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REsuMoO

O alarmante aumento na taxa de resisténcia aos antibidticos poe em check A eficicia
da terapia antibacteriana futura. Em contrapartida, as industrias farmacéuticas negli-
genciam os investimentos em pesquisa ¢ desenvolvimento de novos firmacos antimi-
crobianos em virtude de questoes financeiras, legais e farmacol6gicas. Assim sendo,
o reposicionamento de agentes disponiveis clinicamente torna-se uma promissora
ferramenta para tentar driblar o desinteresse das industrias. O firmaco antipsicético
clorpromazina (CPZ) destaca-se por possuir uma ampla faixa de atividade antibac-
teriana, a qual cobre desde patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos, até as mico-
bactérias. A atividade antibacteriana ¢ independente do perfil de susceptibilidade do
microrganismo, sendo ela mantida mesmo em cepas altamente resistentes aos antibi-
dticos. Alguns estudos mostram que mesmo nas concentragoes clinicamente disponi-
veis no plasma (entre 0,1-0,5 pg/mL), a CPZ ¢é capaz de matar Staphylococcus aureus
Mycobacterium tuberculosis dentro dos macréfagos. Em adigao, estudos clinicos tém
revelado os beneficios do uso da CPZ na terapia de suporte para pacientes com infec-
¢oes em curso. Em conclusio, a CPZ pode eventualmente ser direcionada ao arsenal
terapéutico antimicrobiano, especialmente no manejo das infecgoes causadas por

microrganismos intracelulares com fendtipo multirresistente.

Palavras-chave: Reposicionamento de férmacos, fenotiazina, bombas de efluxo, resis-

téncia bacteriana, Staphylococccus aureus, Mycobacterium tuberculosis.
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SUMMARY

From psychiatric disorders to antibiotic therapy: repositioning
of chlorpromazine as an antibacterial agent

The substantial increase in the antibiotic resistance brings on an alarm to the future
of the antibiotic therapy. However, the pharmaceutical industry has been neglecting
its investments in new drug research and development, mainly because of the phar-
macologic, financial and legal factors. Therefore, the drug repositioning of clinic
available agents become a promising tool to bypass the lack of interest of the phar-
maceutical industry. A drug used to treat psychoses, the Chlorpromazine (CPZ),
stands out as a large spectrum antibiotic, which covers Gram-positive and Gram
-negative bacteria, and also mycobacteria. Its antibacterial activity is not related to
microorganism susceptibility profile, and it could be maintained even on strains
highly resistant to the conventional antibiotics. Studies point out that even on serum
concentrations clinically available, the CPZ can eliminate Staphylococcus anrens and
Mycobacterium tuberculosis inside of macrophages. In addition, clinical trials have
revealed its benefits on support therapy for patients suffering from active infections.
As a result, the CPZ could be used as an optional antibiotic therapy, especially in
case of infections due to intracellular microorganisms with multidrug resistance

phenotype.

Key words: Drug repositioning, phenothiazine, efflux pumps, bacterial resistance,

Staphylococccus aurens, Mycobacterium tuberculosis.

INTRODUCAO

O sucesso dos antibi6ticos em meados do século XX gerou o falso pressigio de que
as doencas bacterianas tinham sido eficientemente controladas [1]. Entretanto apds
quase 50 anos percebemos que esta interpretagao estava equivocada. Atualmente existe
um aumento alarmante na incidéncia de doengas infecciosas, tornando-as a primeira
causa de mortalidade em paises subdesenvolvidos e a terceira em paises emergentes [2].
A resisténcia dos microrganismos as terapias convencionais vém contribuindo para a
intensificagio e cronificagio deste cendrio. Anualmente, morrem 700.000 pessoas por
infec¢oes causadas por microrganismos resistentes no mundo [3]. Um estudo recente
revelou que caso nenhuma medida efetiva seja tomada pelos 6rgaos de vigilincia sani-
téria dos diferentes paises, em 2050 bactérias multirresistentes matarao 1 pessoa a cada
3 segundos no mundo. Isso totalizard 10 milh6es de mortes anuais, superando doengas
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cronicas como o cancer e o diabetes [4]. No Brasil, o panorama ¢ também preocu-
pante. O Ministério da Satde estima que das 720.000 infecgoes hospitalares que ocor-
rem anualmente no pafs [5], mais de 70% envolvem bactérias que sao resistentes a pelo
menos um dos antimicrobianos comumente empregados. O custo hospitalar atribuivel
a ocorréncia dessas infecgoes ¢ de 651 délares por dia, passando para 1780 délares na
Unidade de tratamento intensivo (UTI), o que contribui para a elevagio expressiva dos
custos em satde publica no pais [6].

