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RESUMO

O sucesso de uma infecgdo bacteriana depende da expressao dos fatores de viruléncia que irdo
contribuir com a patogenicidade do microrganismo. A producdo de biofilme, resisténcia a
espécies reativas de oxigénio, secrecdo de proteases e resisténcia a antibioticos sdo exemplos
desses fatores que contribuem com a viruléncia de espécies de Staphylococcus e falha do
tratamento. A busca por compostos para combater infecgdes causadas por bactérias resistentes
ainda é prioridade. Estudos tém mostrado que os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)
podem ter atividade antimicrobiana, exercer influéncia sobre a viruléncia e biofilme bacteriano
e apresentam efeitos sinérgicos quando associados a antibioticos. Dessa forma, este projeto
avaliou a interferéncia das concentragdes plasmaticas de nimesulida na viruléncia de
Staphylococcus spp., por meio de testes de crescimento, prote6lise, formacdo de biofilme,
biofilme pré-formado, espalhamento das col6nias e tolerancia a estresse oxidativo. Foi
observado que a nimesulida ndo tem acao antimicrobiana, mas foi capaz de reduzir a velocidade
de crescimento (M) dos isolados testados. A nimesulida na concentracdo de 0,002ug/uL aboliu
a atividade proteoliticade Staphylococcus warneri. Ndo foram observados efeitos significativos
da nimesulida sobre o biofilme, espalhamento das coldnias e toleréncia a estresse oxidativo,
que pode ser devido as baixas concentragfes testadas. Estes resultados abrem as portas para

investigagdes futuras do efeito de nimesulida sobre a viruléncia bacteriana.

Palavras-chave: AINE, biofilme, Staphylococcus, estresse oxidativo, espalhamento de

col6nias, atividade proteolitica.



ABSTRACT

The bacterial infection success depends on the expression of virulence factors that will
contribute to the microorganisms' pathogenicity. Biofilm production, resistance to reactive
oxygen species, secretion of proteases and antibiotic resistance are examples of these factors
that contribute to the virulence of Staphylococcus species and treatment failure. The search for
compounds to fight infections caused by resistant bacteria isstill a priority. Studies have shown
that non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) may have antimicrobial activity, exert an
influence on virulence and bacterial biofilm and have synergistic effects when associated with
antibiotics. In this way, this project evaluated the interference of nimesulide plasma
concentrations on the virulence of Staphylococcus spp., by measurements of growth curves,
proteolysis, biofilm formation, preformed biofilm, colony spreading and tolerance to oxidative
stress. It was observed that nimesulide has no antimicrobial activity, but was able to reduce the
growth rate () of the tested isolates. Nimesulide at a concentration of 0.002ug/uL abolished
the proteolytic activity of Staphylococcus warneri. No significant effects of nimesulide on
biofilm, colony spread and tolerance to oxidative stress were observed, which may be due to
the low concentrations tested. These results open the door for future investigations of the effect
of nimesulide on bacterial virulence.

Keywords: NSAIDs, biofilm, Staphylococcus, oxidative stress, colony spreading, proteolytic

activity.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2019, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considerou a resisténcia
bacteriana entre um dos dez maiores problemas de satde pdblica do mundo. Se nada for feito
para reverter essa situacdo, a OMS estima que até 2050 cerca de 10 milhdes de pessoas irdo
morrer por ano emtodo o mundo por infec¢es causadas por bactérias resistentes, custando aos
cofres publicos cerca de 100 trilhbes de dolares (ANVISA, 2019). Além disso, 0 uso
indiscriminado de antibioticos em tratamentos experimentais durante a pandemia da COVID -
19 ird agravar ainda mais o problema da resisténcia bacteriana (GETAHUN et al., 2020).

Além da resisténcia, outro fator que dificulta o tratamento de infecgdes cronicas € a
formacgédo do biofilme bacteriano. O biofilme é uma barreirafisica contra o sistema imune e 0s
antibioticos levando a redugdo da sua eficécia, pois as bactérias sésseis sdo protegidas pela
matriz extracelular de polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. Outros fatores de
viruléncia como expressao de proteases, resisténcia a espécies reativas de oxigénio, expressao
de adesinas também contribuem de sobremaneira para o sucesso das infecgdes, especialmente
as estafilococicas (LISTER etal., 2014; HALL; MAH, 2017).

A OMS publicou uma lista de bactérias que devem ser prioridade nas pesquisas para o
desenvolvimento de novos antibidticos e tratamentos. Nessa lista, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MARS) foi classificado como microrganismo de alta prioridade na busca
desses novos farmacos (ANVISA, 2017). Sabe-se que o desenvolvimento e a aprovacao de
novos antibioticos duram em média 20 anos, mas em pouco tempo comegam a surgir cepas
resistentes de S. aureus. Na tentativa de se evitar a resisténcia bacteriana, tem sido proposto o
uso de farmacos com acdo inibitéria sobre a viruléncia, combinados ou ndo com antibiéticos.
Os compostos com atividade antipatogénica interferem na acdo de toxinas, modulam a
expressao génica, degradam biofilme e/ou inibem a comunicacdo bacteriana, reduzindo a
patogenicidade sem promover a morte bacteriana, gerando uma pressdao mais branda no
desenvolvimento da resisténcia.

Alguns anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) como ibuprofeno, diclofenaco, acido
acetilsalicilico ja foram testados e apresentaram reducdo ou aumento da virulénciaem S. aureus
(OLIVEIRA etal., 2019). Dessa forma, a investigacao dos efeitos de AINES sobrea viruléncia
se faz necessaria, uma vez que estes medicamentos sdo amplamente utilizados em associagdo a
antibioticos para o tratamento de infecgbes. A nimesulida é amplamente utilizada no Brasil para

tratar inflamacdes em geral, seu mecanismo de acdo € elucidado e possui um preco acessivel,
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mas ainda ndo teve seu efeito avaliado sobre a viruléncia de Staphylococcus spp. Dessa forma,
este trabalho visa avaliar o efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida a viruléncia de

isolados padrédo de Staphylococcus spp.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Staphylococcus spp. sdo cocos gram-positivos de 0,5 a 1,5 um de didmetro, anaerébios
facultativos, imdveis, ndo esporulados que podem se apresentar de diferentes formas podendo
ser isoladas, em pares, cadeias curtas e em conjuntos irregulares que se espalham clonalmente
(SANTOS et al., 2007). Crescem em &gar nutriente ou em caldo simples, sdo mesofilos com
temperatura de crescimento entre 7 a 47,8°C no ambiente, sua temperatura 6tima é de 37°C e
pH 7 a 7,5, o tempo de incubacdo varia de 18 a 24 horas. (ALTAF etal., 2019; PRADO etal.,
2015). As espécies de Staphylococcus sdo divididas em dois grupos: os Staphylococcus
coagulase negativa, subdividido em dez espécies, e 0s coagulase positiva que sdo subdivididos
em quatro espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hycus
e Staphylococcus delphinie. Os Staphylococcus coagulase positiva podem ser diferenciados a
partir da fermentacdo de carboidrato, presenca de termonuclease, producdo de pigmento,
acetoina e hemolisina (PRADO et al., 2015).

