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Resumo

Introdução: Reposicionamento de medicamentos refere-se à identificação de novos usos
terapêuticos para medicamentos já existentes, os quais possuem como característica a
capacidade de atuar em múltiplos alvos. Dessa forma, é constante a busca por novas
alternativas eficazes no tratamento de infecções bacterianas. Objetivo: Investigar a
atividade antibacteriana do antidepressivo fluoxetina isoladamente e combinado com
ciprofloxacino frente a uma cepa padrão e 15 isolados clínicos multidroga resistentes
(MDR) de Staphylococcus aureus. Resultado: Fluoxetina apresentou melhor atividade
antibacteriana que ciprofloxacino, além de ser, isoladamente, bactericida frente a todos
os isolados testados. Quando associada com ciprofloxacino, fluoxetina exibiu significativo
sinergismo frente aos isolados clínicos resistentes a ciprofloxacino. Conclusão: Os
resultados obtidos em nosso estudo evidenciam a promissora atividade antibacteriana
de fluoxetina, bem como a potencialização dessa atividade quando associada com
ciprofloxacino. A póxima etapa será a investigação da sua atividade in vivo, bem como os
mecanismos de ação desse medicamento frente bactérias MDR.

Introdução

O reposicionamento, também conhecido como redirecionamento, reaproveitamento, redescoberta
ou resgate de medicamentos, refere-se à identificação de novos usos terapêuticos para
medicamentos já existentes (ASHBURN; THOR, 2004; GELOSA et al., 2020; RASTELLI et al.,
2020), os quais possuem como característica a capacidade de atuar em múltiplos alvos (VOGT;
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MESTRES, 2010).

Visto como uma estratégia promissora, o reposicionamento ganhou interesse nos últimos
anos. Entre os fatores que enfraqueceram a pesquisa por novos medicamentos
antibacterianos, pode-se citar a demora em seu desenvolvimento e os padrões rígidos
para sua aprovação. Isso levou os cientistas a buscarem novas terapias eficazes como
abordagens alternativas (SPELLBERG; SRINIVASAN; CHAMBERS, 2016; MOREHEAD;
SCARBROUGH, 2018).

Como o reposicionamento elimina a fase inicial de desenvolvimento clínico, reduz-se
significativamente o tempo de elaboração do fármaco, bem como minimizam-se os efeitos
colaterais e os riscos de falha dos ensaios clínicos. Outra vantagem diz respeito aos perfis
farmacológicos e de segurança já conhecidos (PUSHPAKOM et al., 2019; XUE et al., 2018;
IHARA; SAITO, 2020).

Como alternativa ao desenvolvimento de novos medicamentos, o reposicionamento pode ser
empregado frente diversas patologias, como no tratamento de doenças infecciosas, visto que
as atuais terapias medicamentosas têm se tornado pouco eficazes e a pesquisa por novos
antimicrobianos vêm reduzindo drasticamente nas últimas décadas (ECDC, 2017; WHO, 2015;
ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).

O objetivo do presente estudo foi investigar a atividade antibacteriana do antidepressivo
fluoxetina isoladamente e em combinação com o antibacteriano ciprofloxacino, como
medicamento candidato ao reposicionamento. Os medicamentos foram avaliados frente a
uma cepa padrão de referência American Type Culture Collection (ATCC) e 15 isolados
clínicos multidroga resistentes (MDR) de Staphylococcus aureus. Para a avaliação da
atividade antibacteriana, determinou-se a concentração inibitória mínima (CIM),
concentração bactericida mínima (CBM) e o nível de tolerância dos medicamentos
analisados. A investigação do potencial sinérgico do antidepressivo com ciprofloxacino
foi realizada através do método Checkerboard e pela determinação dos índices de
concentração inibitória fracionada (FICI) dos medicamentos.

