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Avaliac&o da atividade antibacteriana in vitro do
medicamento acido acetilsalicilico

Evaluation of in vitro antibacterial activity of the
acethylesicylic acid medicinal product

Amanda Mainardi, Vitéria Segabinazzi Foletto, Sara de Lima Marion,
Marissa Bolson Serafin, Rosmari Horner

RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana do anti-inflamatério acido acetilsalicilico (AAS) frente
seis cepas bacterianas padrao de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e 41 isolados
clinicos multidroga resistentes (MDR). Métodos: A atividade antibacteriana do medicamento foi
determinada através da concentrag&o inibitéria minima (CIM) obtida frente as cepas bacterianas.
Resultados: AAS demonstrou atividade antibacteriana tanto frente a cepas Gram negativas (GN)
como Gram positivas (GP), apresentando, frente a maioria das cepas testadas, CIM de 1024 g/
mL e 2048 ug/mL. Frente a um isolado clinico de Acinetobacter baumannii MDR, apresentou CIM de
512 pg/mL. AAS demonstrou atividade antibacteriana frente a microrganismos altamente resistentes.
Conclusao: Nossos resultados permitem inferir que 0 medicamento AAS apresenta potencial atividade
antibacteriana frente as cepas MDR testadas, porém estudos complementares devem ser realizados
a fim de identificar seu mecanismo de agao na inibicdo bacteriana. Testes de sinergismos também
s&o aconselhados com o objetivo de avaliar a associagdo do AAS com antibacterianos ja utilizados na
clinica, visto que sua atividade pode ser potencializada.

PALAVRAS-CHAVE: Acido acetilsalicilico; Reposicionamento de medicamento; Resisténcia a
medicamentos.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial activity of anti-inflammatory acetylsalicylic acid (ASA) against six
reference standard bacterial strains American Type Culture Collection (ATCC) and 41 multidrug resistant
clinical isolates (MDR).Methods: The antibacterial activity of the anti-inflammatory acetylsalicylic acid
(ASA) was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) against six reference
standard bacterial strains American Type Culture Collection (ATCC) and 41 multidrug resistant clinical
isolates (MDR). . Results: AAS showed antibacterial activity against both Gram negative (NG) and
Gram positive (GP) strains, presenting, against most strains tested, MIC of 1024 ug / mL and 2048
Mg / mL. In front of a clinical isolate of Acinetobacter baumannii MDR, it presented MIC of 512 ug /
mL. AAS demonstrated antibacterial activity against highly resistant microorganisms. Conclusion: Our
results allow us to infer that the drug ASA has potential antibacterial activity against the tested MDR
strains, but complementary studies should be performed to identify its mechanism of action in bacterial
inhibition. Synergism tests are also advised to evaluate the association of ASA with antibacterial agents
already used in the clinic, as its activity may be potentiated.

KEYWORDS: Acetylsalicylic acid; Repositioning of medication; Drug resistance.



Avaliac@o da atividade antibacteriana in vitro do medicamento acido acetilsalicilico

INTRODUCAO

Apesar do controle do nimero de mortes causadas pelas doengas bacterianas ao longo dos anos’, a utilizagéo
indiscriminada de antibidticos na terapéutica fez com que houvesse o surgimento da resisténcia bacteriana, tornando-se
um problema global de satde publica devido a diminui¢ao da efetividade dos antibiéticos comercialmente disponiveis para
uso clinico®. Acrescente prevaléncia de estirpes bacterianas resistentes e multirresistentes tém desafiado constantemente
os sistemas de saude em todo 0 mundo?, tornando-se essencial a busca por novas opgdes para o combate as infecgdes
bacterianas.

O redirecionamento ou reposicionamento de farmacos torna-se uma alternativa para o uso de medicamentos
ja consagrados no mercado serem empregados na terapia clinica com outras finalidades*. A atividade antibacteriana ja
foi verificada em diversos medicamentos néao-antibiéticos, como farmacos pertencentes a classe dos anti-inflamatérios,
psicotropicos, anestésicos, tranquilizantes, cardiovasculares, anti-histaminicos e antidepressivos®®.

A atividade antibacteriana de diversos farmacos pertencentes a classe dos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINES) ja foi relatada'", além de sua conhecida agao frente a parasitas e fungos'®'#%, o que torna essa classe de
medicamentos uma alternativa promissora para o tratamento de infecgbes ocasionadas por esses microrganismos.

Acido acetilsalicilico (AAS), conhecido popularmente como aspirina e amplamente utilizado por seus efeitos
antiplaquetérios, demonstrou-se eficaz na diminuicdo de biofilmes formados por cepas bacterianas Gram negativas
(GN) de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli*®'®. Além dessa acéo, ja foi relatada o efeito antibacteriano desse
medicamento frente a cepas de Serratia spp. € Escherichia coli. Também ja foi evidenciada atividade do AAS frente cepas
Gram positivas (GP) de Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus™.

Ja com relagéo a sua atividade antifingica, AAS foi efetivo frente a Candida albicans, C. guilliermondii, C. kefyr,
C. glabrata e C. parapsilosis'®'2, além de inibir o crescimento do fungo Chaetomium globosum'18,

Com base em relatos anteriores que demonstraram a atividade antibacteriana dos AINES, o medicamento AAS
apresenta-se promissor na reutilizagdo para o tratamento frente bactérias multidroga resistentes (MDR)?%2!, permitindo
inferir que futuramente poderia ser utilizado como farmaco de amplo espectro, visto que, no estudo anterior, apresentou

atividade antibacteriana frente a cepas GN e GP%.

