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Resumo

A resisténcia aos antibiéticos vem se tornando um grande problema de saude publica
mundial. Neste contexto, infec¢cdes geradas por Staphylococcus aureus tém ganhado
importancia devido a habilidade desta bactéria em adquirir mecanismos de resisténcia. Seus
sitios de infeccao sao diversos, indo desde infecgcbes cutaneas e tecidos moles, a
osteomielite e septicemia. Essa variedade é possibilitada por dispositivos como fatores de
viruléncia, bombas de efluxo, genes de resisténcia aos antimicrobianos e formacao de
biofiime. Com o avango da selecdo bacteriana e déficit de desenvolvimento de novos
antibioticos, o reposicionamento de farmacos surge como um recurso para combater esse
problema.

O reposicionamento de farmacos utiliza drogas disponiveis no mercado, portanto
com estudos in vitro, in vivo e farmacocinéticos ja conhecidos. Assim, podem facilmente ser
empregados em novos usos economizando tempo e recursos de desenvolvimento. Dessa
forma, os anti-inflamatérios nao esteroidais sdo uma classe de medicamentos que estio
sendo utilizados em pesquisas de acao antimicrobiana. O presente trabalho buscou, a partir
de uma consulta bibliografica, concluir qual o panorama recente sobre a atividade
antibacteriana de anti-inflamatérios n&do esteroidais em culturas de Staphylococcus aureus.
Para isso foram realizadas pesquisas sobre o tema nos repositérios PubMed e Scopus nos
ultimos dez anos.

Os resultados foram triados pelos anti-inflamatérios e cepas testadas e comparados
pela concentragao inibitéria minima de cada um, a fim de verificar a consisténcia dos dados
e a possibilidade de reposicionamento. Dentre os mais de 13 anti-inflamatérios testados, o
mais recorrente foi o diclofenaco, que € muito consumido mundialmente. Porém, poucos

medicamentos oferecem a possibilidade de reposicionamento.

Palavras-chave: Reposicionamento, AINES, Staphylococcus aureus.



Abstract

Bacterial resistance has become a major global public health problem. In this context,
infections generated by Staphylococcus aureus gain importance due to the ability of this
bacteria to acquire resistance mechanisms. Its sites of infection are diverse, from skin
infections and soft tissues, to osteomyelitis and septicemia. This variety is enabled by
devices such as virulence factors, efflux pumps, antimicrobial resistance genes, and biofilm
formation. With the advance of bacterial selection and the lack of development of new
antibiotics, drug repositioning appears as a resource to combat this problem.

Drug repositioning uses drugs available on the market, therefore with in vitro, in vivo
and pharmacokinetic studies already known. Thus, they can easily be used for new
purposes, saving time and development resources. Therefore, non-steroidal
anti-inflammatory drugs are a class of medications that are being used in research of
antimicrobial action. The present work attempts, from a bibliographical consultation, to
assess the recent panorama on the antibacterial activity of non-steroidal anti-inflammatory
drugs in cultures of Staphylococcus aureus. To this end, research on the topic was carried
out in the PubMed and Scopus repositories over the last ten years.

The results were sorted by anti-inflammatory drugs and strains tested and compared
by the minimum inhibitory concentration of each one, in order to verify the consistency of the
data and the possibility of repositioning. Among the more than 13 anti-inflammatories tested,
the most common was diclofenac, which is widely consumed worldwide. However, few

medications offered the possibility of repositioning.

Keywords: Repositioning, NSAIDS, Staphylococcus aureus.
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Introducgao

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema de saude publica mundial (Murray
et al., 2022). A selecao de bactérias multirresistentes vem aumentando com o também
crescente e inadequado uso de antibioéticos na medicina humana e veterinaria, além do seu
descarte no meio ambiente (Ahmad et al., 2021; Hou et al., 2023). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS) em 2019 as mortes associadas a bactérias resistentes foram de
1,27 milhdo (OMS, 2024). Nesse sentido, Staphylococcus aureus tem grande importancia
clinica devido a sua capacidade genética para desenvolver resisténcia a varias classes de
antibioticos (Vestergaard et al., 2019; Hou et al., 2023). Staphylococcus aureus geralmente é
comensal da cavidade nasal humana, mas pode causar uma série de infecgbes, como
infecgdes cutaneas e de tecidos moles, do trato urinario, osteomielite, pneumonia, infecgoes
alimentares, endocardite e septicemia (Gajdacs, 2019; Bastock et al., 2021; Nikolic e Mudgil,
2023; Hou et al., 2023), fazendo assim parte do grupo chamado superbactérias. Este é o
termo popular para se referir as bactérias resistentes a mais de um antibiético (lyevhobu,
2021). Porém na éarea da saude, o trabalho de Magiorakos e colaboradores (2012)
estabelece bactérias multirresistentes como resistentes a mais de um agente em trés ou
mais categorias de antimicrobianos. Por consequéncia S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) séo consideradas multirresistentes, pois ndo sdo suscetiveis a todas as categorias
de pB-lactdmicos. Mas, ainda segundo os autores citados, ha bactérias extremamente
resistentes que sao resistentes a maioria das categorias de antimicrobianos, sendo
suscetiveis a0 menos uma ou duas categorias e as pandrogas resistentes que resistem a
todos os agentes em todas as categorias de antimicrobianos. A Organizacao Mundial de
Saude (OMS) em sua lista de patdgenos prioritarios de 2024, inclui Staphylococcus aureus
resistente a meticilina como microrganismo de alta prioridade. Isso por ser uma das
principais causas de infecgdes hospitalares no mundo, apresentando alta morbidade e
mortalidade (OMS, 2024).

Além da resisténcia, que torna o ftratamento dificil, S. aureus é um dos
microrganismos capazes de desenvolver biofilme. Esses biofilmes atuam como estruturas de
protecdo aumentando sua sobrevivéncia (Paes Leme e da Silva 2021; Kalia et al., 2023; Pai
et al., 2023). A formacao de uma matriz protetora dificulta a penetracdo de antimicrobianos,
tornando-os resistentes (Kalia et al., 2023). Os biofilmes bacterianos estdo associados a
diversas infecgbes, como as orais, das vias respiratorias, do trato urinario e em feridas
abertas (Pai et al., 2023) e sdo muito frequentes em ambiente hospitalar causando infecgbes
dificeis de tratar (Kalia et al., 2023; Pai et al., 2023). S. aureus também apresentam
mecanismos de resisténcia como bombas de efluxo e fatores de viruléncia e uma gama de

toxinas que auxilia no escape do sistema imune do hospedeiro (Hou et al., 2023).



Porém, mesmo com o aumento de bactérias multirresistentes ndo ha novos
antimicrobianos entrando no mercado (Kaul et al., 2019). A industria farmacéutica tem
reduzido o investimento em desenvolvimento de novas drogas para este fim (Nwobodo et
al., 2022); visto que sao necessarios 10 a 15 anos para desenvolver um farmaco e passar
por todas as etapas de regulamentacdao (Kwon e Powderly, 2021; Juarez-Lépez e Cabrera,
2021; Kumar e Roy, 2023). Soma-se a isso o fato de todo esse desenvolvimento ter um alto
custo, e no caso dos antimicrobianos, baixo sucesso na aprovagdo que nao se convertera
em novas vendas (Boyd et al., 2021; Cook e Wright, 2022; Nwobodo et al., 2022). Com isso
sao necessarios novos caminhos para contornar este problema. Assim, o reposicionamento
de farmacos se apresenta como uma alternativa (Kaul et al., 2019; Boyd et al., 2021; Kumar
e Roy, 2023). O reposicionamento € a pratica de buscar novos usos para medicamentos
conhecidos que possibilita identificar quais dessas drogas possuem atividade antimicrobiana
e antibiofilme (Cha et al., 2018; Kaul et al., 2019; Talevi e Ballera, 2020). O uso de farmacos
ja aprovados acelera as etapas de pesquisa pois seus efeitos, dosagens e efeitos colaterais
ja estao estabelecidos (Younis et al., 2017; Cha et al., 2018; Pillaiyar et al., 2020; Hua et al.,
2022), além de diminuir os custos de desenvolvimento e pesquisa de farmacos (Nishimura e
hara, 2018; Hua et al., 2022).