Metodologia

Medicamentos utilizados

Para obtenção da solução estoque, fluoxetina (Laboratório Teuto Brasileiro S/A, Anápolis,
GO, Brasil) foi dissolvida em etanol até a concentração de 512 µg mL-1, enquanto
ciprofloxacino (Cimed Indústria de medicamentos Ltda, Pouso Alegre, MG, Brasil) foi
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disperso em metanol até a 4096 µg mL-1. Para a comprovação da inexistência de atividade
inibitória dos solventes foram utilizados etanol e metanol à 10% em testes realizados
isoladamente. Na Figura 1 é possível observar as estruturas moleculares dos
medicamentos fluoxetina (1) e ciprofloxacino (2).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Avaliação da atividade antibacteriana

Cepas bacterianas

A avaliação da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente a uma cepa padrão de
referência da coleção ATCC e 15 isolados clínicos MDR obtidos de pacientes admitidos
de um hospital universitário. Tanto a cepa ATCC como os isolados clínicos eram de S.
aureus. Na Tabela 1, consta o perfil de resistência aos antibacterianos das cepas utilizadas
no estudo.
O critério de inclusão para os isolados clínicos foi a resistência a um ou mais
antimicrobianos pertencentes a três ou mais categorias testadas (MULANI et al., 2019),
caracterizando-os como cepas MDR.
A cepa padrão ATCC e os isolados clínicos MDR foram armazenadas em caldo Tryptic Soy
Broth (TSB) contendo 15% de glicerol armazenados a - 70 ºC.

Tabela 1 Perfil de resistência bacteriana da cepa padrão ATCC e dos isolados clínicos
MDR usados no estudo.

Cepas bacterianas
Perfil de resistência

Cepa padrão ATCC
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S. aureus 29213 -

Isolados clínicos MDR

S. aureus (1) Bem, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (2) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (3) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (4) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (5) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (6) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (7) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (8) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (9) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (10) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (11) Bem, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (12) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (13) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (14) Bem, Ery, Lvx, Oxa

S. aureus (15) Bem, Cli, Ery, Lvx, Oxa

ATCC, American Type Culture Collection; MDR, multidroga resistente

* Bem, benzilpenincilina; Cli, clindamicina; Ery, eritromicina; Lvx,
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levofloxacino; Oxa, oxacilina; (-) Não determinado

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM)

A CIM foi realizada utilizando-se o método de microdiluição em caldo, baseado no
documento M100-S26 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012).
Para controle e comparação, foi determinada a CIM do ciprofloxacino, antibacteriano
já utilizado na clínica. O inóculo bacteriano foi preparado em solução salina estéril,
apresentando concentração da suspensão bacteriana conforme a escala 0,5 de
McFarland, ou seja, 1,5 x 108 unidades formadoras de colônia/mL (UFC/mL). Em
microplacas de 96 poços contendo caldo Mueller Hinton, os medicamentos (0,5 a 4096
µg mL-1) e os inóculos bacterianos foram incubados em triplicata a 35 ± 2 °C por 24
horas. Após incubação, a CIM foi determinada por meio de leitura visual como a menor
concentração em que não houve crescimento bacteriano visível.
Determinação da concentração bactericida mínima (CBM)

A CBM foi realizada conforme o método descrito no documento M26-A do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (NCCLS, 1999). Após realização
da leitura visual da CIM, foram retirados aproximadamente 10 μL do conteúdo dos poços
onde não houve crescimento bacteriano visível e também do último poço onde houve
crescimento bacteriano visível (controle positivo). Esse volume foi semeado em placas
de Petri contendo ágar Mueller Hinton, sendo incubadas a 35 ± 2 °C durante 48 horas.
Após a incubação, a CBM foi determinada como a menor concentração em que não houve
crescimento do microrganismo.

Nível de tolerância
Os níveis de tolerância de fluoxetina frente à cepa padrão e aos isolados clínicos foram
determinados de acordo com método padrão descrito por Das et al. (2016), o qual se baseia
na utilização da fórmula descrita abaixo. A proporção CBM/CIM pode ser interpretada como
bacteriostático, caso seja ≥ 16, e bactericida se ≤ 4 (DAS et al., 2017).