Staphylococcus, em especial S. aureus, podem colonizar naturalmente as mucosas,
narinas e pele de individuos saudaveis. Ha4 uma estimativa que cerca de 30% da populagédo
humana seja colonizada, assintomaticamente, por S. aureus na sua cavidade nasal (SAKR etal.,
2018). Entretanto, séo patdgenos oportunistas com capacidade de causar infec¢Ges superficiais
e brandas a mais invasivas e graves (SANTOS et al., 2007). O processo infeccioso
estafilococico se inicia com a invasao do tecido a partir da ruptura epitelial ou pela expressao
de toxinas que rompem a barreiraepitelial e permite a entrada do microrganismo (INOSHIMA
et al., 2012). Outra rota de infeccdo, que é frequente em ambiente hospitalar, é por meio de
dispositivos médicos contaminados (ZHENG et al., 2018). Assim que o tecido € invadido, a
bactéria inicia a expressdo de diversos fatores de viruléncia que auxiliam na colonizacdo do
tecido, captacdo de nutrientes, formagdo de biofilme e na defesa contra o sistema imune do
hospedeiro (CHEUNG et al., 2021).

A colonizagdo dos tecidos, bem como o inicio da infecgdo, é realizada pela acdo de
adesinas que sdo proteinas de superficie ancoradas na parede celular (CWA - cell wall
anchored) estafilocécica (FOSTER, 2019; FOSTER, 2020). As adesinas agem fixando a
bactéria no tecido por meio da ligacao aos componentes da matriz extracelular do hospedeiro,
incluindo colageno, fibrinogénio e fibronectina (FOSTER, 2019). As adesinas também s&o
importantes na formagédo de biofilme e na evasdo do sistema imune, uma vez que Sa0 capazes
de inibir a ativacdo do sistema do complemento do hospedeiro (FOSTER, 2019; FOSTER,
2020).
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O organismo do hospedeiro ao sofrer uma invasdo por patdgeno inicia a resposta
imunoldgica que é controlada tanto pela imunidade inata, quanto pela adquirida (FREITAS et
al.,2013). A imunidade inata, por meio do sistema do complemento, é a primeiralinha de defesa
que o Staphylococcus encontra durante o curso da infec¢do. A cascata proteolitica que € ativada
promove a opsonizacdo da bactéria e fagocitose por neutrofilos e macréfagos (JONG et al.,
2019). Para enfrentar o sistema imune do hospedeiro, estafilococos desenvolveram indmeros
mecanismos de protecdo. Para escapar da fagocitose, por exemplo, S. aureus expressa diversas
proteinas que interferem na ativacao do complemento. A proteina de ligacao ao colageno (Cna),
além de atuar como molécula de adesdo, pode inibir a ativacdo da via classica do complemento
por se ligar Clq, e a proteina SdrC (Serine-aspartate repeat-containing protein E) é capaz de se
ligar ao fator H, podendo impedir a via alternativa (KANG et al., 2013; ZHANG et al., 2017).
Ha&, também a liberacdo de diversas proteases, como metaloprotease e cisteino-proteases, que
causam a degradacdo das proteinas do complemento (JUSKO et al., 2014).

Ao fagocitarem as bactérias que ndo escaparam na opsonizacao, os neutrofilos ativam
mecanismos bactericidas que levam a producéao de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
superoxido e peroxido de hidrogénio (KLEBANOFF et al., 2013; XEU et al., 2019). As
espécies de estafilococos possuem mecanismos que 0s tornam mais resistentes aos efeitos
nocivos das EROs. Dentre eles é possivel destacar a producado de estafiloxantinas, um pigmento
laranja que possui uma série de ligagBes duplas conjugadas com a capacidade de sequestrar
radicais livres originados de espécies reativas de oxigénios (FANG, 2004; PELZ et al., 2005).
Outro mecanismo é a producdo de superdxido dismutase (Sod) que converte o radical
superoxido em uma espécie menos toxica, o H,O, (Peroxido de hidrogénio), em seguida a
catalase (KatA) e alquil hidroperéxido redutase C (AhpC) desintoxicam o H2O,
transformando-o em &gua e oxigénio (COSGROVE et al., 2007).

Outro fator de viruléncia importante na protecdo contra o sistema imune do hospedeiro
é o biofilme, produzido principalmente por S. aureus e S. epidermidis (HALL; MAH, 2017;
OTTO, 2018). O biofilme é definido com uma matriz extracelular polimérica protetora que
recobre uma comunidade bacteriana que esta aderida a uma superficie biotica ou abiotica, que
auxilia a bactéria na aderéncia e colonizacao tecido, protege da acao de antibidticos e contribui
para o desenvolvimento de infec¢des cronicas (LISTER et al., 2014; HALL; MAH, 2017).

A formacdo do biofilme envolve trés etapas principais, a adesdo ou fixacdo inicial,
maturacdo e a dispersdo do biofilme (Figura 1). A primeira etapa € iniciada com a adesdo das
células planctonicas que se ligam a superficie, que pode ser bidtica ou abiética (CHEUNG et
al., 2021). Essa ligacédo inicial € mediada pelas adesinas, como Bbp (proteina de ligagcdo a
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sialoproteina 6ssea), Cna (proteina de adesdo ao colageno), FnBPs (proteinas de ligacdo a
fibronectina) (CARDILE et al., 2014; CHEUNG et al., 2021; FOSTER, 2019). Apos a adesdo
inicial, as células comecam a proliferar levando a formagdo de microcol6nias que iniciam a
producdo e secrecdo de polissacarideos extracelulares (EPS) que formam a matriz que recobre
as bactérias (SCHILCHER; HORSWILL, 2020). A EPS madura consiste em DNA extracelular
(eDNA), polissacarideos (PIA) e/ou proteinas (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).

\ - 2 niw ; ':
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Adesao micial Maturacio Dispersao

Adesinas eDNA

N/ PIA ® Protease

Figura 1. Etapas principais de formacdo de biofilme em Staphylococcus spp.
Inicialmente ocorre a adesdo a superficie, mediado por adesinas, em seguida ha a fase de
maturacdo, onde ocorre a producdo de polissacarideo de adesao intercelular (PIA) e liberacdo
de eDNA que regula as interacdes intercelulares. Na terceira etapa ocorre a producéo e liberacéo

de proteases responsaveis pela dispersdo do biofilme.

O crescimento do biofilme de estafilococos ndo é uniforme, sua estrutura é similar a
torres que sédo intercaladas por canais onde ocorre o transporte de fluidos, essas estruturas sao
moldadas pela atividade de diferentes exoenzimas como as proteases, nucleases que degradam
componentes especificos do biofilme (OTTO, 2013). As bactérias constituintes do biofilme
também apresentam estagios metabolicos diferentes da forma planctnica, pode incluir
crescimento aerdbio, crescimento fermentativo e diminuicdo do metabolismo (SCHILCHER;
HORSWILL, 2020; OTTO, 2018).
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A dispersdo do biofilme estafilocdcico para outros tecidos ocorre pela acdo de enzimas
produzidas por Staphylococcus spp. capazes de desfazer as interagdes covalentes que mantém
0 biofilme estruturado levando ao agravamento da infeccdo (OTTO, 2018). Os biofilmes
compostos por matriz ricaem proteinas sdo mais suscetiveis a dispersao mediada por proteases,
0s S. aureus produzem e secretam proteases que atuam na defesa contra o sistema complemento
e na dispersdo do biofilme, sdo elas: serino-protease SspA ou protease V8, metaloprotease
aureolisina (Aur) e as cisteino-proteases ScpB e ScpA (CHEUNG et al., 2021; RICE et al.,
2001; ROHDE et al., 2005;). Com a dispersao, as bactérias podem se desprender e alcancar
outros sitios anatbmicos, o que leva ao agravamento do caso (MONACO et al., 2017).