Na contra mao da reemergéncia de doengas infecciosas de etiologia bacteriana, observa-
se uma negligéncia de parte das grandes industrias farmacéuticas nos investimentos
voltados a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos antibiéticos [1, 7, 8, 9]. De
1998 2 2002 a agéncia americana de controle sanitario Food and Dyug Administration
(FDA) aprovou apenas 7 farmacos voltados ao tratamento de doengas infecciosas, o
que equivale a apenas 3% de todos os 225 novos firmacos licenciados neste periodo.
Se comparado ao periodo de 1983 a 1987, por exemplo, ¢ observada uma redugao de
56% no nimero de antimicrobianos aprovados [1]. O cendrio futuro também ¢ pouco
promissor. Dos 315 novos firmacos em fase de pesquisa pelas 15 maiores industrias
farmacéuticas do mundo, apenas 5 (menos de 2%) sao novos antibacterianos perten-
centes a classes j& disponiveis no mercado, e somente 3 estao em fase clinica avancada

(fase III) [7, 9].

A industria, no seu modelo de mercado, espera um répido retorno do capital investido
para colocar um novo firmaco na clinica, o qual gira em torno de 400 a 800 milhdes
de délares por agente licenciado [10]. Assim sendo, o desinteresse das grandes indus-
trias do ramo reside no fato de que os exorbitantes custos e a rigorosa legislagao apli-
cada ao desenvolvimento de um novo medicamento nio encontram um retorno rapido
nos antimicrobianos, devido ao fato de serem utilizados por curtos periodos [11, 12].
Recentemente, porém, o conceito de reposicionamento vem ganhando espago dentro
do mercado farmacéutico ao permitir a redugao dos gastos, otimizag¢ao do tempo de
liberagao pelas agéncias de regulagio sanitaria e redugio do prego final de novos férma-
cos [12]. Nesse modelo de desenvolvimento, compostos que j estdo em uso clinico sao
desviados da sua indicagio original e ¢ atribuida uma nova aplicagio, passando a serem
exigidos apenas testes clinicos que comprovem a eficicia do novo uso [11, 12].

Nesse contexto, a atividade antibiética de muitos firmacos nio-antibacterianos tem
sido reconhecida com destaque a clorpromazina (CPZ) [11]. A CPZ, um neuroléptico
tipico que age inibindo os receptores dopaminérgicos e alguns outros efeitos depen-
dentes de calmodulina, tem apresentado atividade antibacteriana contra vérias espécies
Gram-negativas ¢ Gram-positivas de interesse médico [13], bem como contra micobac-
térias [14]. Este composto tem também mostrado a capacidade de reverter a resisténcia
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bacteriana 4 alguns antibidticos [15, 16], inibir bombas de efluxo [15-18], potenciali-
zar o efeito antibacteriano dos B-lactimicos, aminoglicosideos, clindamicina, tetraci-
clinas, vancomicina e fluorquinolonas [19, 20], e reduzir a capacidade de formagao de
biofilmes [21]. O efeito terapéutico da CPZ em humanos com infecg¢oes bacterianas
em curso tem também sido demostrado, corroborando assim com os estudos bésicos
[13]. Nessa revisio, foi resumido o conhecimento atual sobre o efeito antibacteriano
da CPZ, focando no espectro de atividade e no mecanismo de agio antibiético desse
composto. Em adi¢io, destaca-se também o efeito da CPZ sobre fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcias que sao associados a patogenicidade bacteriana.

ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DA
CLORPROMAZINA

A CPZ ¢ um agente neuroléptico derivado das fenotiazinas que originalmente foi
desenvolvido em 1952 como um anti-histaminico para ser usado na potencializagao da
anestesia geral [22, 23]. Durante os primeiros ensaios clinicos os pacientes passaram a
manifestar um estado psicoldgico caracterizado por indiferenga emocional, sem dimi-
nuicao importante da vigilncia, que ficou conhecido como sindrome neuroléptica.
Esta observagao casual estimulou, mais tarde, o uso experimental da droga em pacientes
com disturbios mentais. Os efeitos antipsicoticos da CPZ foram bastante relevantes,
e a partir da década de 1960 o seu uso na clinica médica passou a reduzir considera-
velmente o numero de admissdes em hospitais psiquidtricos no mundo todo [23, 24].
Atualmente a Organiza¢ao Mundial da Satde lista a CPZ como um dos 5 medicamen-
tos essenciais no manejo terapéutico da esquizofrenia [25].

Quimicamente, a CPZ ¢ caracterizada pela presenga de um anel fenotiazidico cléssico,
i.e., um sistema de 3 anéis do tipo benzeno com o anel central composto de enxofre e
nitrogénio [26]. A presenca do dtomo de cloro em um dos sistemas de anéis garante
uma maior biodisponibilidade do firmaco no sistema nervoso central, e o substituinte
amina ¢ importante para a interagao com os receptores dopaminérgicos (ver a figura 1)
[27]. As fenotiazinas podem ser divididas em: fenotiazinas alifticas (clorpromazina,
promazina, trifluorpromazina), fenotiazinas piperidinicas (tioridazina, mepazina,
pipotiazina); fenotiazinas piperazinicas (trifluorperazina, tiopropazato, ilufenazina),
aza-fenotiazinas (protipenclil, isotipendil, oxipendil) [26].