Por sua vez, os anti-inflamatérios nado esteroidais (AINES) sdo um grupo de
medicamentos muito utilizados em prescri¢cdes para dor, artrite, reumatismo, em condicdes e
cirurgias ortopédicas, e também podem ser utilizados como antipiréticos. Essas drogas
apresentam moléculas variadas, derivadas de acidos organicos (Calatayud e Esplugues,
2016; Bindu et al., 2020). Sua classificacdo pode ser dividida em grupos como o grupo dos
acidos salicilicos, que conta com o acido salicilico, salicilato de sddio e diflunisal. O grupo do
acido aceético conta com cetorolaco, indometacina, sulindaco, tolmetamina entre outros, ja
seu subgrupo de acido fenilacético conta com diclofenaco e lumiracoxibe. O grupo de acido
propidnico tem como derivados o flurbiprofeno, cetoprofeno, fenoprofeno, naproxeno e
ibuprofeno entre outros. Assim, no grupo dos acidos fenamicos estdo os acidos
mefenamico, flufenamico e meclofenamico. Ja entre os diaril heterociclicos estido as
sulfonamidas (celecoxibe e valdecoxibe) e as sulfonas (rofecoxibe e etoricoxibe). Os acidos
enolicos tém como derivados os oxicans: piroxicam e meloxicam (Calatayud e Esplugues,
2016; Fontes et al, 2022). Os AINES também podem ser classificados a partir da sua
capacidade de inibicdo das enzimas cicloxigenases 1 e 2, sendo classificados em
irreversiveis e reversiveis, seletivos e ndo seletivos. No grupo dos nao seletivos estdo o
acido acetilsalicilico, indometacina, ibuprofeno, naproxeno, sulindaco, diclofenaco,
piroxicam, meloxicam e cetoprofeno, por exemplo. Ja os seletivos da COX-2 sdo o grupo
dos coxibes que conta com o celecoxibe, etoricoxibe, valdecoxibe entre outros. A aspirina

inibe irreversivelmente a enzima COX-1, os outros AINES tanto nao seletivos quanto



seletivos de COX-2 tem inibicao reversivel (Batlouni, 2010; Laudy et al., 2016; Pirlamarla e
Bond, 2016; Romaine et al., 2021; Ahmadi et al., 2022; Fontes et al., 2022; Wirth et al.,
2023). Esses medicamentos costumam ser receitados conjuntamente com antimicrobianos
em infecgdes bacterianas (Leao et al., 2020; Yimer et al., 2019). Devido a isso sua atividade
antimicrobiana e antibiofilme vem sendo explorada (Paes Leme e da Silva 2021).

Para acessar a sensibilidade bacteriana a farmacos, é geralmente utilizado o método
de microdiluicdo em caldo. A microdiluicdo em caldo é uma técnica in vitro com protocolo
padronizado por comités internacionais como CLSI e EUCAST, utilizada para acesso a
susceptibilidade bacteriana (Gajic et al., 2022). Esses resultados sdo expressos pela
concentracao inibitéria minima (CIM), que é a menor concentracdo de um medicamento que
impede o crescimento bacteriano expressa em microgramas por mililitros (ug/mL) (Wiegand
et al., 2008; Doern e Brecher, 2011; Balouiri et al., 2016; Bard e Lee, 2018). Assim, esse
dado é utilizado para guiar a terapia antibiotica (Bard e Lee, 2024), visto que tratamentos
com desempenhos ineficazes podem levar ao aumento de resisténcia (Klinker et al., 2021).
A técnica consiste em testar diluicbes de um farmaco em uma microplaca de poliestireno
com 96 pogos, isso possibilita testes de mais de um farmaco (Gajic et al., 2022). Depois de
feitas as diluicbes, cada poco recebe um indculo bacteriano padronizado na concentragao
de 0,5 McFarland e incubado de 16 a 24 horas, segundo o guia do CLSI. Depois desse
prazo o crescimento bacteriano pode ser avaliado visualmente ou adicionando um indicador
de viabilidade celular e posteriormente analisar por fotometria (Balouiri et al., 2016; Khan et
al., 2019; Gajic et al., 2022).

A principal vantagem da microdiluicao é a reprodutibilidade garantida pela
padronizagdo. Além disso, o método requer equipamentos e técnicas comuns ao laboratorio
de microbiologia, sendo possivel gerar varias placas de teste com agilidade, proporcionando
economia de reagentes, tornando o método preciso e barato. Por outro lado, o teste também
apresenta limitagdes. Como rotineiramente é empregado em analises clinicas, o tempo de
16 a 24 horas de incubacdo pode se tornar um ponto negativo. Nesse mesmo sentido, o
teste padronizado nao simula as infecgdes in vivo, como a interacdo dos medicamentos e
bactérias com o sistema imunolégico do paciente (Reller et al., 2009; Balouri et al., 2016;
Kowalska-Krochmal e Dudek-Wicher, 2021; Gajic et al.,, 2022; Rebelo et al., 2022;
Humphries et al., 2023). Apesar de ser comumente utilizada para acessar resisténcia
bacteriana a medicamentos antimicrobianos ja disponiveis, a microdiluicdo em caldo pode
ser empregada no desenvolvimento de novos antibiéticos teste de substancias como dleos
essenciais e extratos vegetais (Wiegand et al., 2008; Humphries et al., 2023; Hossain,

2024), pesquisas e testes de reposicionamento como os revisados aqui.



Objetivos

- Obijetivo geral
O presente trabalho teve como objetivo geral realizar um levantamento sobre a agao

antimicrobiana in vitro dos anti-inflamatérios nao esteroidais frente a Staphylococcus aureus.

- Objetivos especificos
Comparar as concentragdes inibitérias dos anti-inflamatoérios ndo esteroidais obtidas pelo

método de microdiluigdo em caldo, a fim de comparar resultados.
Verificar, a partir dos resultados obtidos, o potencial para reposicionamento dos

anti-inflamatérios ndo esteroidais como agentes antimicrobianos ativos contra

Staphylococcus aureus.
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Material e Método

Um levantamento foi realizado no sistema de busca de artigos cientificos indexados
no servico PubMed e na plataforma Scopus por trabalhos que avaliaram in vitro, pelo
método de microdiluicdo, a acdo antimicrobiana dos anti-inflamatérios ndo esteroidais em
Staphylococcus aureus com amostras de origem humana. A estratégia de busca foi baseada
no trabalho de Paes-Leme e da Silva (2021). Foram aplicados os filtros de selecao de lingua
inglesa e artigos publicados nos ultimos 10 anos (2014 - 2024).

As palavras-chave utilizadas na PubMed foram: ((repurposing[Title/Abstract]) OR
(repositioning[Title/Abstract])) AND ((non-steroidal[Title/Abstract]) AND
(anti-inflammatory[Title/Abstract]) OR (anti-inflammatories[Title/Abstract]) OR
(NSAID[Title/Abstract])) OR ( (acetylsalicylic acid[Title/Abstract]) OR
(celecoxib[Title/Abstract]) OR (diclofenac[Title/Abstract]) OR (etodolac[Title/Abstract]) OR
(ibuprofen[Title/Abstract]) OR (indomethacin[Title/Abstract]) OR (ketoprofen[Title/Abstract])
OR (ketorolac[Title/Abstract]) OR (meloxicam[Title/Abstract]) OR (naproxen[Title/Abstract])
OR (nimesulide[Title/Abstract]) OR (piroxicam[Title/Abstract]) OR (tenoxicam[Title/Abstract]) )
AND ((Staphylococcus aureus[Title/Abstract]) OR (S. aureus[Title/Abstract]) OR
(MRSA([Title/Abstract]))

Também foi realizada a mesma busca na plataforma Scopus, salvo devidas
adaptagbes, porém com os mesmos filtros: (repurposing OR repositioning) AND
(non-steroidal AND (anti-inflammatory OR anti-inflammatories)) OR nsaid OR (acetylsalicylic
AND acid) OR salicylate OR celecoxib OR diclofenac OR ibuprofen OR indomethacin OR
ketoprofen OR naproxen OR piroxicam OR etodolac OR ketorolac OR meloxicam OR
tenoxicam AND ((staphylococcus AND aureus) OR s.aureus OR mrsa).

A exclusido se deu para artigos em idiomas diferentes do inglés, trabalhos que nao
utilizaram o método de microdiluigdo em caldo, trabalhos testando anti-inflamatorios nao
esteroidais em patologias ndo bacterianas, artigos com teste de atividade anti-inflamatéria e
antibacteriana de extratos de plantas ou 6leos essenciais, relatos de rea¢des adversas do
uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais, artigos que tenham realizado sintese e/ou teste de
atividade antimicrobiana de derivados de anti-inflamatérios ndo esteroidais, confeccao de
membranas para tratamento de infeccdo sem teste de concentracio inibitéria minima,

artigos veterinarios e trabalhos de revisdo sobre reposicionamento de anti-inflamatérios.
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Resultados e Discussao

Apos triagem, foram selecionados para a revisdo 17 artigos que atendiam os critérios
de inclusao estabelecidos, os quais testaram os anti-inflamatoérios nao esteroidais em cepas
padronizadas e/ou clinicas. Os artigos selecionados, com cepas, agao e farmacos testados,

organizados por ano de publicagdo estdo no quadro abaixo.

Quadro 1 — Artigos selecionados.