O tratamento de infeccBes estafilocdcicas consiste no uso da antibioticoterapia, mas as
espécies deste género, principalmente S. aureus, aléem de produzirem biofilme, também
possuem a facilidade em adquirir resisténcia a antibidticos (VESTERGAARD et al., 2019). A
primeira forma de resisténcia de S. aureus foi descrita na década de 40 em pacientes
hospitalizados (MONACO et al., 2017). A resisténcia era devida a presenca de genes blaZ que
codificava a enzima PB-lactamase que possuia a capacidade de desativar a acdo das penicilinas
(DAYAN et al., 2016). Em seguida foram identificados S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (MONACO et al., 2017). S. aureus resistente a meticilina (MRSA) se
tornou um dos principais patdgenos causadores de infeccdes hospitalares que elevam a
mortalidade, tempo de internagdo e aumentam 0s gastos com o tratamento de infecgOes
(GALATTI et al., 2009).

O nimero de antibioticos disponiveis atualmente para o tratamento de MRSA é baixo,
inclui um agente topico o mupirocina, farmacos para infusdo venosa e um ndmero pequeno de
medicamentos orais, entre eles a tetraciclina, rifampicina e clindamicina que sdo utilizados em
terapias combinadas (LUNA, 2010). Devido as bactérias multidrogas resistentes, a OMS emitiu
uma lista de bactérias, incluindo a MRSA, como prioridade na pesquisas e desenvolvimento de
novas alternativas para tratamentos dessas infecgdes (LUNA, 2010; ANVISA, 2017).

O uso de moléculas antiviruléncia vem sendo estudada como uma estratégia terapéutica
para reduzir o uso de antibidticos e facilitar o tratamento de infec¢Ges persistentes (RASKO;
SPERANDIO et al., 2010). Compostos antiviruléncia interferem na acdo de toxinas, modulam
a expressdo génica, degradam biofilme e/ou inibem a comunicagdo bacteriana (WU et al.,
2019), reduzindo a patogenicidade sem promover a morte bacteriana, gerando uma pressao mais
branda no desenvolvimento da resisténcia ao composto (RASKO; SPERANDIO, 2010). A
busca por substancias antiviruléncia e antibiofilme vem sendo realizada nas mais variadas

fontes, dentre eles os metabdlitos secundarios de plantas medicinais, medicamentos n&o
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antibioticos, agentes quelantes, enzimas e peptideos antimicrobianos (RAJPUT et al., 2018).
Mas a descoberta de novos medicamentos € um processo dificil e prolongado, portanto
reposicionar os farmacos previamente usados e aprovados por agéncias reguladoras e com agdo
antiviruléncia ou antibiofilme pode ser uma estratégia mais facil e rapida (HEMMATI et al.,
2021).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) sdo amplamente prescritos para o
tratamento de inflamacdes, febre e dor em doencas cronicas e agudas. O mecanismo de acdo
dos AINEs se baseia na inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX) que catalisa a conversdo de
acido araquiddnico em prostaglandinas e tromboxanos (BACCHI et al., 2012; CAIAZZO etal.,
2019). Estudos recentes vém mostrando que AINEs podem exercer influéncia sobre a viruléncia
e biofilme bacteriano (CHAN et al., 2017; HANNACHI et al., 2019; OLIVEIRA etal., 2019).

Um estudo avaliou a capacidade do ibuprofeno em controlar biofilme de isolados
clinicos de S. aureus, incluindo cepas resistentes a antibioticos (OLIVEIRA et al., 2019). Foi
observado que em 24 horas todas as concentragdes testadas inibiram o crescimento,
aumentaram consideravelmente a permeabilidade de membrana e promoveram alteracdo das
propriedades fisico-quimicas de superficie de S. aureus. Os resultados também mostraram que
houve uma reducdo de biomassa do biofilme inversamente proporcional a dose em todas as
condicdes estudadas, principalmente nos tempos de 6 e 24 horas (OLIVEIRA etal., 2019). Em
outro trabalho, o ibuprofeno, aspirina e diclofenaco foram testados separadamente e apresentam
de modo geral efeito antibacteriano contra bactérias Gram positivas (CHAN etal., 2017). Além
disso, quando testadas em associacdo com cloranfenicol e cefuroxima, esses farmacos
apresentam efeitos sinérgicos bactericidas e bacteriostaticos contra as cepas clinicas de MRSA,
demonstrando grande potencial para serem utilizados como adjuvantes por aumentarem a
sensibilidade do S. aureus aos antibioticos (CHAN et al., 2017).

Embora alguns medicamentos apresentam atividade antipatogénica, outros podem agir
de forma contraria ao esperado e favorecer a viruléncia bacteriana auxiliando na infeccdo. O
acido acetilsalicilico ao ser metabolizado sofre desacetilagdo e forma o acido salicilico. Um
estudo realizado por HANNACHI e colaboradores (2019) investigou o efeito do acido salicilico
sobre a expressdo dos genes regulatério sarA e agr. Os autores observaram que o acido
salicilico causa a diminuigdo da expressdo de a-toxina, aumenta a producdo PIA e promove a
formacdo e estabilizacdo do biofilme (HANNACHI et al., 2019). Todos esses fatores de
viruléncia contribuem significativamente com a persisténcia bacteriana e falha no tratamento
terapéutico (DOTTO et al., 2017).
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A nimesulida (N-(4- nitro-2-fenoxifenil) metasulfonamida) é um AINE que foi
desenvolvido no inicio da década de 70, é considerada umas das primeiras sulfonanilidas com
seletividade inibitoria preferencial para COX 2 (RAINSFORD, 2007). Esse medicamento é
indicado como anti-inflamat6rio, com efeito analgésico e antipirético para o tratamento de
dores, inflamacg0es, osteoartrite e artrite reumatoide (MOORE etal.,2019). A nimesulida possuli
baixos efeitos adversos relacionado ao sistema gastrointestinal e cardiovascular ao contrario de
outros COX 2 seletivos, e seu efeito hepatotoxico € considerado raro, mas ndo pode ser
descartado (BACCHI et al., 2012; MOORE et al., 2019). Mas em 2012 a Agéncia Europeia de
Medicamentos concluiu estudos de biosseguranca que apoiam o uso da nimesulida como anti-
inflamatorio (CAIAZZO et al., 2019).