Como todo antipsicdtico tipico, a CPZ exerce sua a¢io farmacoldgica ao antagonizar
os receptores dopaminérgicos do tipo D, presentes nos sistemas mesolimbico (efei-
tos antipsicdticos), mesocortical (efeitos adversos cognitivos e agravamento dos sinto-
mas negativos), nigroestriatal (efeitos extrapiramidais) e tuberoinfundibular (efeitos
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neuroenddcrinos) [28]. Em adicao, esse firmaco possui a habilidade de inibir, em
menor grau, os receptores colinérgicos muscarinicos (M, ¢ M,), histaminicos (H,) ¢
a-adrenérgicos () [29]. Além dos efeitos neurolépticos induzidos pelo bloqueio dos
receptores D,, a CPZ também pode ser ttil no tratamento da sindrome serotoninérgica

por possuir a habilidade de inibir os receptores 5-hidroxitriptamina (5-HT) [30, 31].
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Figura 1. Estrutura quimica da Clorpromazina. Esse agente neuroléptico ¢ composto por: (i) um
anel fenotiazidico, diretamente associado a sua agio farmacoldgica; (ii) um dtomo de cloro, impor-
tante na sua biodisponibilidade no sistema nervoso central e (iii) uma amina como substituinte, que

estd associado a interagio com os receptores dopaminérgicos.

A habilidade que a CPZ tem em inibir multiplos receptores no sistema nervoso central
estd diretamente relacionada com os varios efeitos adversos associados ao uso desse far-
maco. A via dopaminérgica nigroestriatal participa da regula¢ao da atividade motora,
assim, por bloquear receptores dopaminérgicos estriatais, a CPZ pode induzir a sin-
drome de Parkinson, reagdes distdnicas agudas, discinesia tardia, acatisia, acinesia e sin-
drome neuroléptica maligna [32]. Outros efeitos adversos também de origem central
530 os que afetam o sistema neuroenddcrino associado a inibi¢ao dos receptores dopa-
minérgicos tuberoinfundibulares, os quais podem causar ginecomastia, galactorréia e
amenorreia [28, 29].

Os neurolépticos atuam também na periferia do organismo, afetando o sistema ner-
voso autébnomo ao inibir respostas colinérgicas dependentes de M,/M, e adrenérgicas
dependentes de «,, causando sintomas como secura da boca e pele, midriase e dificul-
dade de acomodagao visual, taquicardia, constipagao intestinal e retencio urindria
[29]. A CPZ pode determinar falso-positivo para gravidez, fenilcetonina e bilirrubina
na urina. Aumento nos niveis plasméticos de colesterol, glicose, prolactina, bilirrubina,
iodo, horménio tireo-estimulante (TSH), cortisol e das enzimas cardiacas e hepdticas
tém sido associados ao uso da CPZ nas doses normalmente recomendadas [33]. Em
adicao, ela costuma deprimir o segmento ST e aumentar os intervalos QT e PR no
eletrocardiograma por estar associada a altera¢oes na condugio atrioventricular [34].
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Somado aos efeitos centrais classicos produzidos pela inibi¢ao de receptores envolvidos
na neurotransmissio, a CPZ também modula respostas dependentes de calcio [35].
Assim como o haloperidol, a CPZ inibe a liga¢ao do calcio a calmodulina, tendo assim
a capacidade de aumentar o tonus imunoldgico 77 vive ao estimular a atividade linfoci-
téria [36], além de ser associada a efeitos citotoxicos antineopldsicos [37]. Como a via
de sinaliza¢io dependente de célcio-calmodulina ¢ conservada em diferentes organis-
mos, incluindo patdgenos, destaca-se para a possibilidade desse agente neuroléptico
possuir efeitos antimicrobianos e antiparasitarios [38].

De fato, a atividade da CPZ j4 foi determinada contra Plasmodium falciparum (39,
40, 41], Leishmania spp. [42,43), Candida spp. [44], Aspergillus spp. [45], Scedospo-
rium spp.[45], Zicomicetos [45)], Naegleria fowleri [46), Herpes simplex virus (HSV)
[47], Virus da Encefalite transmitido por carrapatos (TBEV) [48], Virus da Hepatite
B (HBV) [49], Measles virus [50), Sinbdis Virus [51), Estomatite virus [51), Influenza-
virus [52), Poliomavirus simio 40 (SV40) [53], Arenavirus [54], Virus da Imunodefici-
éncia humana (HIV) e John Cunningham virus (JC virus) [55]. Em adi¢io, a atividade
antibacteriana da CPZ tem sido determinada em vérios estudos [15-18, 56, 57]. Assim,
destaca-se o potencial de reposicionamento desse agente farmacoldgico na terapia de
diferentes doengas de etiologia infecciosa.

ATIVIDADE DA CPZ CONTRA PATOGENOS GRAM-POSITIVOS

O Staphylococcus aureus, um cocus Gram-positivo, ¢ particularmente sensivel aos efei-
tos antibacterianos da CPZ. O crescimento de linhagens referéncia e de isolados cli-
nicos de S. aureus meticilina-senstvel (MSSA) ¢ inibido pela CPZ 4 concentragdes na
faixa de 30-64 pg/mL [15, 56, 57, 58]. As linhagens meticilina-resistentes (MRSA) sio
também susceptiveis a esse farmaco, sendo que as concentragoes inibitérias minimas

(CIMs) variam de 40-100 pg/mL contra esses patégenos [15, 16, 18,58, 59].