Artigo Acao Cepa Farmaco Referéncia
Repurposing Antibacteriana e |ATCC 4330 Celecoxibe Thangamani et
celecoxib as a Sinérgica ATCC BAA-44 |(16 - 128 pg/mL) al., 2015.
topical antimicrobial
agent In vitro 33 isolados Combinado com:

In vivo clinicos MRSA, |Gentamicina,
VRSA ou Clindamicina,
multirresistentes |Vancomicina,
Linezolida,
Daptomicina,
Retapamulina,
Acido fusidico e
Mupirocina
Synergistic effect of |Antibacteriana e |ATCC 25923 Acido acetilsalicilico, | Chan et al.,
non-steroidal Sinérgica ATCC 33591 Acido Mefenamico, |2017.
anti-inflammatory Diclofenaco e
drugs (NSAIDs) In vitro 2 isolados Ibuprofeno
on antibacterial clinicos MRSA {(0,3125 - 5 mg/mL)
activity of cefuroxime
and chloramphenicol Combinado com:
against Cefuroxima e
methicillin-resistant Cloranfenicol
Staphylococcus
aureus
Repurposing Antibacteriana e |CECT 976 Ibuprofeno Oliveira et al.,
ibuprofen to control |Antibiofilme SA1199B (6,25 - 2000 mg/L) |2019.
Staphylococcus RN4220
aureus biofilms In vitro Xu212
Diclofenac mitigates |Antibacteriana e |ATCC 6538 Diclofenaco Abbas et al.,
virulence of Antibiofilme (62,5 - 250 ug/mL) |2020.
multidrug-resistant 10 isolados
Staphylococcus In vitro clinicos MRSA
aureus multirresistentes
Continua
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Artigo Acao Cepa Farmaco Referéncia
NSAIDs as a Drug Antibacteriana, |CECT 976 Acido acetilsalicilico, |Ledo et al.,
Repurposing Antibiofilme e Diclofenaco, 2020.
Strategy for Biofilm |Sinérgica Naproxeno e
Control Piroxicam

In vitro (6,25 — 2000 pg/mL)
Combinado com:
Canamicina e
Tetraciclina
Synergistic Antibacteriana ATCC 12600 Cetorolaco Gil et al., 2020.
antibacterial effects ATCC 14775 trometamina
of analgesics and In vitro (2 -16 mg/mL)
antibiotics against 52 isolados
Staphylococcus clinicos Combinado com
aureus Gentamicina
Non-antibiotic Antibacteriana e |ATCC 25923 Celecoxibe e Gajdacs, 2020.
pharmaceutical Sinérgica Diclofenaco
agents as antibiotic epolamina
adjuvants In vitro (1,95 - 250 pg/mL)
Combinado com:
Ciprofloxacina e
Gentamicina
Diclofenac Antibacteriana, |ATCC 25923 Diclofenaco Zhang et al.,
Resensitizes Antibiofilme e ATCC 43300 (0,98 - 500 pyg/mL) [2021.
Methicillin-Resistant |Sinérgica
Staphylococcus Combinado com
aureus to p-Lactams |/n vitro Oxacilina
and Prevents Implant |/n vivo
Infections
Nonsteroidal Antibacteriana e |ATCC 29213 Acido acetilsalicilico, | Ozturk et al.,
antiinflammatory Sinérgica Diclofenaco, 2021.
drugs alter antibiotic 3 isolados Ibuprofeno e
susceptibility and In vitro clinicos MRSA |Naproxeno
expression of
virulence-related (195 - 780 pg/mL)
genes and protein A
of Staphylococcus Combinado com:
aureus Moxifloxacina,
Vancomicina,
Ciprofloxacina,
Clindamicina e
Gentamicina
Continua
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Artigo Acao Cepa Farmaco Referéncia
Synergistic Activity of |Antibacteriana, |ATCC 65398 Diclofenaco Queiroz et al.,
Diclofenac Sodium Antibiofilme e ATCC 6538 (1,95 - 1250 pg/mL) |2021.
with Sinérgica
Oxacillin Against 13 isolados Combinado com
10 |Planktonic In vitro clinicos MRSA |Oxacilina
Cells and Biofilm of
Methicillin-Resistant
Staphylococcus
Aureus Strains
Antimicrobial and Antibacteriana, |10 isolados Acido acetilsalicilico | Tabatabaeifar
Antibiofilm Effects of [Antibiofilme e clinicos MRSA | e Ibuprofeno et al., 2022.
Combinatorial Sinérgica (1024 - 8192 pg/mL)
Treatment
1 Formulations of In vitro Combinados com:
Anti-Inflammatory Ciprofloxacino,
Drugs—Common Gentamicina,
Antibiotics against Cefepima,
Pathogenic Bacteria Imipenem e
Meropenem
Drug repurposing in  |Antibacteriana e [ATCC 43300 Celecoxibe, Donadu et al.,
the context of Sinérgica Diclofenaco, 2022.
common bacterial epolamina e
pathogens: insights  |In vitro Ibuprofeno
12 from an in vitro study (1-512 pg/mL)
Combinado com:
Ceftriaxona,
Ciprofloxacina e
Gentamicina
Inhibition of Antibacteriana e |7 isolados Meloxicam e Mahfouz et al.,
Erythromycin and Sinérgica clinicos MRSA | Cetoprofeno 2023.
Erythromycin-Induced multirresistentes | (128 - 2048 ug/mL)
13 |Resistance among In vitro
Staphylococcus Combinado com
aureus Clinical Eritromicina
Isolates
Diclofenac and Antibacteriana e | ATCC 43300 Diclofenaco e Elmesseri et
Meloxicam Exhibited |Antiviruléncia Meloxicam al., 2023.
Anti-Virulence 31 isolados (47 - 973,5 pg/mL)
Activities Targeting In vitro clinicos MRSA
14 | Staphyloxanthin
Production in
Methicillin-Resistant
Staphylococcus
aureus
Continua
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Artigo Acao Cepa Farmaco Referéncia
Synergistic use of  |Antibacterianae |ATCC 12600 Cetorolaco Sekar et al.,
anti-inflammatory Antibiofilme (8 - 128 mg/mL) 2024.

15 ketorolac and Isolado clinico
gentamicin to target |/n vitro L1101 Combinado com
staphylococcal Gentamicina
biofilms
Piroxicam Antibacteriana, |ATCC 25923 Piroxicam El-Soudany et
repurposing Antibiofilme e (19,5 - 10000 pg/mL)| al., 2024.
approach as an Antiviruléncia 30 isolados
anti-virulence agent clinicos MRSA
16 |against methicillin In vitro
resistant
Staphylococcus
aureus clinical
isolates
Susceptibility of Antibacteriana e |ATCC 25923, |Acido acetilsalicilico, | Okpala et al.,
Staphylococcus Sinérgica ATCC 29213, |Acido mefenamico, |2024.
aureus to ATCC 33591, |Acido tolfenamico,
Anti-Inflammatory In vitro ATCC 33592, |[Acemetacina,
Drugs with a Focus ATCC 43300 e |Celecoxibe,
on the Combinatory ATCC BAA 976 |Diacereina,
17 |Effect of Celecoxib Diclofenaco,
with Oxacillin In Vitro 4 isolados Diflunisal,
clinicos MRSA |Ibuprofeno,
Nabumetona,
Sulfeto de sulindaco
e Sulindaco
(4 -512 mg/L)

Apo6s a leitura dos artigos, foram elencadas as cepas de Staphylococcus aureus
padronizadas utilizadas, disponiveis no quadro 2. Como visto no grafico abaixo (grafico 1), a
mais utilizada foi a ATCC 25923. Esta cepa é sensivel a meticilina (MSSA) por n&o
apresentar enzimas de clivagem aos [-lactdmicos e nem o gene mecA, que codifica
proteinas modificadas PBP2a, que nao se ligam aos B-lactamicos (Lade e Kim, 2023). Essa
cepa também é mupA negativa, sendo sensivel a mupirocina e também suscetivel a maioria
dos antimicrobianos (CLSI, 2023). Ja a segunda cepa mais testada foi a ATCC 43300, que
€ mecA positiva sendo portanto resistente a meticilina - MRSA (CLSI, 2023), como é o caso
da ATCC 33591, 33592 e da 65398 (Karlowsky et al., 2007; De Oliveira et al., 2013; Diaz
Iglesias et al., 2019). A ATCC 6538 € MSSA por ser mecA negativa, porém possui genes
que codificam bombas de efluxo multidrogas, que séo proteinas de transporte modificadas
que se ligam aos antimicrobianos e os retiram da célula bacteriana, os impedindo de exercer
sua acao (Makarova et al., 2017; Varela et al., 2021). A ATCC 6538 também apresenta as

chamadas enterotoxinas, que sido exotoxinas proteicas liberadas por S. aureus no meio,
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sendo fator de intoxicacdes alimentares (Ortega et al.,, 2010). Outra cepa empregada nos
testes, a ATCC 29213 é geralmente utilizada em controle de qualidade, sendo MSSA e fraca
produtora de [B-lactamase (Soni et al., 2015; CLSI, 2023), assim como a ATCC 12600 e
ATCC 14775 (Tahaei et al., 2021; Turner et al., 2021). Ja a cepa BAA-44 é multirresistente
(Turner et al., 2021). A cepa CECT 976 € MSSA e a XU212 é uma cepa referéncia resistente
a meticilina e com hiperexpressdo de bombas de efluxo, assim como RN4220 e SA1199B
(Smith et al., 2007), assim como a ATCC BAA-976 (Lavalleé et al., 2010).