Trabalhos recentes tém sugerido novas aplica¢Ges da nimesulida em tratamento de
doencas, incluindo acdo anticancer, antidiabética e antifdngica (MATOS et al., 2015;
CAIAZZO etal., 2019). Embora estudos tenham sugerido novas aplicacOes para a nimesulida,
nao foi encontrado na literatura trabalhos que avaliem o efeito deste fArmaco sobre a viruléncia
e biofilme de Staphylococcus. Apenas um trabalho realizado por Matos (2015) avaliou a
atividade da nimesulida sobre a viruléncia de fungos dermat6fitos. No estudo a nimesulida
apresentou atividade antifingica frente a cepa ATCC 9533 no qual o mecanismo de acdo foi
dependente de prostaglandina E2, porém, ndo houve interferéncia da nimesulida na producao

de urease, fator de viruléncia que facilita a evasdo do sistema imune.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a influéncia das concentragcdes plasmaticas de nimesulida sobre a viruléncia de

Staphylococcus spp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito da nimesulida sobre crescimento de Staphylococcus spp.;

e Testar a influéncia da nimesulida sobre o espalhamento de coldnias e a tolerancia ao
estresse oxidativo de Staphylococcus spp.;

e Determinar o efeito da nimesulida sobre a atividade proteolitica de Staphylococcus spp.;

e Auvaliaraacdo da nimesulida sobre a formacédo de biofilme e sobre biofilme pré-formado

de Staphylococcus spp.;



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

e Alca bacteriologica

e Alca de Drigalski

e Algodéo

e Agar bacterioldgico (HiMedia, Mumbai, India)

e Alcool em gel 70°

e Cabine de Seguranca Bioldgica

e Cristal violeta P.A. (Synth, Sao Paulo, Brasil)

e Dextrose P.A. (Synth, S&o Paulo, Brasil)

e Detergente

e Dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, Sdo Paulo, Brasil)

e FEtanol 96° e 70°

e Estufa incubadora B.O.D

e Fosfato monossddico (NaH2PO4, Synth, S&o Paulo, Brasil)
e Fosfato dissédico (Na2HPO4, Synth, Sdo Paulo, Brasil)
e Hipoclorito de sddio

e Luvas de latex

e Micropipeta monocanal automatica 100-1000uL

e Micropipeta monocanal automatica 20-200uL

e Micropipeta monocanal automatica 0,5-20uL

e Microplaca de 96 pocos com fundo chato

e Microtubo

e Mueller-Hinton (HiMedia, Mumbai, India)

e NaCl P.A. (Synth, S&o Paulo, Brasil)

e Nimesulida

e Perdxido de Hidrogénio 30% (H202, AlphaTec, Sdo Paulo, Brasil)
e Papel toalha

e Placa de petri

e Saco plastico resistente a calor

e Tubo de ensaio

27
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e Tubo Falcon

e Tubo criogénico

e TSB (Tryptic Soy broth, HiMedia, Mumbai, India)
e Ultra freezer

4.2 METODOS

4.2.1 Micro-organismo e condi¢éo de cultivo.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as cepas referéncias de
Staphylococcus aureus (ATCC 29213, NRS133 sensivel a meticilina, USA300 e Mu50 ambas
resistente a meticilina), Staphylococcus epidermidis (NRS 101) e a cepa Staphylococcus
warneri que foram gentilmente doadas pela professora Andrea de Oliveira Barros Ribon (UFV)
e utilizados em todos os experimentos. As bactérias foram cultivadas em meio TSA (HiMedia,
Mumbai, india) a 37°C. Para avaliar a producdo de biofilme foi utilizado TSB (HiMedia,
Mumbai, India) suplementado com 0,25% de glicose (TSBg). O meio Mueller-Hinton
(HiMedia, Mumbai, india) foi utilizado nos ensaios de concentragao inibitoria minima (CIM).
Os estoques foram feitos com TSB acrescentado 30% de glicerol e mantidos a -20°C e a -80°

C os estoques dos microrganismos.

4.2.2 Preparo da Nimesulida.

A nimesulida foi obtida a partir de uma farmacia de manipulacdo da cidade de Barreiras
- BA, sendo preparadaem Dimetilsulféxido (DMSO, Synth, Sdo Paulo, Brasil) na concentracao
de 0,5 mg/mL. A faixa de concentracdo de nimesulida utilizada para o ensaio de concentracéo
minima inibitéria foi de 8,192 pg/uL até 0,25uL. Nos outros ensaios foram utilizadas as
concentragfes de 0,002ug/pL, 0,004pg/uL e 0,008ug/pL que estdo dentro da faixa da

concentracdo plasmatica de nimesulida em seres humanos (KIM et al., 2012).

4.2.3 Concentracdo inibitoria minima da nimesulida.

A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) da nimesulida foi realizada

pelo método de microdiluicdo em caldo (WEINSTEIN et al., 2019). Neste ensaio, col6nias
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isoladas crescidas em TSA foram diluidas até densidade ética correspondente ao padréo 0,5 da
escala de McFarland. Os pogos da placa foram preenchidos com 100uL de caldo Mdeller-
Hinton que continham concentracdes de nimesulida variando de 8,192 pg/uL até 0,25uL e a
suspensdo bacteriana. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, o crescimento foi

observado por meio da turvagédo do caldo. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica.

4.2.4 Efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida sobre crescimento bacteriano.

A avaliacdo do efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida sobre o crescimento
bacteriano foi avaliada em microplacas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato. Um
volume de 20 pL de suspensdo bacteriana padrédo 0,5 McFarland foi adicionado em cada poco
da microplaca, seguido da adi¢do de 100 pL de caldo TSB e 80 pL de agua destilada contendo
ou ndo nimesulida nas concentrac¢des de 0,002ug/pL, 0,004pg/pL e 0,008pg/pL. O crescimento
bacteriano foi acompanhado pela leitura da densidade dptica a 600 nm (DOgoonm) utilizando o
leitor de microplacas Varioskan LUX Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher
Scientific). O equipamento foi programado para realizar 25 leituras com intervalos de 30
minutos durante 12 horas, com agitacdo pulsada de 120rpm ligada por 15 segundos entre as
leituras a uma temperatura de 37°C. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica, cada

um com trés replicatas técnicas.

4.2 .5 Efeito da nimesulida sobre a tolerancia ao estresse oxidativo.

O efeito das concentragdes plasmaticas de nimesulida sobre a tolerancia ao estresse
oxidativo foi avaliado por meio da técnica de difusdo em disco (FABRES- KLEIN, 2010). Para
iss0, 200 pL de suspensdo bacteriana padréo 0,5 McFarland foi espalhada sobre a superficie do
meio TSA contendo ou ndo nimesulida. Em seguida, um disco de papel de filtro de 6mm de
didmetro foi posicionado sobre o meio, onde foi adicionado 10 pL de H»O, 30% (AlphaTec,
S&o Paulo, Brasil). Apds 24 horas de incubacéo a 37°C, os halos foram medidos com o auxilio
de um paquimetro. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica, cada um com quatro

repeticOes técnicas.
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4.2.6 Efeito da nimesulida sobre a atividade proteolitica dos isolados.

O efeito das concentracfes plasmaticas de nimesulida sobre a atividade proteolitica dos
isolados foi avaliado em TSB e suplementado com 1% de leite desnatado contendo ou ndo
nimesulida nas concentra¢des de 0,002ug/uL, 0,004pg/pL e 0,008ug/pL. Um volume de 5 pl
de cultivo bacteriano foi pipetado sobre a placa. A capacidade proteolitica foi determinada pela
medida dos halos de protedlise apds 72 horas de incubacdo no B.O.D a 37°C (HAMDANI et
al., 2021). Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica, cada um com trés repeticdes
técnicas.

