clinical isolates  

Klebsiella pneumoniae- 1 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 2 512 512 256 1 512 512 2 

Klebsiella pneumoniae-  3 256 512 128 0,75 512 128 0,75 

Klebsiella pneumoniae- 4 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 5 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 6 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 7 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 8 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 9 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 10 256 512 256 1,5 512 256 1,5 
Klebsiella pneumoniae- 11 512 512 256 1 512 512 2 

Klebsiella pneumoniae- 12 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 13 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 14 512 512 256 1 512 256 1 

Klebsiella pneumoniae- 15 512 512 256 1 512 512 2 

Staphylococcus epidermidis- 16 128 256 64 0,75 256 128 1,5 

Staphylococcus haemolyticus- 17 128 256 128 1,5 512 512 5 

Staphylococcus epidermidis- 18 128 512 64 0,625 512 64 0,625 

Staphylococcus haemolyticus –19 128 512 128 1,25 512 128 1,25 

Staphylococcus epidermidis- 20 128 256 128 1,5 512 128 1,25 

Staphylococcus hominis- 21 128 512 64 0,625 512 64 0,625 
Staphylococcus epidermidis- 22 128 256 256 3 512 256 2,5 

Staphylococcus hominis- 23 128 256 64 0,75 512 32 0,3125 

Staphylococcus epidermidis- 24 128 512 128 1,25 512 128 1,25 

Staphylococcus epidermidis- 25 64 256 64 1,25 512 64 1,125 

Staphylococcus epidermidis- 26 128 256 128 1,5 512 128 1,25 

Staphylococcus epidermidis- 27 32 256 16 0,5625 512 16 0,53125 

Staphylococcus epidermidis- 28 512 512 256 1 512 256 1 

Staphylococcus haemolyticus -29 256 512 128 0,75 128 256 3 

Staphylococcus epidermidis- 30 512 512 256 1 512 256 1 

Staphylococcus haemolyticus –31 128 256 128 1,5 512 64 0,625 

Staphylococcus epidermidis- 32 512 512 128 0,5 256 256 1,5 

Staphylococcus hominis- 33 256 512 128 0,75 256 128 1 
Staphylococcus epidermidis- 34 512 256 128 0,75 512 128 0,5 

Staphylococcus hominis- 35 512 512 256 1 512 256 1 

Staphylococcus haemolyticus –36 512 512 128 0,5 512 128 0,5 

Staphylococcus haemolyticus –37 256 512 256 1,5 512 256 1,5 

Staphylococcus epidermidis- 38 512 128 128 1,25 512 128 0,5 

Staphylococcus epidermidis- 39 128 512 128 1,25 512 128 1,25 

Staphylococcus epidermidis- 40 256 512 128 0,75 512 256 1,5 

AMI, amitriptyline; CIP, ciprofloxacin; ST, sulfamethoxazole-trimethoprim; AMI+CIP, combination of 

amitriptyline and ciprofloxacin; AMI+ST, combination of amitriptyline and sulfamethoxazole-trimethoprim; FICI, 

Index of Fractional Inhibitory Concentration; MDR, multidrug-resistant clinical isolates. 
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Table 2: Minimum Bactericidal Concentrations (MBC) of amitriptyline, ciprofloxacin and sulfamethoxazole- 

trimethoprim and their associations against standard strains and clinical MDR isolates. 

Bacterial Strains MBC (µg/mL) 

Bacterial Strains ATCC AMI CIP AMI+CIP ST AMI+ST 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - 1 256 256 256 

Escherichia coli ATCC 35218 512 >512 256 >512 256 

Escherichia coli ATCC 25922 512 2 128 >512 >512 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 256 1 256 >512 256 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 512 >512 256 >1024 256 

Enterococcus faecalis ATCC 51299 - >512 128 >1024 256 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - >512 128 >512 512 

Bacillus cereus ATCC 14579 - 1 256 >512 512 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 256 >512 256 >512 256 

Micrococcus luteus ATCC 7468 512 >512 512 >512 >512 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - >512 64 >512 256 

Clinical isolates      

Klebsiella pneumoniae- 1 >512 >512 >512 - >512 

Klebsiella pneumoniae- 2 - - 512 - >512 

Klebsiella pneumoniae- 3 512 >512 512 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 4 >512 - 512 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 5 >512 - 512 - >512 