Cepas padronizadas

XU212

3,6%

?:;220 ATCC 25923
3 (1]

SA1199B 17,9%

3,6%

CECT 976

71%

ATCC BAA 976 ATCC 43300

3,6% 14,3%

ATCC BAA 44

3,6% ATCC 6538

ATCC 33592 7.1%

3,6% ATCC 29213

ATCC 65398 7.1%

3,6% ATCC 12600

ATCC 33591 7.1%

71%

Grafico 1. Mostra as cepas padronizadas e a representagao percentual da utilizagdo destas cepas.

Quadro 2 — Cepas padronizadas e os artigos que as utilizaram.

Cepas padronizadas Artigos
ATCC 25923 2,7,8,16e 17
ATCC 43300 8,12,14e 17
ATCC 6538 4¢e10
ATCC 29213 9e17
ATCC 12600 6e15
ATCC 33591 2e17
ATCC 14775 6
ATCC 4330 1
ATCC 65398 10
ATCC 33592 17

Continua
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Cepas padronizadas Artigos
ATCC BAA 44 1
ATCC BAA 976 17

CECT 976 3e5
SA119B 3
RN4220 3
XuU212 3

Quadro 2. Mostra as cepas padronizadas e em quais artigos foram utilizadas.

Dos 17 artigos,

dois testaram apenas

isolados clinicos (Tabatabaeifar e

colaboradores (2022) e Mahfouz et al. (2023) e cinco testaram apenas cepas padronizadas
Oliveira et al. (2019), Leao et al. (2020), Gajdacs (2020), Zhang et al. (2021) e Donadu et al.

(2022). Os demais artigos testaram ambos os tipos de cepa. Os isolados clinicos citados na

revisdo foram retirados de colegdes laboratoriais com o perfil de susceptibilidade

previamente estabelecido ou foram coletados de pacientes hospitalares e tiveram seu perfil

de resisténcia realizado nos experimentos. Apéds a listagem das cepas, foram analisados os

protocolos utilizados para a execugao da microdiluicdo em caldo, como visto no quadro 3.

Quadro 3 — Protocolos e fatores da microdiluicdo em caldo.

. Tempo e Temperatura . Inéculo
Artigo Protocolo e Meio de cultura (UFC/mL)
CLSle 0 : s
1 Mohamed et al., 2014 16 ha37°C Caldo Mueller Hinton 5x10
5 cLSI 24h 2 37°C Caldo Muel.ler Hinton Cation i
Ajustado
3 Borges et al., 2013 24h a 37°C Caldo Mueller Hinton 10¢
4 CLSI 20h a 37°C Caldo Mueller Hinton 10°
5 Oliveira et al., 2019 24h a 37°C Caldo Mueller Hinton 10¢
6 CLSI 24h a 37°C Caldo Mueller Hinton 5x10°
R Caldo Mueller Hinton Cation
7 CLSI 16-18h a 37°C Ajustado + 2% NaCl -
8 CLSI 24h a 37°C - 5x10°
9 cLs! 24h 2 37°C Caldo Muel.ler Hinton Cétion 10°
Ajustado
10 CLSI 20h a 35°C - -
Continua
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Tempo e Temperatura Inéculo

Artigo Protocolo oA Meio de cultura (UFCImL)
11 CLSI - - -
. Caldo Mueller Hinton Cation
12 CLSI 16-18h a 37°C Ajustado + 2% NaCl -
13 CLSI 24h a 37°C - 1,5x10°
14 CLSI - - -
15 CLSI 18 - 24h a 35°C Caldo Mueller Hinton 10°
16 CLSI - Caldo Nutriente 5x10°
o Caldo Mueller Hinton Cation s
17 CLSI 24h a 37°C Ajustado + 2% NaCl 1,5x10

Quadro 3. Informagdes sobre o protocolo utilizado em cada artigo. “ -” : artigos que apenas citaram o
CLSI e nao apresentaram informagdes adicionais.

Como visto acima dos 17 artigos selecionados, com excegéo de Oliveira et al. (2019)
e Ledo et al. (2020), 15 citaram textualmente seguir o CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). No entanto, um (El-Soudany et al., 2024) utilizou o caldo nutriente, que
nao esta previsto neste protocolo. Outros seis artigos utilizaram caldo Mueller-Hinton, como
€ previsto na técnica de microdiluicdo e em versées mais antigas do CLSI. Cinco artigos
utilizaram caldo Mueller-Hinton cation ajustado como atualmente pede o protocolo. Os trés
trabalhos que utilizaram caldo Mueller-Hinton cation ajustado com adi¢cao de 2% de cloreto
de sédio estdo de acordo com o recomendado para teste com S. aureus resistentes a
meticilina visando a deteccao de resisténcia a oxacilina (CLSI, 2023). Contudo, apesar da
maioria dos trabalhos alegarem seguir a mesma metodologia, o ponto de maior variagao foi
a concentragao bacteriana do inéculo. Os demais parametros estdo em concordancia com o
CLSI, visto que as pequenas variagdes em periodo e temperatura de incubacdo das
microplacas nao sao significativas pois estdo dentro do recomendado pelo padréo, que

prevé faixa de temperatura de 35 a 37°C e tempo de 16 a 24 horas de incubacéo.

Também foram elencados os anti-inflamatérios ndo esteroidais analisados, como
mostrado abaixo no quadro 4, com os artigos nos quais foram testados. Os AINES mais
utilizados nos experimentos estdo demonstrados no grafico 2. Apenas El-Soudany e
colaboradores (2024) testaram meloxicam em solu¢do pronta, Feldene® na apresentagéo

farmacéutica de ampolas para inje¢ado; os outros artigos utilizaram AINES em pé.
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Quadro 4 — Anti-inflamatérios e artigos que os testaram

Anti-inflamatérios Artigos
Diclofenaco 2,4,5,7,8,9,10,12,14 e 17
Ibuprofeno 2,3,9,11,12e 17
Acido acetilsalicilico 2,5,9,11e17
Celecoxibe 1,7,12e 17
Acido mefenamico 2e17

Cetorolaco 6e15

Meloxicam 13e 14
Naproxeno 5e9

Piroxicam 5e16
Cetoprofeno 13

Diacereina 17

Diflunisal 17

Sulfeto de sulindaco 17

Quantidade de Artigos versus Anti-inflamatérios
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Grafico 2. Mostra os anti-inflamatérios mais utilizados e em quantos artigos foram testados.
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A determinagcdo da concentragédo inibitéria minima dos artigos foi feita de forma
visual, de acordo com o CLSI, com excegao de Okpala et al. (2024) que além de testar
visualmente levou a placa ao espectrofotdmetro. A seguir sdo apresentadas as
concentragdes inibitérias minimas obtidas nos testes de microdiluigdo para cada
anti-inflamatério, diferenciando cada cepa testada. Para efeito de comparacdo, as
concentracgdes inibitérias foram convertidas para a unidade de medida microgramas por

mililitros (ug/mL).

Acido acetilsalicilico

Entre os isolados clinicos testados todos eram resistentes a meticilina e as
concentragdes inibitérias variaram de 780 ug/mL a 8192 ug/mL. Em Chan et al. (2017) as
cepas padronizadas e clinicas apresentaram o mesmo valor de CIM, 2500 pg/mL. Para a
ATCC 29213 ha diferencas nas concentragdes inibitorias em Ozturk et al. (2021) e Okpala et
al. (2017), as demais cepas obtiveram resultados similares. Esses valores condizem com os
in6culos empregados de 10° e 1,5 x 10® UFC/mL , respectivamente. Segue abaixo a tabela

com os valores de concentragao inibitdria minima encontrados.

Tabela 1 — Concentragao inibitéria minima do acido acetilsalicilico

ATCC
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC BAA CECT
25923 29213 33591 33592 43300 976 976
Artigo 2 17 9 17 2 17 17 17 17 5

Acido
acetilsalicilico | 2500 >512 | 390 >512 | 2500 >512 | >512 | >512 | >512 | 2000
CIM (ag/mL)

Celecoxibe

De maneira geral, os isolados clinicos testados apresentaram concentragao inibitoria
minima na mesma faixa das cepas padronizadas, indo de 16 a 128 ug/ml. Thangamani e
colaboradores (2015) testaram isolados clinicos resistentes a meticilina e vancomicina,
sendo alguns isolados VRSA responsaveis pelos maiores CIM, 128 pg/mL. Porém,
Thangamani et al. (2015) obtiveram 32 pg/ml como concentragéo para 73,5 % dos isolados
clinicos testados. Dentre as cepas padronizadas, o maior valor de CIM foi 128 ug/ml para a
ATCC 43300 (Donadu et al., 2022), que é resistente a meticilina. Mas esta cepa foi a que
apresentou trés resultados diferentes para o CIM, assim como a ATCC 25923. Esta ultima,

sendo uma linhagem sensivel obteve o CIM mais baixo, 15,6 ug/ml, como visto abaixo na
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tabela 2. Dessa forma, celecoxibe foi o anti inflamatério que apresentou menores valores de

CIM entre controles e isolados clinicos, porém nao foi o mais testado.