O efeito bactericida, por sua vez, comega a ser observado a partir de 60 ug/mL [57],
sendo que as linhagens MRSA sdo menos sensiveis. De fato, a concentragao bactericida
minima (CBM) da CPZ varia de 70-80 pg/mL para isolados clinicos de MRSA [15],
sendo que um estudo reportou auséncia de efeito bactericida contra esse microrga-
nismo (CBM >800ug/mL) [16]. Nehme ¢ colaboradores [58], em um estudo recente,
mostraram que a CPZ a 128 pg/mL ¢ habil para reduzir em 2 log o nimero de unidades
formadores de colénias de S. aureus ap6ds 3 h de incubagio, sendo esse efeito ampli-
ficado apds 24 h com redugao de 4 log. Adicionalmente a atividade antibacteriana
direta, a CPZ interage de maneira sinérgica e potencializa a agao de varios antibiéti-
cos como a penicilina, clindamicina, ampicilina, amicacina, gentamicina, tobramicina,
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estreptomicina, tetraciclina, oxacilina e vancomicina contra o S. aureus [19,20,59]. A
interagio sinérgica entre CPZ ¢ a Vancomicina foi também relatada contra dois isola-
dos clinicos de Enterococcus faecium [60)].

O 4dtomo de cloro presente na estrutura da CPZ parece nao ser essencial para a ativi-
dade antibacteriana, pois a sua remogao promove apenas uma ligeira elevagio na CIM
contrao MRSA (64-128 pg/mL) in vitro [61]. No entanto, vale destacar que a presenca
do cloro ¢ importante para elevar a biodisponibilidade da CPZ no sistema nervoso
central [62]. Assim sendo, a remogao desse dtomo estaria associada a preservagio da
atividade antibacteriana e, em adi¢ao, a reducio das reacoes adversas centrais frequen-
temente associadas a esse firmaco.

Apesar dos testes iz vitro demostrarem o efeito anti-estafilocécico da CPZ, as con-
centragdes necessdrias para a atividade antibacteriana sio quase 60 vezes mais altas
que as usualmente mensuradas no plasma de pacientes (entre 0,1-0,5 pg/mL) [29].
Entretanto, nas concentragoes clinicamente disponiveis no plasma (0,1 ug/ mL)a CPZ
consegue matar células de S. aureus fagocitadas iz vitro por macréfagos das linhagens
HPBMDM e THP-1 apés 6 h de incubagao [57]. Isso pode ser justificado pelo fato de
o macro6fago ser capaz de concentrar a CPZ em até 100-vezes os niveis encontrados no
plasma [63]. Em alguns casos as concentragoes atingidas no interior dos macréfagos
s3o superiores a necessaria para a atividade antimicrobiana [14, 64]. Em adi¢ao, na faixa
de concentragio (0,1-0,01 ug/ mL) necessiria para matar o S. aureus fagocitado, aCPZ
nao induziu nenhum efeito deletério sobre as células em cultura, como revelado pelas
colorag¢oes com azul de tripan e naftol azul-negro [57]. Assim sendo, sugere-se que a
concentragao necessaria para induzir o efeito antibacteriano da CPZ contra patégenos
intracelulares ¢ associada a uma baixa toxicidade clinica.

Ao contrério da atividade contra S. aureus, jabem demonstrada, o efeito da CPZ sobre
outros patdgenos Gram-positivos ainda nao ¢ bem descrito. Nessa dire¢ao, a atividade
da CPZ contra o Bacillus anthracis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Liste-
ria monocytogenes, Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. tém sido demonstrada
[11, 56, 64-67]. Nessa diregao, mais estudos devem ser conduzidos para compreen-
dermos melhor o efeito antibacteriano da CPZ contra as demais espécies de bactérias
Gram-positivas.

ATIVIDADE DA CPZ CONTRA PATOGENOS GRAM-NEGATIVOS

Apesar de ainda nio estar comprovado o motivo, as bactérias Gram-negativas sio
mais resistentes ao efeito antibacteriano da CPZ. Estudos iz vitro tem revelado que

a CPZ ¢ ativa contra as Enterobacteriaceae Escherichia coli (CIM 50-64 pg/mlL)
11
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(20, 58], Klebsiella pneumoniae (CIM 64-128 ug/mL) (58] ¢ Salmonella enterica sero-
var Typhimurium (CIM 110-512 pg/mL) [21,63], ¢ contra os bastonetes Gram-nega-
tivos nao-fermentadores Acinetobacter antiratus (CIM 60 pg/mL) [20] e Acinetobacter
baumannii (CIM 64 pg/mL) [58]. Em adi¢ao a atividade bacteriostdtica contra A.
baumannii, a CPZ (128 pg/mL) possui a habilidade de reduzir em 3 log a densidade
celular desse microrganismo ap6s 3 h de incubagao, demostrando assim o potencial
bactericida desse firmaco também contra espécies de Gram-negativas [58]. O efeito
antibacteriano também foi mensurado contra Proteus vulgaris [20] e Pseudomonas
aeruginosa [20, 58, 61], mas em ambos os casos a CPZ foi inativa (CIM >500 pg/mL).