Klebsiella pneumoniae- 6 512 - >512 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 7 512 - 256 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 8 >512 - 512 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 9 >512 - 512 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 10 512 - 512 - >512 

Klebsiella pneumoniae- 11 - >512 512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 12 >512 >512 512 - >512 

Klebsiella pneumoniae- 13 >512 - 512 - 512 

Klebsiella pneumoniae- 14 >512 - 512 - >512 

Klebsiella pneumoniae- 15 >512 - 256 - - 

Staphylococcus epidermidis- 16 128 >512 64 >512 128 

Staphylococcus haemolyticus- 17 256 >512 256 - 256 

Staphylococcus epidermidis- 18 128 >512 128 >512 256 

Staphylococcus haemolyticus –19 256 >512 128 >512 128 

Staphylococcus epidermidis- 20 128 >512 256 >512 512 

Staphylococcus hominis- 21 256 512 128 >512 128 

Staphylococcus epidermidis- 22 256 >512 256 >512 256 

Staphylococcus hominis- 23 256 >512 256 - 256 

Staphylococcus epidermidis- 24 256 >512 128 >512 128 

Staphylococcus epidermidis- 25 128 >512 128 - 256 

Staphylococcus epidermidis- 26 256 >512 256 >512 256 

Staphylococcus epidermidis- 27 128 >512 64 >512 128 

Staphylococcus epidermidis- 28 512 512 512 512 512 

Staphylococcus haemolyticus –29 512 - 512 >512 >512 

Staphylococcus epidermidis- 30 512 - 512 - 512 

Staphylococcus haemolyticus –31 256 >512 256 >512 256 

Staphylococcus epidermidis- 32 512 - 512 >512 >512 

Staphylococcus hominis- 33 >512 - 128 >512 256 

Staphylococcus epidermidis- 34 256 >512 512 >512 >512 

Staphylococcus hominis- 35 512 >512 >512 >512 >512 

Staphylococcus haemolyticus –36 512 >512 >512 >512 >512 
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Staphylococcus haemolyticus –37 >512 >512 >512 - >512 

Staphylococcus epidermidis- 38 >512 512 >512 >512 >512 

Staphylococcus epidermidis- 39 512 >512 >512 >512 512 

Staphylococcus epidermidis- 40 >512 >512 >512 >512 >512 

AMI, amitriptyline; CIP, ciprofloxacin; ST, sulfamethoxazole-trimethoprim; AMI+CIP, combination of 

amitriptyline and ciprofloxacin; AMI+ST, combination of amitriptyline and sulfamethoxazole-trimethoprim; 

MDR, multidrug-resistant clinical isolates. 

Prepared by the author, 2019. 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 



54 
 

Table 3- Minimum inhibitory concentrations (MIC) of amitriptyline, alone and in combination with colistin against 

clinical isolates MDR and FICI and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). 

Bacterial Strains MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) 

Clinical isolates AMI COL AMI+COL FICI AMI COL AMI+COL 

Klebsiella pneumoniae- 2 512 512 64 0,25 - - 128 

Klebsiella pneumoniae- 3 256 256 256 1,5 512 - 256 

Klebsiella pneumoniae- 4 512 512 16 1,03 >512 16 64 

Klebsiella pneumoniae- 6 512 512 16 0,53 512 32 32 

Klebsiella pneumoniae- 7 512 512 16 0,53 512 32 32 

Klebsiella pneumoniae- 8 512 512 4 1 >512 64 64 

Klebsiella pneumoniae- 9 512 512 32 1,06 >512 32 64 

Klebsiella pneumoniae- 10 256 256 4 1,01 512 64 128 

Klebsiella pneumoniae- 11 512 512 16 1,03 - 64 16 

Klebsiella pneumoniae- 12 512 512 64 0,25 >512 - 256 

Klebsiella pneumoniae- 13 512 512 8 1,01 >512 8 32 

Klebsiella pneumoniae- 14 512 512 16 1,03 >512 32 32 

Klebsiella pneumoniae- 15 512 512 8 1,01 >512 16 16 

Klebsiella pneumoniae- 16 512 512 64 0,25 - - >512 

Klebsiella pneumoniae- 17 512 512 128 0,5 - - 128 

Klebsiella pneumoniae- 18 512 512 64 0,25 - - 64 

Klebsiella pneumoniae- 19 512 512 128 0,5 - - 128 

AMI, amitriptyline; COL, colistin; AMI+COL, combination of amitriptyline and colistin; FICI, Index of 

Fractional Inhibitory Concentration; MDR, multidrug-resistant clinical isolates. 