4.2.7 Efeito da nimesulida sobre o espalhamento das coldnias.

A partir de 5 pl de uma cultura cultivada em caldo TSB foram pipetadas em placas de
TSA contendo ou ndo nimesulida nas concentra¢des de 0,002ug/pL, 0,004ug/pL e 0,008 ug/pL.
Apds 24 horas de incubacdo em B.O.D a 37°C, o espalhamento das coldnias foi avaliado
visualmente a fim de verificar mudangas no tamanho e na forma de crescimento das col6nias.

Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica, cada um com duas repeti¢Oes técnicas.

4.2.8 Efeito da nimesulida sobre a formacéo de biofilme.

A avaliacdo do efeito da nimesulida sobre a producdo de biofilme foi avaliada em
microplacas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato conforme descrito (FABRES-KLEIN
et al., 2014). Um volume de 20 pL de suspensdo bacteriana padrdo 0,5 McFarland foi
adicionado em cada poco da microplaca, seguido da adicdo de 100 puL de TSBg contendo ou
ndao nimesulida nas concentragdes de 0,002ug/pL, 0,004ug/uL e 0,008pg/pL. As micro-placas
foram incubadas a 37 °C por 22 h. Apos esse periodo, 0os pocos foram lavados com tampéao
salina fosfato (PBS) trés vezes, secos em capela de exaustdo e corados com solucao aquosa de
cristal violeta 0,1% por 30 min, em seguida lavados com salina 0,9% trés vezes e adicionado o
100 pL de etanol comercial e mantido a temperatura ambiente por 15 min. Apés este periodo,
foi realizada a leitura da densidade dptica (DOsgnm) em leitor de microplacas Varioskan LUX
Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific). Os ensaios foram realizados em

triplicata bioldgica, cada um com cinco repeti¢fes técnicas.
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4.2.9 Efeito da nimesulida sobre o biofilme pré-formado.

O efeito da nimesulida sobre o biofilme pré-formado foi realizado em microplacas de
poliestireno de 96 pogos. As placas contendo meio liquido TSBg e 20 pL de suspensdo
bacteriana de 0,5 McFarland foram incubadas a 37°C por 22 horas sem agitagcdo. Apds este
periodo, o sobrenadante foi removido e adicionado nos pogos NaCl 0,9% contendo ou ndo a
nimesulida. As placas foram novamente incubadas 37°C por um periodo de 4h. O biofilme foi
quantificado utilizando a metodologia descrita conforme item anterior. Os ensaios foram feitos
em triplicata biolégica com cinco repeticOes técnicas cada.

4.2.10 Analises estatisticas.

As analises estatisticas e os gréaficos apresentados foram feitos utilizando o software
Graphpad (v6.0 GraphPad Prism). Os dados foram analisados utilizando-se o teste ANOVA
Two-way seguido pelo pos-teste Bonferroni para comparacdo entre os grupos tratados em

relacdo ao grupo controle com DMSO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A viruléncia bacteriana é fundamental paraa colonizacdo e o sucesso de uma infeccao.
Aliado a isso, a resisténcia a antibidticos e a formacéo de biofilme tem dificultado o tratamento
das infeccdes (CHEUNG et al., 2021). Por isso tem se buscado alternativas que possam auxiliar
no tratamento, principalmente de infeccGes cronicas e persistentes, como o uso de drogas
capazes de regular negativamente a viruléncia bacteriana sem afetar o crescimento, reduzindo
as chances do surgimento de resisténcia a esses medicamentos (RASKO et al., 2010; DALY et
al., 2015; MUNGUIA; NIZET, 2017). Estudos vém mostrando que os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs) podem exercer influéncia sobre a viruléncia e biofilme bacteriano, abrindo
portas para o reposicionamento dessas drogas para auxiliar no tratamento das infecgOes
bacterianas resistentes a antibidticos (DEFOIRDT, 2017; OLIVEIRA etal., 2019).

A nimesulida € um AINEs com ac¢édo anti-inflamatéria, antipirética e analgésica, além
disso também j& foi descrita sua acdo farmacologica, anticancer e antidiabética (CAIAZZO et
al., 2019). Mas estudos sobre a acdo da nimesulida sobre a viruléncia de espécies estafilocdcicas
ainda sdo escassos. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade da
nimesulida sobre a viruléncia de diferentes espécies de Staphylococcus causadores de infeccdes
em humanos. Paraisso, foi testado o efeito das concentragfes plasmaticas de nimesulida sobre
0 espalhamento de coldnias, tolerancia ao estresse oxidativo, atividade proteolitica, formagdo
de biofilme e sobre o biofilme pré-formado de Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus
sensivel a meticilina NRS133, S. aureus resistente a meticilina USA300, S. aureus resistente a
meticilina Mu50, S. epidermidis NRS 101 e S. warneri.

Inicialmente foi determinada a concentracdo inibitoria minima (CIM) da nimesulida
sobre o crescimento dos isolados ATCC 29213, NRS133, USA300, Mu50, NRS 101 e S.
warneri. Foram testadas concentra¢fes que variavam de 8,192 pg/pL até 0,25ug/pL, mas em
nenhuma das concentragdes foi observado a inibi¢do do crescimento dos isolados. Embora a
nimesulida ndo tenha causado a inibi¢do do crescimento de Staphylococcus, outros AINEs,
como ibuprofeno e diclofenaco, possuem atividade antimicrobiana (CHAN et al., 2017;
Oliveiraet al.,2019; ZHANG et al., 2021). Em estudo conduzido por Oliveirae colaboradores
(2019), o ibuprofeno apresentou uma CIM de 0,5 mg/mL para isolados de S. aureus sensiveis
a meticilina e CIM de 2 mg/mL para S. aureus resistente a macrolideos. Em outro estudo
utilizando isolados que incluiam bactérias Gram-negativas, como P. aeruginosa e Escherichia
coli, e bactérias Gram positivas como Bacillus cereus, MSSA e MRSA, o ibuprofeno

apresentou atividade antimicrobiana somente contra bactérias Gram-positivas e a CIM
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observada variou de 0,625 mg/mL a 2,5 mg/mL (CHAN et al., 2017). Em trabalho realizado
com o diclofenaco a concentragdo de 125ug/mL foi capaz de inibir o crescimento dos isolados
MRSA ATCC 25923, MSSA ATCC 43300 e S. epidermidis ATCC 35984 resistente a
meticilina (ZHANG et al., 2021).

Neste estudo ndo foram observados valores de CIM que pudessem servir de base para a
escolha das concentracdes de nimesulida a serem testadas. Entéo, foi utilizado o estudo cinético
realizado por Kim e colaboradores (2012) onde foi determinado que a concentragédo de
nimesulida circulante no plasma de seres humanos é em torno de 0,004pug/pL. Dessa forma, as
concentracdes de nimesulida definidas para os experimentos subsequentes foram 0,002ug/pL
(metade da concentracdo plasmatica), 0,004pg/puL e 0,008ug/puL (dobro da concentracdo
plasmatica).