Determinação da interação pelo método Checkerboard

Para a determinação da interação de fluoxetina em combinação com o
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antimicrobiano ciprofloxacino foi utilizado o método Checkerboard (LORIAN, 2005).

A partir dos valores obtidos na determinação da CIM, foram preparadas soluções
dos medicamentos teste de forma a obter concentrações sub-inibitórias. Dessa maneira,
primeiramente foram adicionados 100 μL do meio Mueller Hinton em cada poço da
microplaca estéril com fundo em forma de “U” e 50 μL do mesmo meio nos poços da
primeira coluna da placa. Após, 50 μL de fluoxetina foram diluídos da esquerda para
a direita de forma decrescente, com concentrações que variaram de 64 a 1,0 µg mL-1.
Posteriormente, 50 μL de ciprofloxacino (32 a 0,5 µg mL-1) foram adicionados em poços
específicos da placa. Por último, a cada orifício foram adicionados 50 μL do inóculo
bacteriano. As placas foram incubadas a 35± 2 ºC por 24 horas e posteriormente foi
realizada a leitura visual. A CIM da combinação foi determinada como a menor
concentração dos dois medicamentos em combinação capaz de inibir o crescimento do
microrganismo, sendo essa concentração utilizada para calcular o índice de concentração
inibitória fracionada (FICI).
Determinação do índice de concentração inibitória fracionada (FICI)

A interação entre os medicamentos fluoxetina e ciprofloxacino foi analisada
calculando-se o FICI, como pode ser observado abaixo, cuja interpretação foi classificada
como "sinérgico" (FICI ≤ 0,5), "sem interação" (FICI > 0,5 e ≤ 4,0) e "antagônico" (FICI >
4,0) (ODDS, 2003; KONATÉ et al., 2012).

Conceitos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), registrado sob o número 38850614.4.0000.5346, parecer
número 928.497.

O cadastro no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) foi registrado sob o número AE78E18 –UFSM.

Resultados
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Na Tabela 2 estão reportados os resultados de CIM e CBM obtidos para fluoxetina
e ciprofloxacino, quando testados isoladamente frente à cepa padrão ATCC e aos isolados
clínicos MDR.

Frente a cepa padrão S. aureus 29213, ciprofloxacino obteve atividade antibacteriana
(CIM = 4 µg mL-1) superior ao medicamento antidepressivo (CIM = 64 µg mL-1). Diante
dos resultados obtidos para a cepa padrão, optou-se por não avaliar a associação do
antidepressivo com ciprofloxacino, visto que a atividade antibacteriana desse antibiótico
isoladamente foi superior, conseguindo sozinho inibir a cepa com eficácia.

Já frente aos isolados clínicos MDR de S. aureus, fluoxetina apresentou atividade
antibacteriana superior ao medicamento antibacteriano padrão, demonstrando seu
potencial em ser utilizado em casos de doenças infecciosas graves. A atividade
antibacteriana promissora de fluoxetina também pode ser observada quando comparamos
os valores obtidos com ciprofloxacino, ou seja, enquanto os resultados de CIM de
fluoxetina variaram entre 32 e 512 µg mL-1, o antibiótico obteve valores de CIM variando
entre 512 e 4096 µg mL-1.

Analisando-se os valores de CBM obtidos, percebe-se que esses foram superiores
aos valores obtidos para CIM, resultado esperado, visto que que os medicamentos
apresentam maior dificuldade em matar as bactérias (interpretado como CBM) do que inibi-
las (interpretado como CIM).

Considerando-se o índice de tolerância, fluoxetina foi bactericida frente a todas as cepas
avaliadas, visto que os valores de CBM/CIM foram menores do que ≤ 4.