Prepared by the author, 2019. 
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Table 4 - Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and 

determination of tolerability level (CBM / MIC) of amitriptyline against standard strains and clinical isolates. 

Bacterial Strains MIC AMI 

(µg/mL) 

MBC AMI 

(µg/mL) 

Tolerance index 

(MBC/MIC) 

Interpretation 

Bacterial Strains ATCC 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 512 - - - 

Escherichia coli ATCC 35218 128 512 4 Bactericidal 

Escherichia coli ATCC 25922 128 512 4 Bactericidal 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 64 512 - - 

Enterococcus faecalis ATCC 51299 512 - - - 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 512 - - - 

Bacillus cereus ATCC 14579 128 - - - 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 128 256 2 Bactericidal 

Micrococcus luteus ATCC 7468 32 512 16 Bacteriostatic 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 512 - - - 

Clinical isolates  

Klebsiella pneumoniae- 1 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 2 512 - - - 

Klebsiella pneumoniae- 3 256 512 2 Bactericidal 

Klebsiella pneumoniae- 4 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 5 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 6 512 512 1 Bactericidal 

Klebsiella pneumoniae- 7 512 512 1 Bactericidal 
Klebsiella pneumoniae- 8 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 9 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 10 256 512 2 Bactericidal 

Klebsiella pneumoniae- 11 512 - - - 

Klebsiella pneumoniae- 12 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 13 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 14 512 >512 - - 

Klebsiella pneumoniae- 15 512 >512 - - 

Staphylococcus epidermidis- 16 128 128 1 Bactericidal 

Staphylococcus haemolyticus- 17 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 18 128 128 1 Bactericidal 

Staphylococcus haemolyticus - 19 128 256 2 Bactericidal 
Staphylococcus epidermidis- 20 128 128 1 Bactericidal 

Staphylococcus hominis- 21 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 22 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus hominis- 23 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 24 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 25 64 128 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 26 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 27 32 128 4 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 28 512 512 1 Bactericidal 

Staphylococcus haemolyticus - 29 256 512 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 30 512 512 1 Bactericidal 
Staphylococcus haemolyticus - 31 128 256 2 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 32 512 512 1 Bactericidal 

Staphylococcus hominis- 33 256 >512 - - 

Staphylococcus epidermidis- 34 512 256 0,5 Bactericidal 

Staphylococcus hominis- 35 512 512 1 Bactericidal 

Staphylococcus haemolyticus –36 512 512 1 Bactericidal 

Staphylococcus haemolyticus –37 256 >512 - - 

Staphylococcus epidermidis- 38 512 >512 - - 

Staphylococcus epidermidis- 39 128 512 4 Bactericidal 

Staphylococcus epidermidis- 40 256 >512 - - 

Prepared by the author, 2019. 
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Table 5-Resistance profile of clinical isolates of KPC and SCoN. 

Clinical isolates Clinical 

Material 

 

 

 

Sensitivity Resistance 

Klebsiella pneumoniae-1 Stool AMI, COL, GEN, POL, TOB AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFTA, CEFU, 

CEFTR, CIP, ERT, IMI, MER, PIP/TAZ, TIG 

Klebsiella pneumoniae-2 Rectal swab AMI, COL AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFTA, CEFU, 

CEFTR, CIP, GEN, ERT, IMI, MER, PIP/TAZ, 

TIG Klebsiella pneumoniae-3 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-4 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-5 Blood Not sensitive to any antibiotic AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ Klebsiella pneumoniae-6 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-7 Tracheal 

secretion 

 

Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-8 Blood Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-9 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-10 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-11 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-12 Abdominal 

fluid 

Not sensitive to any antibiotic AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-13 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-14 Rectal swab Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, AMP, CEFE, CEFU, CEFTA, 