As concentracdes plasmaticas de nimesulida foram entdo utilizadas para verificar se
haveria alguma alteracdo na curva ou na velocidade de crescimento (u) dos isolados (Figura 2
e tabela 1). Os resultados mostraram que a nimesulida promove uma reducédo estatisticamente
significativa da velocidade de crescimento dos isolados ATCC, Mu50 e NRS101 (Tabela 1).
Também foi observado que hd uma diminuicdo dos valores de 4 em S. warneri, mas nao
apresentou diferenca estatistica. A nimesulida em todas concentracGes testadas promoveu uma
reducdo da absorbancia maxima na fase estacionaria de ATCC e USA300 (Figura 2C e 2D),
alterando a curva de crescimento destes isolados. Efeito mais discreto da nimesulida também
foi observado em S. warneri (Figura 2B). J& a concentracdo de 0,008ug/uL de nimesulida
causou uma reducéo de quase 50% na DOgy maxima da fase estacionariade S. aureus resistente
a meticilina Mu50 (Figura 2F).

Tabela 1. Velocidade de crescimento (W) de Staphylococcus expostos a concentracdes

plasmaticas de nimesulida.

NRS 133 S. warneri USA300 ATCC 29213 Mu50 NRS 101

W médio p médio W médio W médio U médio W médio
TSB 0,393 0,479 0,582 0,583 0,573 0,417
DMSO 0,443 0,479 0,545 0,514 0,535 0,504
0,002pg/pL 0,434 0,401 0,526 0,384* 0,375* 0,395*
0,004pg/pL 0,418 0,447 0,550 0,370* 0,362* 0,404*
0,008pg/pL 0,433 0,428 0,484 0,273* 0,236* 0,375*

* Reducdo estatisticamente significante (p < 0,05)
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Figura 2. Efeito das concentracdes plasmaticas de 0,002ug/puL, 0,004ug/uL e 0,008ug/uL de
nimesulida sobre a curva de crescimento dos isolados (A) S. aureus NRS133, (B) S. warneri,

(C) USA300, (D) S. aureus ATCC 29213, (E) S. epidermidis NRS101, (F) S. aureus Mu50.

Outros AINEs, como diclofenaco e acido acetilsalicilico, ja tiveram seu efeito sobre o

crescimento de S. aureus e Escherichia coli descrito na literatura (LEAO et al., 2020).

Concentragdes de 1000, 2000 e 2500 pg/mL de diclofenaco foram capazes de reduzir em 2,50,
3,86 e 5,68 log CFU/mL a quantidade final de S. aureus viaveis na fase estacionaria de
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crescimento quando comparada com o controle de DMSO. Ja no &cido acetilsalicilico o efeito
foi menos pronunciado, foi observada uma reducdo de 0,92 e 1,06 log CFU/mL quando se
utilizou as concentraces de 2000 e 2500 pg/mL (LEAO et al., 2020).

Durante a fase estacionaria de crescimento hd o aumento de uma subpopulagdo de
células persistentes que sdo muito mais resistentes a acdo de antibidticos e podem causar
infeccBes recalcitrantes de dificil tratamento (CHANG et al., 2020). O uso de substancias que
interferem na fase estacionaria em combinagdo com antimicrobianos tem se mostrado uma
opcao para a erradicacao de células persistentes (XIAO et al., 2019; XIAO et al., 2020.). A acédo
antimicrobiana de 6leos essenciais sobre S. aureus na fase estacionaria de crescimento foi
investigada de maneira isolada e em combinacdo com antibidticos (XIAO et al., 2019).
Observou-se que 0 6leo essencial de orégano tinha um bom efeito antimicrobiano sobre as
células na fase estacionaria, mas que a combinacdo deste 6leo com quinolonas ou rifampicina
tinham efeito potencializado na erradicacdo das células persistentes (XIAO et al., 2019).

Nos experimentos realizados com aspirina, foi observado que a variabilidade de S.
xylosus tratado com o medicamento foi semelhante ao grupo néo tratado, a fase estacionaria foi
atingida em ambos o0s grupos ap6s 20 horas de incubacdo a 37°C (XU et al., 2017). Além disso,
foi analisado os efeitos da nicotina no principio ativo do tabaco, sobre o crescimento da cepa
USA300 em resposta a diferentes concentragdes (0,1 mg/mL, 0,2mg/mL, 0,5mg/mL, 1mg/mL
e 2 mg/mL) e foi observado que em concentracGes mais altas a taxa de crescimento é mais lenta
na fase exponencial (LE etal., 2019).

Em S. aureus, o espalhamento de col6nias contribui com a viruléncia, pois facilita a
colonizacdo sobre superficies umidas e tecidos animais (KAITO; SEKIMIZU, 2006). Este
fendbmeno ¢é facilitado pelas propriedades surfactantes de modulinas soltveis em fenol (PSM-
phenol soluble modulins) (KIZAKI et al., 2016). As PSM sdo toxinas anfipaticas que
promovem a lise de neutréfilos e facilitam o escape de S. aureus apds a fagocitose, favorecendo
a colonizacdo de tecidos ou formacdo de biofilme (OTTO, 2014). Neste trabalho, o efeito da
nimesulida sobre a atividade de espalhamento de coldnias também foi testado, e os resul tados
estdo apresentados nas figuras 3-8. Apesar de ndo se observar alteracdo na dispersdo das
coldnias em nenhuma das concentra¢des de nimesulida testadas, esta foi a primeira vez que este
efeito foi avaliado. A agéo de compostos sobre a capacidade de espalhamento de colonia ainda
é pouco estudada, apenas um estudo de 2018 testou o efeito de acido ascorbico sobre a
viruléncia de S. aureus resistentes a meticilina (ALI MIRANI et al., 2018). Observou-se que

concentragBes sub-inibitdrias de acido ascorbico isolado ou em combinacdo com oxacilina
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promovem aumento do espalhamento de coldnias e reduz a formacao de biofilme por meio da
regulacédo da expressdo do sistema de quorum sensing agr (ALI MIRANI et al., 2018).

A B C D E

Figura 3. Efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida sobre espalhamento de coldnia
de Staphylococcus aureus NRS133. (A) agar TSB, (B) agar TSB + DMSO, (C) agar TSB +
Nimesulida 0,002ug/uL, (D) agar TSB + Nimesulida 0,004ug/uL, (E) agar TSB + Nimesulida
0,008pg/pL.