Entretanto, sua interagio sinérgica com os antibidticos ceftazidima, ceftriaxona, imi-
peném, estreptomicina, tetraciclina, canamicina, amicacina e tobramacina foi demos-
trada contra E. coli [20,68-70]. Adicionalmente, a CPZ na concentragao de 200 pg/
mL potencializa os efeitos antibacterianos do 4cido nalidixico, norfloxacino, cipro-
floxacino, cloranfenicol, tetraciclina e brometo de etidium contra Salmonella enterica
serovar Typhimurium [71]. Os resultados indicam que o sinergismo produzido pela
combinac¢io da CPZ com os antibidticos disponiveis na clinica se limita as espécies
sensiveis a essa fenotiazina isoladamente [20, 71].

Apesar do preciso mecanismo de agao antibacteriano da CPZ ainda nio ter sido iden-
tificado, alguns trabalhos tem mostrado que essa fenotiazina estd relacionada com alte-
ragoes na parede celular bacteriana (ver figura 2) [56, 72]. Esse fato pode, pelo menos
em parte, justificar a atividade mais pronunciada contra as espécies Gram-positivas.
Kristiansen em 1979 revelou pela primeira vez que a exposi¢ao de S. aureus a diferen-
tes concentragdes de CPZ (0-200 pg/mL) reduz a liberagio de hemolisina no meio
de cultura, indicando uma menor permeabilidade celular [56]. Andlises posteriores
de microscopia eletronica revelaram que esse efeito é causado pelo aumento na espes-
sura da parede celular induzida pelo composto [72]. Em adigao, 4 altas concentragoes
(acima de 30 pg/mL) a CPZ ¢ capaz de induzir alteragoes ultraestruturais na parede
de S. aureus, produzindo corpos celulares semelhante a mesossomas, além de divisoes
celulares assimétricas [72]. Recentemente um estudo mostrou que a concentragio de
62,5 pug/mL a CPZ foi capaz de romper a membrana plasmatica e parede celular de S.
aureus [59]. As alteragoes observadas foram semelhantes as induzidas por antibiéticos
B-lactimicos, o que sugere um mecanismo de agao similar para CPZ [11].

Além disso, as fenotiazinas siao conhecidas por alterar a morfologia das bactérias Gram
-negativas em concentragoes subinibitérias [13]. As alteragoes estio especificamente
relacionadas com a espécie, de tal forma que a CPZ causa a filamentagao de E. coli [73]
e modificagdes ribossomais e proteicas em Salmonella enterica serovar Typhimurium

[63]. A CPZ (60-40 pg/mL) induz a filamentagao de E. coli ap6s 5 h de incubagio,
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entretanto a partir de 8 h a forma bastonete comega a prevalecer novamente, até total
reversio para a morfologia normal apds 24 h. A determinagio das proteinas que for-
mam o envelope celular de E. coli revelou que durante a filamentagio existe uma altera-
¢ao no padrao de expressao. Nesse caso, certas proteinas da parede celular sao reguladas
positivamente, as quais reduzem a permeabilidade de CPZ e assim, permite a reversao
para a morfologia normal [73]. Interessantemente, de maneira semelhante 4 CPZ, os
p-lactAmicos também estimulam a filamentacao de E. co/7, o que refor¢a um mecanismo
de agao similar entre essas duas substancias [74].

Alteragoes morfologicas em Salmonella enterica serovar Typhimurium sio também
observadas. A CPZ a partir de 75 pg/mL induz uma distribui¢ao citosélica anormal dos
ribossomos, além de aumentar a formagao de estruturas semelhantes a mesossomas. Na
parede celular de S. enterica, a CPZ produz espagos terminais e reduz as granulagoes.
A andlise eletroforética dessa estrutura revela que a CPZ promove a completa perda
de proteinas com 55 kDa. Em adi¢ao, apds a exposi¢ao para CPZ, a aglutinacao de S.
enterica pela adigao de anticorpos dirigidos ao antigeno O ¢ completamente perdida.
Esses resultados confirmam a parede celular como alvo primério da agao antibacteriana
desse agente neuroléptico [63]. Entretanto, diferente das espécies Gram-positivas, para
acessar os componentes da parede celular de Gram-negativas, a CPZ precisa primeira-
mente atravessar a membrana externa. As espécies Gram-negativas sao particularmente
resistentes a uma série de firmacos, pois muitos dos agentes antibacterianos nao conse-
guem vencer essa barreira [75]. Entretanto, o papel da membrana externa na resisténcia
intrinseca das espécies Gram-negativas aos efeitos antibacterianos da CPZ ainda pre-
cisa ser determinado.