CEFTR, CIP, COL, GEN, ERT, IMI, MER, 

PIP/TAZ, TIG Klebsiella pneumoniae-15 Blood Not sensitive to any antibiotic AMI, AMP/SUL, CEFE, CEFTA, CEFTR, CIP, 

COL, GEN, ERT, IMI, MER, PIP/TAZ, TIG 

Staphylococcusepidermidis- 16 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushaemolyticus- 17 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 18 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushaemolyticus – 19 Blood LNZ, TIG, VAN  CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 20 Blood LNZ, TEI, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushominis- 21 Blood LNZ, TEI, TIG, VAN CLI, ERY, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 22 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushominis- 23 Blood LNZ, TEI, TIG, VAN CLI, ERY, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 24 Blood LNZ, SUT, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN 

Staphylococcusepidermidis- 25 Blood LNZ, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 26 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 27 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 28 Blood GEN, LNZ, TEI, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushaemolyticus -29 Blood CLI, LNZ, TEI, TIG, VAN CIP, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 
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Staphylococcusepidermidis- 30 Blood CLI, ERY, LNZ, TEI, TIG, 

VAN 

CIP, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushaemolyticus – 31 Blood CIP, LNZ, NOR, SUT, TEI, 

TIG, VAN 

CLI, ERY, OXA, PEN 

Staphylococcusepidermidis- 32 Blood CIP, LNZ, NOR, SUT, TIG, 

VAN 

CLI, ERY, GEN, OXA, PEN 

Staphylococcushominis- 33 Blood GEN, LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 34 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushominis- 35 Blood GEN, LNZ, TEI, TIG, VAN CLI, ERY, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcushaemolyticus – 36 Blood CLI, LNZ, SUT, TEI, TIG, 

VAN 

CIP, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN 

Staphylococcushaemolyticus – 37 Blood CLI, LNZ, SUT, TEI, TIG, 

VAN 

CIP, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN 

Staphylococcusepidermidis- 38 Blood CLI, ERY, LNZ, TEI, TIG, 

VAN 

CIP, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 39 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

Staphylococcusepidermidis- 40 Blood LNZ, TIG, VAN CIP, CLI, ERY, GEN, NOR, OXA, PEN, SUT 

AMI, amikacin; AMP / SUL, ampicillin - sulbactam; AMP, ampicillin; CEFE, cefepime; CEFU, cefuroxime; CEFTA, ceftazidime; CEFTR, 

ceftriaxone; CIP, ciprofloxacin; CLI, clindamycin; COL, colistin; GEN, gentamycin; ERI, erythromycin; ERT, ertapenem; IMI, imipenem; 

LNZ, linezolid; MER, meropenem; NOR, norfloxacin; OXA, oxacillin; PEN, penicillin; PIP / TAZ, piperacillin - tazobactam; POL, 

polymyxin B; SUT, sulfamethoxazole - trimethoprim; TEI, teicoplanin; TIG, tigecycline; VAN, vancomycin. 

Prepared by the author, 2019. 
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Figure 1. Chemical structure of amitriptyline. 

 

Source: Adapted from Duarte EH, Gorla FA, Sartori ER et al, 2014. 
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Figure 2. Comparison of amitriptyline in combination with ciprofloxacin, sulfamethoxazole-trimethoprim and 

colistin in standard ATCC strains and clinical isolates MDR. 
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Prepared by the author, 2019. 
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Figure 3. Agarose gel with amitriptyline showing a cleavage of plasmid DNA. 

 

Prepared by the author, 2019. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

A gravidade do problema de resistência bacteriana e cancerígena, e a sua preocupante 

ameaça a saúde pública mundial, representam um estímulo para o estudo do reposicionameto 

drogas. Com isso, primeiramente, foi realizada uma revisão bibliográfica sobre o 

redirecionamento de fármacos, buscando suas vantagens e pesquisas já elucidadas para a prática 

clínica. A partir disso, buscou-se investigar a atividade biológica in vitro e a capacidade de 

clivar o DNA plasmidial da amitriptilina, um ADT muito utilizado para diversas patologias. 