Tabela 2 Concentração inibitória mínima (CIM), concentração bactericida mínima (CBM),
nível de tolerância (CBM/CIM) e sua interpretação de fluoxetina e ciprofloxacino frente cepa
padrão e isolados clínicos MDR. Resultados de CIM e CBM expressos em µg mL-1

Cepas
bacterianas

CIP FX

Nível de
tolerância Interpretação

CIM CBM CIM CBMCepa padrão
ATCC
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S. aureus
29213 4 512 64 128 2 Bactericida

Isolados
clínicos MDR

S. aureus (1) 512 512 256 512 2 Bactericida

S. aureus (2) 512 4096 32 32 1 Bactericida

S. aureus (3) 1024 4096 512 512 1 Bactericida

S. aureus (4) 4096 4096 32 32 1 Bactericida

S. aureus (5) 512 1024 64 64 1 Bactericida

S. aureus (6) 512 4096 64 64 1 Bactericida

S. aureus (7) 4096 4096 32 64 2 Bactericida

S. aureus (8) 2048 4096 32 32 1 Bactericida

S. aureus (9) 2048 4096 64 64 1 Bactericida

S. aureus (10) 4096 4096 32 64 2 Bactericida

S. aureus (11) 4096 4096 64 128 2 Bactericida

S. aureus (12) 2048 4096 256 512 2 Bactericida

S. aureus (13) 4096 4096 128 128 1 Bactericida

S. aureus (14) 2048 2048 128 256 2 Bactericida

S. aureus (15) 1024 4096 32 32 1 Bactericida

ATCC, American Type Culture Collection; MDR, multidroga resistente; CIM,
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concentração inibitória minima; CBM, concentração bactericida minima; CIP,
ciprofloxacino; FX, fluoxetina

Quando fluoxetina e ciprofloxacino foram associados, utilizando o método Checkerboard,
notou-se uma redução significativa das concentrações de CIM dos medicamentos, como
pode ser observado na Tabela 3. Frente a maior parte dos isolados clínicos, a combinação
dos medicamentos diminuiu para 16 µg mL-1 de ciprofloxacino associados com 1 µg mL-1

de fluoxetina.

Com isso, os valores de FICI obtidos demonstram que frente a todos os isolados clínicos
MDR testados, houve sinergismo quando o antibiótico foi associado com o antidepressivo,
já que todos isolados (100%) apresentaram FICI < 0,5.

Tabela 3 Concentração inibitória mínima (CIM) de fluoxetina e ciprofloxacino, combinação
entre ciprofloxacino/fluoxetina, resultado de FICI e sua interação frente isolados clínicos
MDR. Resultados de CIM expressos em µg mL-1

Isolados clínicos
MDR CIM CIP CIM FX Combinação

CIP + FX FICI Interação

S. aureus (1) 512 256 16/1 0,03 Sinérgico

S. aureus (2) 512 32 8/1 0,05 Sinérgico

S. aureus (3) 1024 512 16/1 0,02 Sinérgico

S. aureus (4) 4096 32 16/1 0,03 Sinérgico

S. aureus (5) 512 64 8/1 0,03 Sinérgico

S. aureus (6) 512 64 16/1 0,05 Sinérgico

S. aureus (7) 4096 32 8/2 0,07 Sinérgico

S. aureus (8) 2048 32 16/1 0,04 Sinérgico

S. aureus (9) 2048 64 16/1 0,02 Sinérgico
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S. aureus (10) 4096 32 16/1 0,03 Sinérgico

S. aureus (11) 4096 64 8/1 0,02 Sinérgico

S. aureus (12) 2048 256 16/1 0,01 Sinérgico

S. aureus (13) 4096 128 16/1 0,01 Sinérgico

S. aureus (14) 2048 128 16/1 0,01 Sinérgico

S. aureus (15) 1024 32 16/1 0,05 Sinérgico

MDR, multidroga resistente; CIM, concentração inibitória minima; CIP,
ciprofloxacino; FX, fluoxetina

Discussão

Em nossos resultados, frente aos isolados clínicos MDR provenientes de um hospital
universitário, os valores de CIM de fluoxetina ficaram nas faixas de 32 a 512 µg mL-1, o que
se assemelha com os resultados de Munoz-Bellido e colaboradores (2000), que relataram
CIM frente a cepas de Corynebacterium spp. entre 8 e 32 µg mL-1.