Tabela 2 — Concentragao inibitéria minima do celecoxibe

ATCC ATCC

ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC BAA BAA

25923 29213 33591 33592 4330 43300 44 976

Artigo 7 17 17 17 17 1 1 12 17 1 17
Celecoxibe

CIM (ug/mL) 15,6 64 64 64 64 32 32 128 64 32 64
Diclofenaco

Para diclofenaco, Gajdacs et al. (2020) e Donadu et al. (2022) testaram diclofenaco
epolamina, porém com cepas diferentes, sendo a cepa MRSA ATCC 43300 a que
apresentou resultado maior. Nota-se que a ATCC 25923 foi testada em quatro trabalhos
diferentes que obtiveram concentragdes diferentes, 0 mesmo ocorreu com a ATCC 43300.
Ambas apresentaram o CIM de 125 ug/ml em Zhang et al. (2021), o menor valor para o
diclofenaco. Conjuntamente estdo a ATCC 29213, ATCC 33591 e a ATCC 6598 com
divergéncias em dois artigos diferentes cada uma. Os resultados para a ATCC 29213
condizem com o inéculo empregado sendo de 10° UFC/mL em Ozturk et al. (2021) e 1,5 x
10® UFC/mL em Okpala et al. (2024). Nao é possivel fazer a mesma analise nos outros
casos devido a falta de informagdes. De maneira geral, as concentragdes encontradas ficam
na faixa de 125 - 2500 pg/ml. Todos os isolados clinicos testados nos artigos eram MRSA e
obtiveram CIM de 156,25 - 2500 pg/ml.

Tabela 3 — Concentragao inibitéria minima do diclofenaco

ATCC 25923 ATCC 29213  ATCC 33591 ATCC 33592
Artigo 2 7 8 17 9 17 2 17 17
Diclofenaco
CIM 1250 250 125 >512 | 195 >512 | 3125 >512 > 512
(ng/mL)
Continua
ATCC ATCC ATCC CECT
ATCC 43300 6538 65398  BAA 976 976
Artigo 8 12 14 17 4 10 10 17 5
g:m;eg';fnc:’) 125 >512 375 >512| 250 1250 | 1250 > 512 2000
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Ibuprofeno

Para o ibuprofeno, artigos diferentes apresentam resultado condizente um com o
outro em cepas padronizadas iguais. O trabalho de Chan et al. (2017) obteve a mesma
concentracdo para as ATCCs e isolados clinicos testados, bem como Okpala et al. (2024).
As concentragdes das linhagens padrao ficaram na faixa de 125 - 2500 yg/ml, ja os isolados
clinicos encontraram concentragdes entre 780 a 2500 ug/ml. Ozturk e colaboradores (2021)

identificaram a concentragcdo de 780 ug/ml para ATCC 29213 e para os trés isolados

clinicos testados.

Tabela 4 — Concentracao inibitéria minima do ibuprofeno

ATCC 25923 ATCC 29213 ATCC 33591 ATCC 33592 ATCC 43300
Artigo 2 17 9 17 2 17 17 12 17
Ibuprofeno
CIM (ug/mL) 2500 >512 780 >512 | 2500 >512 > 512 >512 | >512

Continua
ATCC BAA 976 CECT 976 SA1199B RN4220 XU212

Artigo 17 3 3 3 3
Ibuprofeno
CIM (ug/mL) >512 500 2000 1000 1600

Acido mefenamico

Todos os isolados clinicos testados sdo resistentes a meticilina e repetem os

resultados das cepas padronizadas. Nota-se que em ambos os trabalhos, Chan et al. (2017)

e Okpala et al. (2024), foram encontrados os mesmos valores de concentragéo inibitéria

minima para as cepas padrao e os isolados clinicos.

Tabela 5 — Concentragao inibitéria minima do acido mefenamico

ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25923 29213 33591 33592 43300 BAA 976
Artigo 2 17 17 17 17 17 17
Acido
Mefenamico | > 5000 512 512 > 5000 512 512 512 -
CIM (pg/mL)
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Naproxeno

Apenas dois artigos analisaram a agdo do naproxeno, mas Leao et al. (2020) nao
testaram isolados clinicos. Os isolados clinicos testados em Ozturk et al. (2021) eram MRSA
e obtiveram concentragao inibitéria de 780 pg/mL. Ambos os trabalhos com o inéculo de 10°
UFC/mL.

Tabela 6 — Concentragao inibitéria minima do naproxeno

ATCC 29213 CECT 976
Artigo 9 5
Naproxeno CIM (pg/mL) 780 >2000

Meloxicam

Neste levantamento apenas dois trabalhos, Mahfouz et al. (2023) e Elmesseri et al.
(2023), testaram a agao antibacteriana de meloxicam, analisando apenas isolados clinicos.
O primeiro obteve concentraco inibitéria na faixa de 128 a 2048 pg/mL e o segundo com

973,5 ug/mL para todos os isolados testados.

Piroxicam

Dois trabalhos investigaram a agdo antibacteriana do piroxicam mas apenas
El-Soudany et al. (2024) testaram isolados clinicos. A maior concentracdo inibitdria minima
para as cepas padronizadas foi de Leado et al. (2020), condizente com o inéculo de 10°
UFC/mL, enquanto El-Soudany et al. (2024) empregaram inéculo 5 x 10° UFC/mL. Porém a
maior concentragdo encontrada foi para isolados clinicos com concentragao de 2500 pg/mL.
Segue abaixo a tabela com as concentragdes inibitérias minimas encontradas para o

piroxicam.

Tabela 7 — Concentragdo inibitéria minima do piroxicam

ATCC 25923 CECT 976
Artigo 16 5
Piroxicam CIM (ug/mL) 1250 >2000
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Cetorolaco

Para os isolados clinicos testados Gil et al. (2020) obtiveram concentragao inibitéria
de 8000 pg/mL, ja em Sekar et al. (2024) a concentracao foi de 128 000 ug/ml. Porém, tanto
Sekar et al. (2024) quanto Gil et al. (2020) testaram a ATCC 12600, obtendo concentracdes
distintas, sendo o CIM de um 4 vezes o CIM do outro. Entretanto Gil e colaboradores (2020)
testaram cetorolaco trometamina. No total 95% dos isolados apresentaram concentragéo de
8000 pg/mL. Assim, o cetorolaco foi o anti-inflamatério ndo esteroidal com os maiores

valores de concentragao inibitéria minima encontrados neste trabalho de revisao.

Tabela 7 — Concentragao inibitéria minima do cetorolaco

ATCC 12600 ATCC 14775
Artigo 6 15 6
Cetorolaco CIM (ug/mL) 2000 8000 2000

Apenas Mahfouz e colaboradores (2023) testaram a atividade antimicrobiana do
cetoprofeno. Os testes foram conduzidos somente com isolados clinicos, a concentracéo
inibitéria minima foi de 3125 pg/mL para 85,7% dos isolados e 1562,5 ug/mL para o
restante. Do mesmo modo apenas Okpala e colaboradores (2024) testaram alguns
anti-inflamatérios que néo foram testados em outros trabalhos. Porém farmacos como a
acemetacina, sulindaco e nabumetona nao apresentaram atividade antibacteriana. Abaixo
segue a tabela (tabela 8) com a concentragdo inibitéria minima da diacereina, diflunisal e
sulfeto de sulinaco. Para os quatro isolados clinicos MRSA testados em Okpala et al. (2024),
todos os farmacos obtiveram a mesma faixa de concentragao inibitéria minima que as cepas

padronizadas.