\ |

Figura 4. Efeito das concentracGes plasmaticas de nimesulida sobre espalhamento de colénia
de Staphylococcus warneri (A) agar TSB, (B) agar TSB + DMSO 0,008ug/uL, (C) dgar TSB
+ Nimesulida 0,002pg/pL, (D) agar TSB + Nimesulida 0,004pg/pL, (E) &gar TSB +
Nimesulida 0,008pug/pL.
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Figura 5. Efeito das concentra¢Ges plasmaticas de nimesulida sobre espalhamento de coldnia
de Staphylococcus aureus USA300 (A) agar TSB, (B) agar TSB + DMSO 0,008ug/uL, (C)
agar TSB + Nimesulida 0,002ug/pL, (D) agar TSB + Nimesulida 0,004ug/pL, (E) dgar TSB +
Nimesulida 0,008ug/uL.
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Figura 6. Efeito das concentracBes plasmaticas de nimesulida sobre espalhamento de colénia

de Staphylococcus aureus ATCC 29213 (A) agar TSB, (B) agar TSB + DMSO 0,008ug/uL,
(C) é4gar TSB + Nimesulida 0,002ug/uL, (D) &gar TSB + Nimesulida 0,004pg/pL, (E) agar

TSB + Nimesulida 0,008ug/pL.
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Figura 7. Efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida sobre espalhamento de coldnia
de Staphylococcus aureus Mu50 (A) agar TSB, (B) dgar TSB + DMSO 0,008ug/uL, (C) agar
TSB + Nimesulida 0,002ug/pL, D &gar TSB + Nimesulida 0,004pg/pL, (E) &gar TSB +
Nimesulida 0,008ug/pL.
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Figura 8. Efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida sobre espalhamento de coldnia
de Staphylococcus epidermidis NRS 101(A) agar TSB, (B) agar TSB + DMSO 0,008ug/uL,
(C) é4gar TSB + Nimesulida 0,002ug/uL, (D) agar TSB + Nimesulida 0,004pg/uL, (E) agar
TSB + Nimesulida 0,008ug/pL.

Um dos fatores de viruléncia mais estudados é o biofilme formado por espécies
estafilococicas, principalmente por S. aureus e S. epidermidis (OTTO, 2018). Biofilmes sdo
sistemas bioldgicos dindmicos e complexos que sdo importantes para a sobrevivéncia e
persisténcia durante as infecces e também se tornam reservatorios de bactérias que irdo
disseminar para novos sitios de infeccdo (SCHILCHER; HORSWILL, 2020). Além disso, o
biofilme estafilocdcico forma um ambiente que protege a bactéria da acdo de antibidticos e do
sistema imune do hospedeiro (SCHILCHER; HORSWILL, 2020). A formagéo de biofilme
impde desafios terapéuticos no tratamento das infeccBes estafilococicas cronicas e persistentes,
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por isso a busca de substancias antibiofilme tem ganhando destaque. A fim de avaliar a agéo
da nimesulida como agente antibiofilme, neste trabalho foi testada a atividade tanto sobre a
formagéo do biofilme quanto sobre a dispersao do biofilme.

Os ensaios foram realizados utilizando a metodologia de cristal Violeta 1% e os
resultados estdo apresentados nas figuras 9 e 10. Todos os isolados foram considerados 6timos
produtores de biofilme uma vez que a absorbancia em DOsgonm foi maior que 0,50 (CHEN et
al., 2020). Em relagéo ao efeito da nimesulida sobre o biofilme, nenhuma das concentragdes
testadas foram, estatisticamente, capazes de modular a formacdo e dispersdo do biofilme
estafilococico (figuras 9 e 10). Mas na analise da figura 9 pode-se observar que NRS133 e S.
warneri apresentaram uma reducdo da producdo de biofilme nas trés concentracGes de
nimesulida avaliada, quando comparada ao grupo controle com DMSO. Ja USA300 apresentou
um aumento do biofilme nas concentracfes de 0,004ug/pL e 0,008ug/pL. O S. aureus Mu50
aumentou a formacdo de biofilme de maneira inversamente proporcional as doses. S.
epidermidis NRS101 ndo apresentou alteracdo na produtividade de biofilme quando exposto a
nimesulida. Todavia, os resultados encontrados ndo sdo considerados estatisticamente
significativos.

Na figura 10 pode ser observado os resultados da a¢do na nimesulida sobre disperséo
do biofilme pre-formado. No isolado NRS 133 foi observado uma reducdo da matriz do
biofilme nas concentragdes de 0,002ug/pL, 0,004pg/uL de nimesulida em comparagdo ao
controle tratado com DMSO. S. aureus ATCC 29213 apresentou dispersao do biofilme nas trés
concentracOes testadas de nimesulida. Ja no isolado NRS 101, a nimesulida favoreceu um
aumento do biofilme em todas as concentracdes testadas. Contudo esses resultados nédo
apresentaram significancia estatistica.

Estudos tém mostrado que AINEs podem modular tanto a formagédo quanto a disperséo
do biofilme (DOTTO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019; ABBAS et al., 2020). O uso de
diclofenaco em ensaios in vitro vem se mostrando promissor para a inibi¢do da formacdo do
biofilme de isolados clinicos de S. aureus sensiveis e resistentes & meticilina. Foi observado
que ¥ CIM de diclofenaco (62,5 pg/mL) causa uma reducdo do biofilme formado em até 70%
em todas as cepas testadas (ABBAS et al., 2020).
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Figura 9. Efeito das concentracdes plasméaticas de nimesulida sobre formacdo do biofilme dos

isolados Staphylococcus aureus ATCC29219, Staphylococcus aureus NRS133, S. aureus
USA300, S. aureus Mu50, S. epidermidis NRS 101 e S. warneri.
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Figura 10. Efeito das concentracdes plasmaticas de nimesulida sobre biofilme pré-formado dos

isolados Staphylococcus aureus ATCC29219, Staphylococcus aureus NRS133, S. aureus
USA300, S. aureus Mu50, S. epidermidis NRS 101 e S. warneri.

Por outro lado, os AINEs podem também causar o aumento da formag&o de biofilme,

como é observado &cido salicilico, produto metab6lico do acido acetilsalicilico. Concentrages

de 0,36pg/mL de acido salicilico pode aumentar significativamente a biomassa do biofilme

formados por isolados de S. aureus (MRSA e MSSA) ap06s 24 ou 48 horas de crescimento
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(DOTTO et al., 2017). Alguns AINEs, como o ibuprofeno, podem ndo apresentar efeito
significativo quando testado sobre a formacdo do biofilme. Entretanto, pode apresentar
atividade sobre a remogdo do biofilme (OLIVEIRA et al., 2019). No estudo conduzido por
Oliveira e colaboradores (2019) mostraram que o ibuprofeno causa uma reducdo de 40% na
biomassa do biofilme de S. aureus e causa uma reducdo metabdlica de 80% das bactérias
aderidas.

Para verificar o efeito da nimesulida sobre a capacidade proteolitica, os isolados ATCC
29213, NRS133, USA300, Mu50, NRS 101 e S. warneri foram crescidos agar milk 1% na
presenca ou auséncia de nimesulida durante 72 horas de incubacdo. Os resultados das medidas
dos halos de protedlise estdo presentes no grafico da figura 11 e também podem ser observados

nas figuras 12-17.
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Figura 11. Efeito das concentracGes plasmaticas de nimesulida sobre a atividade proteolitica
dos isolados Staphylococcus aureus NRS133, S. aureus USA300, S. aureus Mus0, S.
epidermidis NRS 101 e S. warneri.