Em adicio aos efeitos da CPZ na estrutura da parede celular bacteriana, um estudo
recente tem mostrado que esse firmaco pode também agir em alvos intracelulares. A
ribonuclease P (RNase P), uma ribozima essencial para a replicagio do material gené-
tico de eubactérias, responsavel pela 5’-maturagao dos precursores de tRNA, ¢ par-
ticularmente sensivel aos efeitos inibitérios da CPZ (Figura 2) [76,77]. A atividade
enzimdtica da RNase P de M. tuberculosis (K; 161116 uM), Mycoplasma hyopneumo-
niae (K; 17049,2 uM) ¢ E. coli (K; 437433 pM), medida pela capacidade de cliva-
gem do tRNA, foi eficientemente inibida pela CPZ [77]. Esse fato reflete que a CPZ
apresenta mecanismos de a¢io independente da parede celular bacteriana, a qual inclui
alvos conservados entre vérias espécies de bactérias, como o caso das ribonucleases. Esse
fato justifica o espectro antibacteriano estendido desse composto.
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ATIVIDADE CONTRA MICOBACTERIAS

Virios estudos demonstram que a CPZ possui atividade iz vitro contra M. tubercu-
losis em concentragdes a partir del pg/mL, a qual ¢ 10 vezes superior a comumente
encontrada no plasma apds uma dose usual desse firmaco [78-85]. Entretanto, o M.
tuberculosis ¢ um patdgeno intracelular com tropismo por macréfagos humanos [86].
Assim sendo, a capacidade que essas células tém de concentrar a CPZ pode favorecer a
sua atividade antimicobacteriana.

De fato, vérios estudos t¢ém demonstrado que a morte de M. tuberculosis fagocitados
por macréfagos ¢ reforcada por concentragdes de CPZ a partir de 0,1 pg/mL [14, 79,
87, 88]. E importante notar que enquanto muitos compostos tém demonstrado ter
atividade 77 vitro contra M. tuberculosis, poucos destes penetram no macréfago e retém
a atividade contra as micobactérias intracelulares. Corroborando com esses dados de
que as fenotiazinas promovem a morte de micobactérias intracelulares, camundongos
infectados com M. tuberculosis foram curados desta infec¢ao quando tratados com ana-

logos estruturais da CPZ [89].

Em adi¢ao, estudos tém mostrado que, mesmo em linhagens altamente resistentes a iso-
niazida e rifamicina, o efeito da CPZ ¢ mantido ao mesmo nivel de controles sensiveis
as terapias convencionais [78]. Assim sendo, essas evidéncias apontam que a CPZ deve
ser seriamente considerada para a terapéutica da tuberculose, principalmente quando
causada por cepas multirresistentes [90-92].

EFEITO DA CPZ SOBRE MECANISMOS DE RESISTENCIA

As fenotiazinas inibem o transporte de cdlcio (Ca**), impedindo a sua ligacio as pro-
teinas de ligagao ao Ca**, como a calmodulina [35]. Isto significa que os sistemas enzi-
maticos que sao dependentes de Ca*, tais como os envolvidos na geragao de energia
celular a partir da hidrélise de ATP, sao inibidos [93]. Esses sistemas podem ser muitas
vezes associados ao desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos em diferentes espé-
cies de bactérias [38]. Entre os quatro mecanismos gerais de resisténcia (i.c., inativagio
do férmaco, alteragao do alvo, efluxo do antibiético e impermeabilizagio da mem-
brana) a extrusiao dos compostos antibacterianos por bombas de efluxo ¢ com certeza
um dos mais importantes fatores de resisténcia para multiplos antibiéticos (MDR).
Isso ocorre, pois diferente dos outros mecanismos, as bombas de efluxo apresentam alta
eficiéncia de extrusao dos farmacos e uma ampla especificidade de substratos, podendo
assim, conferir resisténcia a multiplos agentes [94].
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De acordo com a sua composi¢ao, niimero de al¢as transmembranicas e fontes de
energia e substrato, as bombas de efluxo podem ser classificadas em 5 familias: fami-
lia de resisténcia divisao-nodulagio (RND, do inglés resistance-nodulation-division)
[95], superfamilia facilitadora principal (MFs, do inglés major facilitator superfamily)
[96], cassete de ligagio ao ATP (ABC, do inglés 4TP (adenosine triphosphate)-binding
cassette) [97], pequenos efluxos relacionados a multirresisténcia (SMR, do inglés small
multidrug resistance family) [98] e familia de extrusio de compostos téxicos ¢ multi-
plas drogas (MATE, do inglés multidrug and toxic compound extrusion family) [99]. A
familia ABC possui como fonte de energia o ATP, assim sendo, ¢ possivel que a CPZ,
ao bloquear os sistemas enzimdticos dependentes de Ca** que hidrolisam o ATP, possa
estar associada A inibi¢ao dessas bombas de efluxo [97]. Nessa dire¢ao, diversos estudos
tém demostrado que CPZ reverte o fendtipo MDR de bactérias por inibir sistemas de

efluxo [15-18].

A CPZ em concentragdes nao antibacterianas (referente a 50% da CIM) ¢ capaz de
inibir as bombas de efluxo sensiveis a reserpina em MRSA [15,16]. A utilizagio dessa
fenotizina reduziu a CIM da oxacilina de >800 pg/mL para 100 pg/mL. Em um iso-
lado de MRSA, a CIM da oxacilina reduziu em mais de 40 vezes, ¢ esse B-lactimico foi
efetivo a concentragio de 20 pg/mL quando combinada com a CPZ [16]. Adicional-
mente, CPZ inibe o transportador NorA em S. aureus.