Tabela 8 — Concentragao inibitéria minima da diacereina, diflunisal e sulfeto de sulindaco

ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC  ATCC BAA
25923 29213 33591 33592 43300 976
Diacereina
CIM (ue/mL) 128 128 128 128 128 128
Diflunisal 512 512 512 512 512 > 512
Sulfeto de 128 128 128 128 128 128
sulindaco
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O presente trabalho buscou em um primeiro momento revisar a concentragao
inibitéria minima de Staphylococcus aureus sob acgado de diferentes anti-inflamatdrios,
mesmo nao tendo categorias de sensibilidade padronizadas, para observar possivel
susceptibilidade ou resisténcia frente a esses farmacos. Com a andlise dos dados
apresentados, comparando as concentragdes inibitérias minimas, foi observada a variagao
dos valores de CIM. Essa variagao foi vista entre cepas padronizadas diferentes, entre
cepas clinicas e padronizadas e entre farmacos diferentes. Por exemplo, a ATCC 25923
sensivel a meticilina, apresentou CIM de 1250 ug/mL de diclofenaco no trabalho de Chan et
al. (2017) e 125 pyg/mL no trabalho de Zhang et al. (2021). Ainda analisando a mesma cepa,
as concentragdes inibitérias de celecoxibe foram baixas, 15,6 pyg/mL (Gajdacs, 2020) e 64
pug/mL (Okpala et al., 2024), porém a concentragao de ibuprofeno foi de 2500 ug/mL e do
acido mefenamico foi acima de 5000 pg/mL (Chan et al., 2017). A cepa CECT 976 por sua
vez, apresentou constancia valores de CIM de 2000 pg/mL acima para diferentes AINEs
como acido acetilsalicilico, diclofenaco, piroxicam e naproxeno. Essa variabilidade pode ser
atribuida a multiplos fatores, e pode ser reduzida seguindo medidas e protocolos como
controle de qualidade para testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Portanto, sao
necessarios cuidados prévios, como o0 armazenamento das cepas, o armazenamento e
producdo dos caldos para a microdiluicdo, o armazenamento e preparo das solucdes
estoque dos antimicrobianos (Humpbhries et al., 2023), bem como aten¢cao ao desempenhar
o procedimento. A escolha do meio de cultura, o pH, a atmosfera, a temperatura e a duracao
da incubagao sao fatores importantes que também podem gerar erros e variagdes na CIM
(Annis et al., 2005; Humphries et al., 2023).

Outro fator importante para os resultados ¢é concentragdo do inéculo
(Kowalska-Krochmal e Dudek-Wicher, 2021). Diferencas de carga bacteriana no inéculo
podem ter efeito na CIM, inéculos densos podem gerar concentragdes mais altas (Diaz-Tang
et al., 2022). Esse fator pode ser observado na analise do diclofenaco. Olhando de modo
geral todas as cepas sensiveis, Zhang et al. (2021) que obtiveram a menor concentragao de
CIM 125 pupg/mL com o menor inéculo testado 5x 10° UFC/mL, Ozturk et al.(2021)
apresentaram 195 ug/mL e Abbas et al. (2020) com 250 pug/mL com in6culo de 10° UFC/mL,
e Okpala et al.(2024) apresentaram concentragdes maiores que 512 pg/mL com indculo de
1,5 x 10® UFC/mL. Para o diclofenaco, particularmente, a ATCC 25923 apresentou CIM de
125 pg/mL com in6culo de 5x10° UFC/mL (Zhang et al., 2021) e por sua vez, a ATCC
29213 obteve CIM de 195 pyg/mL com 10° UFC/mL (Ozturk et al., 2021). Porém ambas
apresentaram concentracdo acima de 512 ug/mL para 1,5 x 10 (Okpala et al., 2024). Ja
para o ibuprofeno, a ATCC 29213 apresentou 780 pg/mL com in6culo de 10° (Ozturk et al.,
2021) e >512 pg/mL para 1,5 x 10® (Okpala et al., 2024). Assim como para o acido

acetilsalicilico, se analisarmos a cepa sensivel ATCC 29213, ocorre o mesmo padrdo. Com
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in6culo de 10° em Ozturk et al. (2021) a CIM foi de 390 pg/mL, por outro lado o inéculo de
1,5 x 10® em Okpala et al. (2024) produziu CIM acima de 512 uyg/mL. O mesmo ocorreu
para o celecoxibe com a ATCC 43300 que é resistente a meticilina, a qual com inéculo de
5x10° obteve concentracdo de 32 ug/mL (Thangamani et al., 2015). Ja com o inéculo de
1,5x10® a concentragédo dobrou, 64 ug/mL (Okpala et al., 2024). Estes resultados estdo em
acordo com o trabalho de Lee e colaboradores (2013) que detectaram efeito de indculo em
Staphylococcus aureus ao aumentar a concentracao bacteriana de 10° UFC/mL para 10’
UFC/mL com daptomicina, linezolida e vancomicina.

Outro ponto a se discutir € a escolha da cepa a ser testada. A utilizacao de cepas
padronizadas € importante para gerar um padrao de valores de concentragdo dentro da
distribuicdo normal estatistica (Humphries et al., 2023). Nos artigos analisados foram
utilizadas variadas cepas referéncia, que apresentam diferengas fisioldgicas e genéticas
entre si. E comum que cepas com padrdo de resisténcia ou com producdo de fatores de
viruléncia afetem os valores de CIM (Doern e Brecher, 2011). Esse efeito pode ser visto no
trabalho de Oliveira e colaboradores (2019), que com 0 mesmo indculo encontraram CIM de
500 para CECT 976. Porém para as cepas resistente a meticilina e que superexpressam
bombas de efluxo, RN4220, XU212 e SA1199B, foram encontradas as concentragcdes de
1000 pg/mL, 1600 pg/mL e 2000 ug/mL respectivamente. Ja a cepa MSSA ATCC 29213
apresentou a faixa de concentragdes inibitdrias mais baixas de modo geral. Teve como a
CIM mais baixa 64 ug/mL para o celecoxibe, e 780 pg/mL foi a CIM mais alta obtida para
ibuprofeno e naproxeno. De mesmo modo os isolados clinicos podem apresentar
resisténcia, devido a sua diversidade genética (Turner et al., 2019), sua habilidade de formar
biofilme, sua membrana celular e por apresentar fatores de viruléncia (Nikolic e Mudgil,
2023). Isso pode ser visto nos testes com isolados clinicos, os trabalhos com ibuprofeno
apresentam 780 a 2500 pg/mL tendo os maiores valores de CIM. O mesmo ocorreu com o
acido acetilsalicilico, para o qual os isolados clinicos apresentaram uma faixa de
concentracao de 780 a 2500 pg/mL, porém com alguns isolados com CIM de 4096 e 8192
Mg/mL no trabalho de Tabatabaeifar et al. (2022). Esse resultado também ocorreu para o
piroxicam, em que a concentragcdo mais alta encontrada foi de 2500 uyg/mL, com isolado
clinico. Diferentemente, para os testes com diclofenaco os isolados clinicos apresentaram
valores menores de concentragdo inibitéria minima, a faixa de concentracdo € a mesma
para os dois tipos de cepas mas os isolados clinicos apresentaram mais valores baixos 195-
625 pg/mL. Para efeito de comparacao e para verificar a distribuicdo normal citada acima,
seria interessante que os autores adicionassem as bactérias testadas uma cepa
padronizada sensivel como a ATCC 25923 e uma cepa resistente. Desse modo, as duas
desempenhariam o papel de controle para comparagdo, auxiliando na analise da

concentragao inibitéria minima dos isolados clinicos.
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Considerando a comparacado das concentracdes inibitérias minimas, de maneira
geral a cepa ATCC 25923, se comportou de forma variavel sob a influéncia de diferentes
AINES. Exibindo concentracdes inibitérias mais altas do que isolados resistentes para o
acido acetilsalicilico e ibuprofeno com 2500 ug/mL para ambos. A mesma cepa também
apresentou CIM acima de 5000 pyg/mL para acido mefenamico em Chan et al. (2017). A
cepa resistente a meticilina ATCC 43300 teve o mesmo comportamento variavel. Tanto para
o acido acetilsalicilico, ibuprofeno, acido mefendmico quanto para o diflunisal, a 43300
apresentou CIM de 512 pg/mL para cima. Porém para o diclofenaco essa mesma cepa
exibiu 125 pg/mL em Zhang et al. (2021) e acima de 512 uyg/mL nos trabalhos de Donadu et
al. (2022) e Okpala et al., (2024). A mesma divergéncia se deu para o diclofenaco sobre a
cepa ATCC 6538. Ela obteve CIM de 250 pg/mL em Abbas et al. (2020) e 1250 ug/mL em
Queiroz et al. (2021). Devido a falta de dados sobre a concentragdo bacteriana ndo é
possivel saber se essa divergéncia se deu pela concentragao do inéculo.