Foi possivel observar que S. warneri ndo apresentou o halo proteolitico quando crescida
em 0,002ug/pL de nimesulida (Figura 11 e 13C), resultado estatisticamente significante
(p<0,001). O S. warneri ¢ um dos poucos estafilococos coagulase negativo que secreta
aureolisina, uma protease extracelular que participa da formacdo do biofilme (YOKOI et al.,
2016; TSANG et al., 2008). S. aureus ATCC 29213 ndo se observou atividade de proteolitica

em nenhuma das condi¢Oes testadas (figura 14). Algumas observacdes, embora ndo
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significativas estatisticamente, valem ser evidenciadas. As bactérias NRS133 e USA300
quando expostas a concentracdo de 0,004pg/uL de nimesulida apresentaram um discreto
aumento na atividade proteolitica, enquanto a maior concentracdo (0,008ug/pL) causou uma
reducdo do halo de protedlise (Figuras 11 e 12). A nimesulida na concentracdo de 0,004pug/puL
também promoveu um leve aumento na atividade proteolitica em S. warneri, Mu50 e NRS101
(Figura 11).

!-

Figura 12. Atividade proteolitica do isolado S. aureus NRS 133 exposto ou ndo a nimesulida.
(A) agar milk 1%, (B) agar milk 1% + DMSO 0,008ug/uL, (C) agar milk 1% + Nimesulida
0,002ug/pL, (D) agar milk 1% + Nimesulida 0,004pg/pL, (E) agar milk 1%+ Nimesulida

0,008pg/L.
. ' ! !

Figura 13. Atividade proteolitica do isolado S. warneri exposto ou ndo a nimesulida. (A) agar
milk 1%, (B) agar milk 1% + DMSO 0,008ug/uL, (C) agar milk 1% + Nimesulida 0,002ug/pL,
(D) agar milk 1% + Nimesulida 0,004ug/pL, (E) agar milk 1%+ Nimesulida 0,008ug/pL.

Figura 14. Atividade proteolitica do isolado S. aureus USA300 exposto ou ndo a nimesulida.
(A) agar milk 1%, (B) agar milk 1% + DMSO 0,008ug/uL, (C) agar milk 1% + Nimesulida
0,002ug/uL, (D) agar milk 1% + Nimesulida 0,004ug/uL, (E) agar milk 1%+ Nimesulida
0,008pg/uL.
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Figura 15. Atividade proteolitica do isolado S. aureus ATCC 29213 exposto ou ndo a
nimesulida. (A) agar milk 1%, (B) agar milk 1% + DMSO 0,008ug/pL, (C) agar milk 1% +
Nimesulida 0,002pg/pL, (D) agar milk 1% + Nimesulida 0,004pg/puL, (E) agar milk 1%+
Nimesulida 0,008pg/pL.

Figura 16. Atividade proteoliticado isolado S. aureus Mu50 exposto ou ndo a nimesulida. (A)
agar milk 1%, (B) agar milk 1% + DMSO 0,008ug/uL, (C) agar milk 1 + Nimesulida
0,002ug/uL, (D) agar milk 1% + Nimesulida 0,004pug/uL, (E) agar milk 1%+ Nimesulida
0,008pg/pL.

Figura 17. Atividade proteolitica do isolado S. epidermidis NRS101 exposto ou ndo a
nimesulida. (A) agar milk 1%, (B) &gar milk 1% + DMSO 0,008ug/uL, (C) agar milk 1% +
Nimesulida 0,002ug/uL, (D) agar milk 1% + Nimesulida 0,004pg/uL, (E) agar milk 1%+
Nimesulida 0,008ug/puL.

Importante fator de viruléncia que contribui com a defesa bacteriana contra a resposta
imunoldgica do hospedeiro mediado por células fagociticas, dentre elas os neutrofilos,
macrofagos (MILLER et al., 2020). Para avaliar a resisténcia ao estresse oxidativo das

diferentes espécies estafilocdcicas, foi utilizada a metodologia de difusdo em disco contendo
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peréxido de hidrogénio. A Figura 18 apresenta os valores medidos do halo de inibicdo do
crescimento causado pelo estresse oxidativo.

Apesar de ndo haver diferencas estatisticas nos resultados, € possivel observar que a
maior concentracdo de nimesulida promove um maior halo de inibig&o do crescimento em todos
os isolados quando comparados com o controle de DMSO, exceto para S. aureus ATCC 29213
(Figura 18). O aumento do halo de inibicdo € indicativo da reducdo da tolerancia ao estresse
oxidativo causado pelo peroxido de hidrogénio. Os principais mecanismos protetores contra o
estresse oxidativo Staphylococcus estdo a producdo de estafiloxantinas e a expressédo de
superoxido dismutase e catalase (FANG, 2004; PELZ et al., 2005; COSGROVE et al., 2007).
Timol é um monoterpeno extraido de tomilho e orégano que reduz a resisténcia de S. aureus
MRSA a EROs, reduzindo a capacidade da bactéria sobreviver dentro de neutréfilos apos a
fagocitose (VALLIAMMALI et al., 2021). O timol na concentracdo de 100 pug/mL foi capaz de
diminuir em 90% a producgéo de estafiloxantina na cepa de S. aureus testada (VALLIAMMAI
etal., 2021). Uma anéalise visual da coloracéo (presenca de estafiloxantina) das col6nias tratadas

com nimesulida ndo indicou mudancgas perceptiveis (dados ndo apresentados).

TSB
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Figura 18. Efeito das concentracGes plasméaticas de nimesulida sobre a tolerancia ao estresse
oxidativo dos isolados Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus NRS133,
S. aureus USA300, S. aureus Mu50, S. epidermidis NRS 101 e S. warneri.



44

Outra observacdo importante é que o solvente, utilizado para dissolver a nimesulida,
provoca uma reducdo dos halos em todos os ensaios. O DMSO € um solvente anfifilico com
capacidade de solubilizar tanto compostos organicos quanto inorganicos (HUANG et al., 2020).
Em um estudo realizado em 2011 descreveu a capacidade antioxidante do DMSO como baixa,
devendo ser utilizado em baixas concentracbes nesses tipos de ensaios (SANMARTIN-
SUAREZ et al. 2011). Em nossos ensaios de estresse oxidativo foi utilizado a proporgéo
aproximada de 10% de DMSO (contendo ou ndo nimesulida) no meio nutriente, quantidade que

pode ser significativa para exercer acdo antioxidante.
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6 CONCLUSAO

Os estudos realizados com AINES tém mostrado a potencialidade desses farmacos
como compostos antiviruléncia sobre espécies de Staphylococcus, principalmente como
agentes antibiofilme. Neste trabalho, foi investigado pelaprimeira vez o efeito de concentractes
plasmaticas de nimesulida sobre a viruléncia de diferentes espécies de Staphylococcus,
incluindo cepas resistentes a meticilina. Foi observado que a nimesulida interfere de maneira
significativa no crescimento estafilocdcico, embora ndo tenha apresentado atividade
antimicrobiana. A nimesulida também exerce acdo sobre a atividade proteolitica de
Staphylococcus warneri. Ainda que, ndo tenha sido observado efeitos significativos da
nimesulida sobre o biofilme, espalhamento das colOnias e toleréncia a estresse oxidativo,
algumas alteragdes chamam a atencdo. Dentre elas temos, a reducdo da produgédo de biofilme
em NRS133 e S. warneri e a reducdo da tolerdncia ao estresse oxidativo em quase todos 0s
isolados testados quando expostos a maior concentracdo de nimesulida. Esses resultados abrem
as portas para investigacoes futuras do efeito de concentragbes mais elevadas de nimesulida

sobre a viruléncia bacteriana.
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