A exposicao de S. aureus que superexpressam NorA, 4 concentragdes subinibitdrias
(25% da CIM) da CPZ eleva consideravelmente a sensibilidade ao norfloxacino
(aumento de 4 vezes) ¢ aos citions inorganicos brometo de etidio (EtBr) (aumento de
S vezes) e brometo de tetrafenilfosfénio (TPP) (aumento de 8 vezes) [18]. NorA é uma
proteina com 388 aminodcidos e de 12 al¢as transmembranicas pertencentes a familia
MES que pode extruir uma variedade de compostos antibacterianos como fluorquino-
lonas hidrofilicas (norfloxacino e ciprofloxacino), corantes (como o brometo de etidio)
¢ quartendrios de amonio biocidas [17,18]. Semelhante a outros membros da familia
MES, a NorA emprega como fonte de energia a for¢a préton-motrix dependente de
H*. Em adi¢ao ao conhecido efeito sobre os ions Ca**, outros estudos mostram que
CPZ inibe também o transporte do fon H* em células intestinais de coelhos [100] ¢ em
leveduras [101]. Em células de S. aureus, a inibi¢ao dos transportadores dependentes
de H* promove uma redugio na variagio do potencial elétrico transmembrana (), a
qual culmina na queda da for¢a motriz do sistema para 23% do seu total [18]. Assim
sendo, tem sido mostrado que a CPZ inibe a NorA por induzir um colapso na fonte
energética dessa bomba de efluxo (ver figura 2).

Em adicio a NorA, a bomba de efluxo para tetraciclina TetK também ¢ inibida pela

CPZ em S. aureus. A exposigao de 25 ug/mL por 24 h reduz a CIM da tetraciclina de
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6,25 pg/mL para 0,78 ug/mL (redugio de 8 vezes) em linhagens de S. aurens TetK-
positivas [18]. A inibi¢ao de TetK, provavelmente ¢ também devido a inibi¢io da forca
préton motriz, uma vez que assim como a NorA, esse sistema de efluxo ¢ pertencente a
familia MFS. No entanto, além dos efeitos sobre a for¢a motrix, parece que os elétrons
7 do sistema de anéis nas fenotiazinas contribuem para uma inibi¢ao direta sobre as
bombas de efluxo. Essa regido possibilita uma ligacao eletrofilica com residuos impor-
tantes para a atividade coordenada dessas proteinas, o que pode comprometer a ligacao
com o substrato ¢ assim reduzir a sua capacidade de extrusio (ver figura 2) [17].

A CPZ também inibe bombas de efluxo presentes em bactérias Gram-negativas. Nas
concentragdes a partir de 2 ug/mL essa fenotiazina bloqueia os sistemas de efluxo em
S. enterica sorovar Typhimurium. Esse efeito foi similar ao observado pelo tratamento
com o Fenil-arginina-f-naftilamina (PAPN) e o Carbonil Cianido m-clorofenilhidra-
zona (CCCP) inibidores competitivos das bombas de efluxo pertencentes a familia
RND e¢ da forca préton-motriz, respectivamente [21]. A CPZ (200 pg/mL) eleva a
concentragao intracelular do brometo de etidium em S. enterica sorovar Typhimurium
em quase 4-vezes por inibir o sistema de efluxo tripartite AcrAB-TolC, o qual é conhe-
cido pela extrusao desse corante antibacteriano. A inibi¢ao desse sistema de efluxo pela
CPZ ¢ tao eficiente que em linhagens de S. enterica sorovar Typhimurium com dele¢ao
dos genes 20/C ou acrB, o acimulo do brometo de etidium ocorreu em um nivel inferior
ao induzido pelo uso do agente neuroléptico [71].

As fenotiazinas também afetam a expressao de genes que codificam determinantes de
resisténcia. Um estudo tem revelado, por exemplo, que a prometazina é capaz de elimi-
nar plasmideos que carreiam genes codificadores de bombas de efluxo em E. coli, redu-
zindo a CIM para tetraciclinas [17]. A CPZ reduz também a expressao dos genes mecA
e blaZ induzidos pela oxacilina em S. aureus, os quais sao envolvidos na codificagio da
proteina de ligagao a penicilina do tipo 2a (PBP2a) e B-lactamases, respectivamente
[59]. Na §. enterica sorovar Typhimurium a CPZ reduz a expressio do gene acB o
qual codifica uma bomba de efluxo envolvida na extrusio do cloranfenicol, tetraciclina,
4cido nalidixico, triclosano e solventes orginicos [71].