Mais uma condicdo a ser observada é a composicdo do caldo Mueller-Hinton que
eventualmente pode ser suplementado com ions para testes com antimicrobianos. Devido a
isso o CLSI recomenda o uso de caldo Mueller Hinton cation ajustado, com cations de calcio
e magnésio (Humphries et al.,, 2023). Esse fator junto com a caracteristica de baixa
solubilidade em agua dos anti-inflamatérios (Seedher e Bhatia, 2003) pode ter interferido nos
valores de CIM. A solubilidade é importante para a disponibilizacdo do farmaco no meio e
para sua atividade sobre os microorganismos (Summer et al., 2022; Caglayan e Gurbanov,
2024). Devido a isso, os anti-inflamatoérios geralmente sao solubilizados em DMSO (Summer
et al., 2022). Porém, entre os AINES testados estao o diclofenaco epolamina e cetorolaco
trometamina. Estas formulagdes tém em comum a maior solubilidade em agua (Faruki et al.,
2013; Altman et al., 2015; Vadivelu et al., 2015; Vladiskovic e Masiocchi, 2015; Trevisan et
al., 2023). Condicao que pode ser atribuida ao desempenho do cetorolaco, que apesar de
Gil et al. (2020) terem empregado um inéculo maior (5 x 10° UFC/mL) e encontrado uma
CIM menor do que Sekar et al. (2024) (10° UFC/mL) para a mesma cepa, obtendo 2000
Mg/mL e 8000 pg/mL respectivamente. Todavia, Gil e colaboradores (2020) utilizaram
cetorolaco trometamina, que é mais soluvel e portanto seria responsavel por uma
concentracao inibitéria minima mais baixa, visto que drogas com baixa solubilidade em
solugdo aquosa, como o cetorolaco, levam a concentragdes inibitérias mais altas devido a
baixa biodisponibilidade (Rupp et al., 2010; Tanase et al., 2021). Ja para o diclofenaco
epolamina que foi testado por Gajdacs (2020) e Donadu et al. (2022), os sais soluveis ndo
parecem ter impacto nos resultados. As concentragdes inibitdrias minimas destes trabalhos
quando comparados com as demais nao foram mais baixas do que o sal de diclofenaco para
as mesmas cepas testadas, ATCC 25923 e ATCC 43300. Porém, este dado pode estar
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ligado ao efeito de indculo, visto que a concentracao bacteriana nao foi esclarecida em todos
os artigos.

Mesmo em testes de sensibilidade aos antimicrobianos com antibiéticos de rotina e
que seguem os protocolos padronizados podem haver variagées de CIM (Schuurmans et al.,
2009). Apesar dos pesquisadores buscarem seguir os protocolos padronizados disponiveis,
pelo EUCAST e CLSI, por exemplo, os testes sao experimentais. Ainda nao foi
desenvolvido um protocolo descrito para testes com AINES, que seja ajustado para as
caracteristicas quimicas dos medicamentos, levando em consideragao fatores como sua
solubilidade e modelo de teste mais adequado. Esse fator atrapalha a reprodutibilidade, o
que se evidencia na variacdo das concentragdes inibitérias minimas entre os trabalhos.
Entretanto foram encontradas poucas variagcbes dentro de um mesmo artigo, havendo
concordancia de resultados, mesmo com cepas diferentes. Ha nesta revisdo, por exemplo,
trabalhos que obtiveram mesma CIM para cepas diferentes, como no caso de Zhang et al.
(2021) e Queiroz et al. (2021) para o diclofenaco e Gil et al. (2020) para o cetorolaco.
Adicionalmente, Thangamani e colaboradores (2015), obtiveram 32 ug/ml para suas trés
cepas padronizadas e também para 73,5% dos isolados clinicos testados com celecoxibe.
Também € possivel notar essas similaridades na CIM de um mesmo trabalho entre cepas
diferentes e diferentes AINES testados, como aconteceu com Chan et al. (2017) que
encontraram concentracao inibitéria de 2500 pg/mL para acido acetilsalicilico e ibuprofeno
tanto para a ATCC 25923 (MSSA) quanto para a ATCC 33591 (MRSA). O mesmo ocorreu
em Okpala et al. (2024), para varias cepas testadas e diferentes farmacos, como diacereina
diflunisal, acido mefenamico, sulfeto de sulindaco, acido tolfenamico, acido acetilsalicilico,
diclofenaco e ibuprofeno. Esses casos estdo de acordo com a literatura de testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, em que as maiores variagbes sao interlaboratoriais,
sendo as intra-laboratoriais mais sutis (Mouton et al., 2018).

Alguns dos trabalhos selecionados testaram a acdo dos anti-inflamatérios nao
esteroidais sobre o biofilme de S. aureus. Oliveira e colaboradores (2019) constataram que o
ibuprofeno teve capacidade moderada de remover células aderidas (38%) e inativar o
biofilme em 80%. Sekar e colaboradores (2024) encontraram acao antibiofilme do cetorolaco
em 0,5 a 1 mg/mL, inibindo a fase de adesao inicial do biofilme. Em Ledo et al. (2020) o
acido acetilsalicilico, o diclofenaco e o ibuprofeno controlaram o biofilme via reducédo da
carga bacteriana, todavia apenas o piroxicam foi capaz de remover células do biofilme. O
piroxicam inibiu a formagdo de biofilme numa faixa de 5 a 76%, transformando as cepas
fortes formadoras em fracas formadores de biofilme em El-Soudany et al. (2024). Abbas et
al. (2020) obtiveram como resultado uma reducgéo entre de 23 a 70% do biofilme sob efeito
do diclofenaco. Também sobre a acao do diclofenaco, o farmaco inibiu em mais de 50% a

formagéo de biofilme no trabalho de Queiroz et al. (2021). Adicionalmente, Zhan et al. (2021)
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testaram formacao de biofilme em titdnio e com aplicacdo do diclofenaco houve inibicdo da
formacao do biofilme por reducdo da aderéncia devido aos danos a membrana celular.
Similarmente, Reslinski e colaboradores (2015) encontraram resultados similares aplicando
diclofenaco e ibuprofeno em tela cirargica, reduzindo a formagao de biofilme em 4 vezes
comparado ao controle. Assim como Jiang et al. (2019) que, testando o acido acetilsalicilico
encontrou efeito redutor de carga bacteriana em modelo de osteomielite por biofiime
implantado.

Para efeito antiviruléncia, testado com sub concentragbes inibitérias minimas,
Elmesseri et al. (2023) testando diclofenaco e meloxicam em separado em culturas de S.
aureus, encontrou reducido da estafiloxantina e na producido de protease para ambos. Ja
El-Soudany et al. (2024) testaram efeito antiviruléncia do piroxicam e obteve redugéo da
producao de hemolisina e estafiloxantina.

Alguns trabalhos procuraram identificar os mecanismos de agdo antimicrobiana dos
anti-inflamatérios nao esteroidais. Tais mecanismos ainda ndo sao completamente
conhecidos (Reslinski et al., 2015; Chan et al., 2017; Gil et al., 2020; Queiroz et al., 2021).
Porém os pesquisadores buscam fazer testes para tentar elucidar essa questao.
Thangamani e colaboradores (2015) encontraram agéo inibitéria de celecoxibe na sintese de
macromoléculas com concentracdo de % de CIM, inibindo sintese de RNA, DNA e de
proteinas. Também foi detectada a disrupcado dose dependente de sintese lipidica, esse fato
leva a alteracdo da parede celular. Intervencdes na parede celular também foram notadas
por Oliveira et al. (2019) com o ibuprofeno. Os autores investigaram a agao do ibuprofeno na
superficie bacteriana, que se desestabilizada torna-se menos hidrofilica.

Também foram feitos estudos moleculares. Abbas e colaboradores (2020) notaram a
acdo do diclofenaco na reducédo da expressao de genes SarA (43-64,05%), AgrA
(36,85-64,75%) e SigB (27,55-64%), hla (50-63,2%) e CrtM (51,1-72,8%), reguladores de
fatores de viruléncia como quorum-sensing e produgdo de toxinas, adicionalmente aos
genes FnbA (38.55-60.35%) e IcaA (46.75-61.05%). O mesmo foi visto em Zhang et al.
(2021), trabalho no qual o diclofenaco inibiu a expressdo de genes associados a formacao
de biofilme e a resisténcia aos g-lactdmicos (mecR e blaZ). Reslinski e colaboradores (2015)
citam a inibicdo da adesao bacteriana como mecanismo de acdo dos AINES, como ocorre
com o diclofenaco, ibuprofeno e acido acetilsalicilico. Os autores também citam a
possibilidade da inibicdo de biofilme estar ligada a acédo sobre o quorum sensing, como visto
para o diclofenaco, corroborando o resultado encontrado por Zhang et al. (2021) que
constataram a reducao na expressao do agrA, agrB e agrC. Neste mesmo trabalho, com um
teste diferente, o docking, constaram a interacdo com a proteina PBP2a. O docking € um

método computadorizado que utiliza-se de bases de dados das estruturas quimicas de
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farmacos e prediz sua interagdo molecular com enzimas, proteinas, RNA ou DNA (Torres et
al., 2019; Fan et al., 2019; Agu et al., 2023)

Apés analise dos artigos, é possivel verificar a dificuldade do uso direto dos
anti-inflamatérios n&o esteroidais buscando atividade antimicrobiana em culturas bacterianas
ou infeccbes. Como ja citado por Paes Leme e da Silva (2021), os dados da atividade
antimicrobiana dos AINES s&o inconsistentes. Alguns autores encontram atividade
antimicrobiana em concentragdes atingiveis no sangue humano (Reslinski et al., 2015),
como é o caso de Queiroz et al. (2021) em que os autores alegam que a faixa de
concentragdes inibitérias encontradas, de 156,25 a 1250 yg/mL, ficam abaixo da dose diaria
recomendada para o diclofenaco, 150 mg. Porém os resultados divergem de artigo para
artigos e conforme a cepa testada. Algumas concentragdes inibitérias encontradas nos
artigos ndo sdo atingidas em concentragdo plasmatica, necessitando uma alta dosagem,
como ¢ citado por Oliveira e colaboradores (2019) sobre o ibuprofeno. Os autores ressaltam
que a concentracdo plasmatica apos a ingestao é de 100 pg/mL, ou seja, abaixo da menor
concentragdo inibitéria minima encontrada no artigo (500 pg/mL). O mesmo problema foi
citado por Ledo et al. (2020) também para o ibuprofeno, para o acido acetilsalicilico e
piroxicam. Esse fator torna dificil ingerir as drogas oralmente e atingir acdo antibacteriana
sisttmica sem ter efeitos adversos causados pela toxicidade, como nefrotoxicidade e
toxicidade gastrointestinal por exemplo (Conaghan, 2012). Entretanto, os préprios autores
Oliveira et al. (2019) e Leao et al. (2020) sugerem o uso tdpico para o combate a infecgdes,
pois esse tipo de formulagéo permite concentragdes maiores do que as formulas sistémicas
de ingestao oral.