Inicialmente, verificou-se a atividade antibacteriana através da determinação da CIM da 

amitriptilina isolada. A presença de atividade antibacteriana frente a algumas cepas ATCC e 

isolados clínicos MDR levou à investigação do sinergismo de fármacos, com antibióticos já 

utilizados na prática clínica. Obtivemos um aumento signicativo na atividade antibacteriana da 

amitriptilina associada aos antibióticos ciprofloxacino, sulfametoxazol-trimetropima e 

colistina. Apresentou melhor atividade associada à colistina frente a isolados clínicos 

provenientes do HUSM de pacientes com KPC. Este cenário nos motivou na pesquisa, levando-

nos a verificar e a comprovar a capacidade de clivagem do DNA da amitriptilina, como 

potencial mecanismo.  

O reaproveitamento de drogas não antibióticos já empregadas na clínica tem sido 

utilizado na busca de efeitos antibióticos eficazes e como uma alternativa para o tratamento de 

infecções graves (ASHBUM; THOR, 2004; PALIT; MANDAL; MANDAL, 2013). A atividade 

antibacteriana dos medicamentos chamados, não-antibióticos, esta relacionada com a presença 

de anéis benzênico em sua estrutura (KRISTIANSEN; AMARAL, 1997; MUTHUKUMAR; 

JANAKIRAMAN, 2014). Quando usados associados a antimicrobianos, estas combinações 

trazem vantagens ao tratamento de doenças infecciosas, como o aumento da atividade 

antibacteriana, aumento do espectro de ação, diminuição da resistência bacteriana e uso 

moderado de antibióticos (KRISTIANSEN; AMARAL, 1997; EJIM et al., 2011; ZHENG; 

SUN; SIMEONO, 2018). 

A prática do reposicionamento de fármacos é vantajosa, reduz os custos de 

desenvolvimento da droga, diminui o tempo de introdução no mercado, diminui os riscos 

relacionados a farmacologia, porque estes aspectos já são completamente elucidados pelo 

laboratório que desenvolveu o fármaco.  Estudo mostra que o reposicionamento de drogas é 

responsável por aproximadamente 30% dos novos medicamentos e vacinas aprovados pela 

Food and Drug Administration (FDA) nos últimos anos (JIN; WONG, 2014). 

Um medicamento reposicionado não precisa dos seis a nove anos iniciais comumente 

necessários para o desenvolvimento de novos medicamentos, pois vai diretamente para testes 
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pré-clínicos e ensaios clínicos, reduzindo assim o risco e os custos da pesquisa (ASHBURN, 

THOR, 2004). As taxas de compostos reaproveitados que chegam ao mercado são 25% da Fase 

II e 65% dos ensaios clínicos de Fase III (AGRAWAL, 2015). 

Os estudos de redirecionamento de drogas precisam ser solidamente fundamentados no 

conhecimento prévio do medicamento e nas informações disponíveis sobre a patologia 

indicada, pois estas complexidades determinam em grande parte, as taxas de sucesso do 

reposicionamento de drogas (JIN; WONG, 2014). 

Alguns medicamentos possuem usos distintos daqueles que naturalmente foram 

identificados e servem como alternativa no tratamento de muitas doenças. São exemplos de 

fármacos reposicionados, a talidomida, originalmente utilizada no tratamento de náusea na 

gravidez, foi aprovada pelo FDA para o tratameno do mieloma múltiplo; o ácido zoledrônico, 

utilizado no tratamento de osteoporose foi aprovado para o tratamento de doença óssea 

metastática; o metotrexato, indicado para tratamento da leucemia, teve efeito antitumoral em 

vários tipos de malignidade, como osteossarcoma, linfoma Hodgkin; a bleomicina, indicado 

como antibiótico apresentou efeito nos linfomas de Hodgkin, câncer de pulmão, entre outros; o 

everolimo, um imunossupressor aprovado para tumores pancreático e neuroendócrino; a 

gencitabina, um antiviral utilizado para tratamento do câncer de mama, pulmão não pequenas 

células, pâncreas e ovários; entre outros (MEYER et al.,1950; MACKIEWICZ-WYSOCKA et 

al., 2012; GUPTA et al., 2013). 