Em outro estudo in vitro realizado por Sousa e colaboradores (2018), os pesquisadores
observaram atividade antibacteriana da fluoxetina frente a cepas de S. aureus (CIM de 256
e 102 µg mL-1), E. coli (CIM=102 µg mL-1) e P. aeruginosa (CIM=161 µg mL-1), dados
semelhantes aos encontrados em nosso estudo (CIM entre 32 e 512 µg mL-1) (DE SOUSA
et al., 2018).

Já Hadera e colaboradores (2018), em seus ensaios com fluoxetina, obtiveram resultados
significativos quando esse antidepressivo foi testado frente cepas padrão ATCC de E. coli
e S. aureus (zonas de inibição de 34 e 20 mm, respectivamente). Os autores sugerem que
o uso de fluoxetina como potencial antibacteriano seja promissor no tratamento de doenças
infecciosas causadas por microrganismos resistentes (HADERA et al., 2018).

A atividade antibacteriana demonstrada nos estudos relatados acima pode se dar através
da inibição da bomba de efluxo nas bactérias, já que esse é um dos fatores de resistência
mais relevantes nas últimas décadas (DE SOUSA et al., 2018; MUNOZ-BELLIDO;
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MUNOZ-CRIADO; GARCÌA-RODRIGUES, 2000; AMARAL et al., 2010).

Além disso, de acordo com a análise citométrica realizada por Neto et al. (2019), fluoxetina
seria capaz de causar alterações na integridade das membranas plasmáticas e danos ao
DNA, o que levaria à morte celular provavelmente causada por apoptose (NETO et al.,
2019).

Uma das melhores atividades observadas em nosso estudo, quando os medicamentos
foram testados em associação, ocorreu frente a cepa de S. aureus (13), por exemplo.
Ciprofloxacino isoladamente apresentou CIM = 4096 µg mL-1, enquanto fluoxetina obteve
CIM = 128 µg mL-1. Quando esses medicamentos foram associados, a concentração
de ciprofloxacino diminuiu para 16 µg mL-1, enquanto a concentração do antidepressivo
diminuiu para 1 µg mL-1, o que demonstra a promissora atividade do antidepressivo
fluoxetina quando combinado com um medicamento antibacteriano já utilizados na clínica.

Algumas vantagens do sinergismo entre fármacos é a menor possibilidade de um patógeno
desenvolver resistência na combinação de dois ou mais compostos do que a encontrada
em uma única droga. Da mesma forma, a atividade antibacteriana de medicamentos
combinados é maior do que o uso individual do antibiótico, além de ocorrer aumento do
espectro de cobertura (VAZQUEZ-GRANDE; KUMAR, 2015).

Conclusões

Os resultados obtidos em nosso estudo evidenciam a promissora atividade antibacteriana
de fluoxetina frente a uma cepa padrão ATCC e 15 isolados clínicos MDR de S. aureus,
bem como a potencialização dessa atividade quando o antidepressivo é associado com o
antibacteriano ciprofloxacino. A próxima etapa é a investigação dos mecanismos de ação
do antidepressivo fluoxetina na ação antibacteriana, assim como a realização de ensaios
clínicos e testes in vivo a fim de redirecionar esse medicamento para o tratamento de
infecções bacterianas graves. Essa estratégia seria uma alternativa a fim de diminuir a
morbidade e mortalidade causadas devido a multiresistência bacteriana a nível mundial.

Palavras-chave

Antibiótico; Resistência bacteriana a antibióticos; Agentes antidepressivos; Sinergismo
farmacológico.
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