Assim, o celecoxibe poderia ser um candidato ao reposicionamento por ser o Unico
AINE a apresentar concentragbes inibitérias minimas na faixa de 16 a 128 ug/mL. Por
apresentar valores da CIM abaixo dos 100 ug/mL na grande maioria dos testes analisados.
Thangamani et al. (2015) testaram esse farmaco in vivo, nas concentracbes de 16 e 32
Mg/mL, e encontraram reducéo da carga bacteriana. Esse desempenho do celecoxibe pode
estar relacionado com a presenca de uma sulfonamida em sua estrutura quimica. As
sulfonamidas sdo moléculas sintéticas que apresentam estrutura organossulfurada com
grupo SO,NH,, amplamente utilizadas na industria farmacéutica estando presente em varios
medicamentos e também em antimicrobianos (Wilden, 2010; Verma et al., 2020; Ovung e
Bhattacharyya, 2021). As sulfonamidas competem com acido p-aminobenzdico, importante
para a sintese de acido fdlico que posteriormente sera importante para a formacao do DNA,
de modo a impossibilitar a replicagéo bacteriana (Ovung e Bhattacharyya, 2021). Segundo
Verma e colaboradores (2020) a sulfonamida esta presente também no meloxicam e
piroxicam. Analisando o desempenho destes dois farmacos oxicans que apresentaram

concentragdes inibitérias mais altas que o celecoxibe, pode-se inferir que sua estrutura de
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inibidor seletivo da COX-2 também tenha papel relevante nos resultados encontrados pelos
artigos selecionados. Para elucidar este ponto seriam necessarios testes com outro coxibe
que também apresenta sulfonamida, o valdecoxibe.

Porém Thangamani e colaboradores (2015) relatam nao ser possivel empregar
celecoxibe em infecgbes sistémicas, e sugerem também formulagdes topicas para conter
bactérias em feridas. Também é sugerido formulagbes combinadas com antibiéticos de uso
tépico como a mupirocina, acido fusidico, daptomicina e retapamulina, por exibirem efeito
sinérgico com o celecoxibe. Assim, o caminho do reposicionamento dos anti-inflamatdrios
nao esteroidais passa, ndo pelo reposicionamento para uso puro e direto, mas pela
exploracdo do efeito sinérgico de suas combinagdes com antibidticos. A sinergia ocorre
quando um farmaco apresenta acao inibitéria do crescimento bacteriano e quando
combinada a um antibiético reduz a concentracido necessaria dele para sensibilizar os
microrganismos (Altaf et al., 2019). A atividade sinérgica de farmacos € uma possibilidade
para reduzir a resisténcia aos antimicrobianos e a dosagem terapéutica (Zheng et al., 2018).
Baixas dosagens de antimicrobianos s&o menos provaveis de induzir mutagdes e resisténcia
em bactérias sensiveis (Abbas et al., 2020; Zhang et al., 2021).

Nos trabalhos analisados foram observados alguns casos positivos de efeito
sinérgico. O diclofenaco mostrou efeito de redugdo da concentragdo inibitéria minima de
gentamicina e clindamicina em Ozturk et al. (2021) e ciprofloxacina em Gajdacs (2020) e
Ozturk et al. (2021). Também mostrou efeito sinérgico para a remogao de biofilme quando
combinado com oxacilina em Queiroz et al. (2021) e Tabatabaeifar et al. (2022), canamicina
ou tetraciclina Ledo et al. (2020). De modo geral a sensibilizacdo de S. aureus a
gentamicina, ocorreu com diclofenaco (Ozturk et al., 2021), ibuprofeno (Ozturk et al., 2021;
Tabatabaeifar et al., 2022), cetorolaco (Gil et al., 2020; Sekar et al., 2024) e naproxeno
(Ozturk et al., 2021). Assim como, naproxeno reduziu pela metade a concentracgao inibitéria
minima da vancomicina (Ozturk et al., 2021) e ibuprofeno reduziu em 4 vezes a
concentracdo inibitéria de ciprofloxacina (Tabatabaeifar et al., 2022). Com relagao aos
B-lactamicos, o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno foram sinérgicos, reduzindo as
concentragdes inibitdrias minimas da cefuroxima (Chan et al., 2017), cefepima, imipenem e
meropenem (Tabatabaeifar et al., 2022). Ja o diclofenaco em baixas concentracdes 7z e Va
da CIM combinado com oxacilina inibe o crescimento de bactérias MRSA (Zhang et al.,
2021; Queiroz et al., 2021). Essa combinagdo reduz a concentracao inibitéria minima da
oxacilina em até 4 vezes para cepas clinicas e padronizadas. Ainda nesse grupo de
antibioticos, o celecoxibe com 4 a 2 pg/mL reduz a concentragdo inibitéria minima da
oxacilina de 512 pg/mL para 41 e 27 ug/mL respectivamente (Okpala et al., 2024). O
celecoxibe também apresentou sinergia com gentamicina, clindamicina, vancomicina,

linezolida bem como com antibiéticos de uso tépico como mupirocina, retapamulina e acido
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fusidico, quando testado em bactérias resistentes a vancomicina, mupirocina e linezolida
(Thangamani et al., 2015). Annamanedi e colaboradores (2017), bem como Kalle e Rizvi
(2011) mostram que o celecoxibe aumenta a eficacia da ampicilina e reduzem a carga
bacteriana no organismo modelo. No trabalho de Varma et al., (2019) ndo houve agéo
sinérgica pois o celecoxibe nao exibiu efeito antibacteriano. Mas, a combinagcédo dos dois
farmacos se mostra interessante, visto que o celecoxibe aumenta a permeabilidade da
membrana permitindo a entrada da ampicilina na célula bacteriana.

Assim, os anti-inflamatérios podem ser utilizados por seu efeito sinérgico para
potencializar a agdo de antibidticos, seja por inibicdo de B-lactamases, bombas de efluxo,
fatores de viruléncia ou ajudando na atividade imunolégica (Boyd et al., 2021; Ford et al.,
2021). Estes farmacos também podem ser uteis para formulagdo de derivados visando a
criacdo de novos compostos ativos contra S. aureus. Como mostrado por Dumitrascu e
colaboradores (2023) que utilizaram o carprofeno, um AINE de uso descontinuado para
humanos porém administrado na veterinaria, para criar compostos antibacterianos que tem
biodisponibilidade oral e ndo sdo carcinogénicos. A mesma estratégia foi utilizada para o
diclofenaco (Hamed et al., 2021; Hamed et al., 2023). Outra agao possivel em baixas doses
é a anti viruléncia como no caso do &cido acetilsalicilico e seu derivado diflunisal
(Khodaverdian et al., 2013), assim como Varma et al., (2019) desenvolveu cristais de
celecoxibe e ampicilina combinados. Cabe também buscar novas formulagdes que permitam
a liberacéo localizada e lenta dos anti-inflamatérios em altas concentracdes (Okpala et al.,
2024).
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Conclusao

Com o levantamento foi possivel concluir que os anti-inflamatérios ndo esteroidais
apresentam atividade antimicrobiana in vitro, porém em altas concentragdes inibitérias. Isso
indica provavel dificuldade para reposiciona-los diretamente em casos de infecgao. Apos a
comparagao das concentragcdes inibitérias minimas foi constatada a variacao de
concentracdo inibitéria entre os AINES e diferentes cepas, indicando variagao
interlaboratorial e inconsisténcia nos dados. Porém, mesmo com esses pontos negativos
citados acima, os AINES se mostram como uma possivel ferramenta. Seja pelo potencial
sinérgico na terapia antimicrobiana, pela acdo de sensibilizagdo ou por dar base para a
sintese de novos compostos ativos, capazes de agir na célula bacteriana e no biofilme.
Entretanto, € necessario elucidar as doses de tratamento, os mecanismos de agao nas
células bacterianas e analisar qual € o potencial de indugao de resisténcia desses farmacos.
Assim, serdo necessarios mais testes in vitro e in vivo para verificar a agdo, o desempenho

e desenvolver uma possivel terapia.
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