Diante disso, a amitriptilina é considerada uma alternativa ao reposicionamento de 

drogas por apresentar em sua estrutura, dois anéis benzeno o que lhe confere atividade 

antibacteriana e por ter clivado o DNA plasmidial inserido em cepa de Escherichia coli (puC 

18) através da técnica da lise alcalina, atividade esta que justifica-se pela molécula ser 

considerada pequena e por apresentar grupamento metil  em sua estrutura química. 
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5. CONCLUSÃO 

 A amitriptilina apresentou atividade antibacteriana in vitro frente a cepas ATCC e 

isolados clínicos de pacientes do HUSM. Sua atividade mais pronunciada de forma 

isolada através da concentração inibitória mínima foi frente a microrganismos Gram-

positivo, como por exemplo, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (CIM: 64 

µg/mL), Micrococcus luteus ATCC 7468 (CIM: 32µg/mL) e nos isolados clínicos de 

Staphylococcus epidermidis 25 e 27 (CIM: 64 e 32µg/mL respectivamente).  

 Em relação a concentração bactericida mínima, a amitriptilina mostrou-se capaz de 

matar o microrganismo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CBM: 64µg/mL) e nos 

isolados clínicos de Staphylococcus epidermidis 16 e 27 (CBM:64µg/mL em ambos) 

somente quando associada ao ciprofloxacino. 

 Na avaliação da atividade da amitriptilina associada a antibióticos, houve efeito 

sinérgico com ciprofloxacino frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 

(CIM:64µg/mL), Enterococcus faecalis ATCC 51299 (CIM:128µg/mL) e nos isolados 

clínicos de Klebsiella pneumoniae 3 (CIM:128µg/mL), Staphylococcus epidermidis 16, 

18, 25, 27, 32 e 34 (CIM: 64, 64, 64, 16, 128 e 128µg/mL respectivamente). Quando 

associada a sulfametoxazol-trimetoprima, a amitriptilina apresentou sinergismo frente 

a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (CIM:64µg/mL), Enterococcus faecalis 

ATCC 51229 (CIM:128µg/mL) e aos isolados de Klebsiella pneumoniae 3 

(CIM:128µg/mL), Staphylococcus epidermidis 18, 25, 27,34 e 38 (CIM:64, 64, 16, 128 

e 128 respectivamente). Já nas cepas de KPC houve significativo efeito sinérgico na 

maioria dos isolados clínicos, variando a CIM de 4 a 128µg/mL.  

 Em relação ao Índice da Concentração Inibitória Fracionada (FICI) houve sinergismo 

em quinze combinações da amitriptilina com os antibióticos estudados, onde o FICI foi 

menor que 0,5. 

 O nível de tolerância demonstrou que a amitriptilina apresentou atividade bactericida 

frente a maioria das cepas estudadas. 

 A amitriptilina também mostrou-se capaz de clivar o DNA plasmidial nas concentrações 

de 3,75mM e 1,875mM em pH 7,4 a 50°C.  

 Sendo assim, propomos a amitriptilina como uma opção promissora para o tratamento 

de infecções MDR, pois demonstrou significativa atividade antibacteriana frente a 

microrganismos multirresistentes utilizados nesse estudo quando associada a 

antibióticos já usados na clínica, principalmente com a colistina, onde apresentou 
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melhor atividade. Sugerimos que essa atividade pode estar relacionada à sua estrutura 

química, pois apresenta dois anéis benzeno, sendo similar aos fenotiazídicos, 

precursores do reposicionamento de fármacos. Com tudo, estudos complementares são 

necessários para entender os possíveis mecanismos de ação, toxicidade, efeitos in vivo, 

entre outros, para que tenha segurança e eficácia tornando-se útil na clínica.  
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ANEXOS 

ANEXO A- TÉCNICA PARA A DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTIBACTERIANA ATRAVÉS DA CIM E CBM. 
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1. TÉCNICA DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO 
 Concentração de bactérias preconizada no CLSI: 5 x 105 UFC/mL 

 Concentração inicial do composto: 5120 µg/mL 

 Volume final em cada poço: 200 L 

 Bactérias por poço: 1 x 105 UFC 

Diluição do Composto Químico (CQ) 

1. Pesar o Composto Químico e dissolver como recomendado: 5120 µg/mL (concentração 

inicial requerida pelo CLSI) 

0,00512 g = 5,12 mg = 5120 µg 

2. Pipetar 180 L de caldo MH nos primeiros poços (P1) da microplaca e 100l nos 10 

poços seguintes (P2 a P11); 

3. Adicionar 20 L do CQ diluído nos primeiros poços (P1) da microplaca (180 L + 20 

L = dilui 1:10 o CQ = 512 g/mL).  