Outros mecanismos de resisténcia, como as enzimas aminoglicosideo fosforilases
[102], sio também dependentes de ATP. Além disso, diversas outras bombas de efluxo
sio dependentes da forca préton-motrix [96, 98, 99]. Entretanto, até a presente revisao,
ndo existem evidéncias sobre o papel da CPZ nesses sistemas relacionados 4 resisténcia
aos antibidticos. Assim sendo, mais estudos devem ser conduzidos nesse sentido, obje-
tivando alcancar uma compreensao mais ampla sobre o papel da CPZ nesses diferentes
determinantes de resisténcia.
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Figura 2. Representagio esquemdtica dos efeitos da CPZ em células bacterianas. Como mostrado a
CPZ ¢ capaz de (1) inibir a ribonuclease P, essencial na replicagio genética da célula bacteriana; (2)
inibir sistemas de transporte de H* responséveis pela for¢a proton-motrix que fornece energia para
a fungio das bombas de efluxo; (3) os elétrons 7 do anel fenotiazidico na CPZ ¢ capaz de interagir
diretamente com bombas de efluxo inibindo-as ¢, em adigio, (4) esse firmaco ¢ hibil em agir na pa-
rede celular bacterina induzindo divisdes assimétricas, a formacao de mesossomos ¢ o espessamento
dessa estrutura. Andlises microsc6picas também revelam que esse agente neuroléptico induz dis-
tribuicio anormal dos ribossomos citosélicos (5). PC: parede celular; MP: membrana plasmética;
RNase P: ribonuclease P; Na* sédio; H*: hidrogénio.

EFEITO DA CPZ SOBRE FATORES DE VIRULENCIA

Os pat6genos bacterianos sao direcionados para a necessidade de assimilarem nutrien-
tes, sobreviverem e se reproduzirem dentro de um hospedeiro [103]. Em um curto
espago de tempo, eles requerem a flexibilidade para se adaptarem as mudancas ambien-
tais as quais foram expostos de maneira a viabilizar a sua colonizagio [104]. A adapta-
¢a0 necessdria que garante o estabelecimento do processo infeccioso ¢ dependente dos
fatores de viruléncia [103, 104]. A principal caracteristica bioldgica das bactérias que
afeta a satde humana reside na capacidade desses microrganismos em formar biofilmes
[58, 105]. Essas estruturas sio caracterizadas por um conjunto de células aderentes com
propriedades que as distinguem daqueles livres (planctonicas), como a grande resistén-
cia a agentes antimicrobianos quimicos e fisicos [105].
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Um estudo tem demostrado que a CPZ inibe a formagio de biofilme por S. enterica
sorovar Typhimurium [21]. A revelagio do biofilme pelo ensaio do cristal violeta mos-
trou que o uso de concentragdes subinibitdrias da CPZ (a partir de 2 ug/mlL) foi capaz
de reduzir a formagio do biofilme de maneira dose-dependente. O efeito parece ser
associado a capacidade que a CPZ tem de inibir os sistemas de efluxo. A inibi¢ao da for-
magio de biofilme pelo composto foi similar ao induzido pela remogio experimental
dos genes 20/C ¢ acrB, os quais codificam para proteinas de efluxo homdlogas perten-

centes a familia RND [21].

Além da formacao de biofilmes, existe uma série de outros fatores relacionados a pato-
genicidade de bactérias [103, 104]. Esses incluem a producio de toxinas, invasinas
(proteases, lipases e sacaridases), enzimas antioxidantes (catalase, superéxido dismu-
tase), adesinas e cdpsulas. Tem sido demonstrado que a fenotiazina prometazina reduz
a adesdo de E. coli nas células epiteliais HEp-2 em cultura, sugerindo uma inibi¢io na
producio de adesinas [58, 105]. Entretanto, apesar da evidéncia que as fenotiazinas
inibem a produgao de certos fatores de viruléncia, nenhum estudo tem descrito o efeito

da CPZ além do biofilme.
CONCLUSAO

Em resumo, a CPZ apresenta uma potente atividade antibacteriana contra micobacté-
rias e patdgenos Gram-positivos intracelulares. A capacidade que as células monofago-
citdrias tém de concentrar esse agente neuroléptico estd relacionado a uma importante
vantagem farmacocinética, uma vez que M. tuberculosis ¢ S. aureus apresentam forte
tropismo para mondcitos e macréfagos. Em adi¢ao, a CPZ ¢ capaz de inibir bombas de
efluxo e promover a reversao fenotipica de bactérias resistentes, tornando-as altamente
susceptiveis para as terapias convencionais. Assim sendo, conclui-se com essa revisao
que a CPZ pode eventualmente ser direcionada para o arsenal terapéutico antimicro-
biano contra patdgenos intracelulares, especialmente no que se refere a0 manejo das
infec¢des causadas por cepas resistentes as terapias convencionais.

Entretanto, embora existam fortes evidéncias sobre o potencial terapéutico da CPZ em
infecgoes bacterianas o seu uso nao ¢ recomendado nesse momento, a menos que exista
anecessidade da terapia compassiva, ou seja, caso tenha exaurido todas as medidas tera-
péuticas tradicionais disponivcis. Para introduzira CPZ, como monoterapia ou terapia
combinada, no entanto, sao necessarios estudos 77 vivo que busquem descrever o perfil
de eficicia e seguranca desse composto em um contexto de infecgoes sistémicas. Além
disso, mais estudos clinicos controlados devem ser conduzidos para avaliar o risco-be-
neficio associado 4 inclusao da CPZ no protocolo terapéutico das doengas infecciosas.
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