4. Deve-se homogeinizar com a pipeta multicanal no primeiro estágio (10 vezes) e 

transferir 100 L destes para os poços seguintes (P2) e assim sucessivamente, até o 110 

poço da microplaca (P11), sendo que os últimos 100 L devem ser descartados (faz-se 

11 diluições). 

5. Os seguintes controles devem ser empregados: 

 Controle do Composto Químico (CCQ): serve para descartar uma possível 

contaminação do composto e facilitar a leitura visual da CIM. Deve-se pipetar 180 L 

de CaldoMH e adicionar 20 L do CQ diluído, homogeneizar, diluir em série e 

desprezar 100 L no final. A seguir, deve-se adicionar 100 L de CaldoMH puro em 

cada poço. 

 Controle do crescimento (C+): avaliar a qualidade do inóculo e fornecer um padrão de 

crescimento na avaliação visual da CIM. Deve-se pipetar 100 L de Caldo MH + 100 

L de inóculo. 

 Controle negativo (C-): descartar contaminação do Caldo MH. Deve-se pipetar 200 L 

de Caldo MH puro. 

 

Diluição das Bactérias 

1. Preparar um tubo de ensaio estéril com tampa contendo solução salina estéril (4 mL) 

e inoculá-lo com a cepa bacteriana crescida em TSA (overnight) a fim de obter turvação 

visual equivalente à escala 0,5 de McFarland. Inocular colônias bacterianas de ± mesmo 

tamanho, morfologia e cor. 

2. Homogeneizar, verificar a turvação visualmente e ler a absorbância da solução no 

espectrofotômetro em comprimento de onda de 625 nm.  

3. A turvação padrão da escala 0,5 de McFarland possui aproximadamente 1 x 108 

UFC/mL. Para chegar a este valor, a leitura da turvação deverá ficar entre 0,08 a 0,10 

de absorbância. Caso a leitura seja inferior ou superior a essa faixa, prepara-se um novo 

inóculo. 

4. Quando alcançada a turvação padrão, deve-se preparar o inóculo bacteriano que será 

semeado nas placas. Este pode ser utilizado apenas 15 minutos após a sua preparação.  
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5. Pipeta-se 40 L (0,04 mL) da solução com turvação padrão 0,5 de McFarland (inóculo 

inicial) e transfere-se para um tubo de inóculo estéril contendo 3960 L (3,96 mL) de 

caldo Mueller Hinton estéril, totalizando 4 mL de inóculo final. Dessa maneira, dilui-

se o inóculo inicial 100 vezes, ou seja, de 1 x 108 UFC/mL para 1 x 10 6 UFC/mL (1:100 

 4000 : 40 = 100).  

6. Devem ser adicionados exatamente 100 L do inóculo final (1 x 106 UFC/mL)nos 

poços teste e C +, os quais já conterão 100 L de Caldo MH pipetado anteriormente. 

Dessa forma, dilui-se o inóculo 1:2, ficando 0,5 x 106 UFC/mL (5 x 10 5 UFC/mL ou 

em 200 L tenho 1 x 105 UFC por poço).  

5 x 105 UFC= 1 mL 

 x = 0,2 mL 

  x = 1 x 105 UFC por poço 

 

 

1) Resumo dos principais passos: 

 Pipetar primeiro o caldo em todos os poços com a pipeta multicanal; 

 Fazer a diluição em série nos poços teste e CCQ 

 Pipetar 100 L de Caldo MH puro nos C - e CCQ 

 Preparar o inóculo bacteriano 

 Pipetar 100 L do inóculo final nos poços teste e C + 

 Colocar as placas na estufa a 35 ± 2 ºC e ler o resultado da CIM após 20 horas de 

incubação. 

 

2) Deve-se realizar o teste em triplicata para cada composto e para cada cepa 

bacteriana. 
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ANEXO B: FÓRMULA PARA CALCULAR O ÍNDICE DE CONCENTRAÇÃO 

INIBITÓRIA FRACIONADA (FICI), SEGUNDO ODDS, 2003. 

 

 

Elaborado pelo autor, 2019. 
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ANEXO C: FÓRMULA PARA CALCULAR O NÍVEL DE TOLERÂNCIA, SEGUNDO 

DAS E COLABORADORES, 2016. 

 

 

Elaborado pelo autor, 2019. 
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ANEXO D: TÉCNICA PARA REALIZAÇÃO DA CLIVAGEM DO DNA 

PLASMIDIAL. 

 

 

 

 

 

 

PROTOCOLOS EXTRAÇÃO E 

ANÁLISE DO DNA 

PLASMIDIAL 
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CLIVAGEM DO DNA PLASMIDIAL 

 

A extração do DNA plasmidial pUC18 foi efetuada utilizando a técnica da lise 

alcalina (“large-scale preparartion of plasmid DNA”), do livro de protocolos de Ausubel e 

colaboradores (AUSUBEL et al., 2003). 

 

  

ENSAIO SCREENING DE CLIVAGEM DO DNA PLASMIDIAL: 

  

1º DIA 

1) O primeiro passo é diluir os compostos químicos testes de acordo com a sua solubilidade em 

etanol ou água (geralmente 1 mL de etanol + 1 mL de água, ou 2 mL de etanol). 

2) Calculada a massa, pesa-se o composto em um eppendorf novo e estéril e procede-se a sua 

diluição na capela de fluxo vertical com auxilio de uma pipeta automática (utilizar a ponteira 

para macerar as partículas). 

3) A primeira diluição representa a solução estoque (SE) que contém 3,75 mM. A partir desta, 

preparam-se as soluções nas diluições de 1:2 (1,875 mM) e 1:10 (0,375 mM). 

 Solução 1:2, pipetar 100µL de SE + 50µL de água + 50µL de etanol. 

 Solução 1:10, pipetar 50µL de SE + 475µL de água + 475µL de etanol. 

4) Para o ensaio screening de clivagem, em um volume final de 21 μL, os seguintes reagentes 

foram adicionados em microtubos eppendorffs: 

Padrão: DNA plasmidial + água Milli Q a pH 6,5 (tampão Pipes) e pH 8,0 (tampão Tris HCl). 

Compostos: DNA plasmidial + diferentes concentrações dos compostos testados (3,75; 1,875 

e 0,375 mM), a pH 6,5 e 8,0 (tampões). 

 Tubo 1 à 2µL do DNA + 4µL do tampão + 15 µL de água Milli Q 

 Tubo 2 à 2µL do DNA + 4µL do tampão + 15 µL de SE 

 Tubo 3 à 2µL do DNA + 4µL do tampão + 15 µL diluição composto 1:2 

 Tubo 4 à 2µL do DNA + 4µL do tampão + 15 µL diluição composto 1:10 

OBS: Para facilitar a execução da técnica, pode-se fazer um pool de tampão + DNA plasmidial. 

Colocar em cada eppendorf que se vai incubar 6µL desse pool + 15µL de água, SE, 1:2 ou 1:10. 

5) Os eppendorfs serão preparados em duplicata e incubados em estufas a 37 e 50 ºC por 24 

horas. Antes de incubá-los vedá-los com parafilme. 

  

2º DIA 

6) Retirar os eppendorfs das estufas, adicionando na parede de cada eppendorf 4mL de loading 

buffer. 

7) Colocar os eppendorfs na centrífuga, esperar a velocidade alcançar 40 rpm e desligar em 

seguida. Retirar da centrífuga e aplicar o seu conteúdo nos poços do gel de agarose 0,8%. 
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8) A capacidade de clivagem do DNA plasmidial pelo composto teste será analisada por 

eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando tampão de corrida TBE 0,5X, com aplicação 

de uma voltagem de 50-70 V por 2-3 horas. 

9) As bandas do DNA plasmidial serão visualizadas em um transiluminador UV (312 nm), 

fotografadas utilizando uma câmera fotográfica digital e quantificadas usando o programa de 

computador Scion Image Beta 4.03 (Scion Corp). 

10) Através desta análise será possível verificar se o composto cliva o DNA plasmidial e 

analisar a temperatura(s) e pH(s) em que a clivagem ocorre.  

 