METODO

OBTENGAO DO ACIDO ACETILSALICILICO
O medicamento AAS foi obtido da empresa (Novamed fabricagdo de produtos farmacéuticos Ltda - EMS, Hor-

tolandia, S&o Paulo, Brasil). Este foi avaliado frente as cepas GN e GP descritas na tabela 1 abaixo. Para a obtengéo da

2 Saude (Santa Maria), Vol. 45, n. 3, p. 1-11, set./dez., 2019



solugéo estoque, o medicamento foi dissolvido em etanol, e testado nas concentragdes de 2048 a 2 ug mL-1. Etanol a

10% foi testado isoladamente para comprovagéo da inexisténcia da atividade inibitria do solvente.

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Cepas bacterianas

A atividade antibacteriana do AAS foi testada frente a seis cepas bacterianas padrdo de referéncia da colegao
e sendo estas ATCC: Bacillus cereus ATCC 14574, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC
51299, Escherichia coli ATCC 35218, Micrococcus luteus ATCC 7463, Staphylococcus aureus ATCC 29213. Além disso,
foi avaliada a atividade antibacteriana do medicamento frente a 41 isolados clinicos MDR. Entre os isolados GN foram
testados Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, ja entre os GP foram Enterococ-
cus faecalis, Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus. Na Tabela 1 verificam-se os isolados utilizados no estudo,
suas origens clinicas, perfil de resisténcia aos antibidticos e seus fendtipos clinicos.

Tabela 1. Caracteristicas dos isolados clinicos multidroga resistentes (MDR) utilizados no estudo.

Cepas

Origem

Perfil de resisténcia

Fenétipo

Acinetobacter baumannii (308)

Lavado broncoalveolar

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Cip.

Carbapemenase

Acinetobacter baumannii (152)

Urina

Amp, Tzp, Cef, Cxm, Caz,
Cro, Fep, Ipm, Mem, Amk,
Gen, Cip

Resistente aos
carbapenémicos
(impermeabilidade)

Acinetobacter baumannii (182)

Ferida operatdria de
mediastino

Tzp, Cef, Cax, Caz, Cro,
Fep, Ipm, Mem, Cip

Resistente aos
carbapenémicos
(impermeabilidade)

Acinetobacter baumannii (199)

Sangue

Amp, Tzp, Cef, Cax, Caz,
Cro, Fep, Ipm, Mem, Cip

Resistente aos
carbapenémicos
(impermeabilidade)

Acinetobacter baumannii (209)

Tecido de perna

Tzp, Cef, Cax, Fox, Caz,
Cro, Fep, Ipm, Mem, Cip

Resistente aos
carbapenémicos
(impermeabilidade)

Acinetobacter baumannii (238) Sangue Sam, Tzp, Fox, Cro, Fep, Carbapemenase
Ipm, Mem, Cip
Acinetobacter baumannii (29) Diversos Amp, Tzp, Cef, Cxm, Caz, -
Cro, Fep, Etp, Ipm, Mem,
Gen, Cip
Acinetobacter baumannii (293) Secregao traqueal Tzp, Caz, Fox, Cro, Fep, Carbapemenase

lpm, Gen, Mem, Cip

ISSN 2236-5834
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Acinetobacter baumannii (297) Diversos Sam, Tzp, Cef, Caz,Cro, Carbapemenase
Fep, Cip, Gen, Ipm, Mem
Acinetobacter baumannii (304) Sangue Sam, Tzp, Mem, Fox Carbapemenase

Caz, Cro, Cip, Fep

Enterococcus faecalis (282)

Tecido de 2° pododoctilo

Gen, Str, Lvx, Ery, Tei, Van

Resistente (tipo van A)

Enterococcus faecium (155)

Swab retal

Amp, Ery, Cli, Tei, Van, Sxt

Resistente (tipo van A)

Enterococcus faecium (200)

Urina

Amp, Lvx, Ery, Cli, Tei, Van, Sxt

Resistente (tipo van A)

Klebsiella pneumoniae (157)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Amk,Gen, Cip

Resistentes aos
aminoglicosideos

Klebsiella pneumoniae (159)

Sangue

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem

Klebsiella pneumoniae (188)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip, Tgc, Cst

Resistentes aos
aminoglicosideos

Klebsiella pneumoniae (107)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip, Cst

Klebsiella pneumoniae (148)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cax,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip, Tgc, Cst

Resistentes aos
aminoglicosideos

Klebsiella pneumoniae (149)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Amk, Tgc, Cip

Klebsiella pneumoniae (156)

Sangue

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip

Klebsiella pneumoniae (158)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip

Klebsiella pneumoniae (179)

Secregao de seroma

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Gen, Cip

Beta-lactamase de espectro
estendido

Klebsiella pneumoniae (183)

Urina

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp,Ipm,
Mem, Gen, Cip, Tgc, Cst

Resistentes aos
aminoglicosideos

Klebsiella pneumoniae (218)

Swab retal

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip, Cst

Klebsiella pneumoniae (219)

Swab retal

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,
Mem, Gen, Cip, Tgc, Cst

Resistentes aos
aminoglicosideos
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Klebsiella pneumoniae (24)

Lavado broncoalveolar

Amp, Sam, Tzp, Cef, Cxm,
Caz, Cro, Fep, Etp, Ipm,

Resistente aos
carbapenémicos

Mem, Cip (impermeabilidade)
Pseudomonas aeruginosa (146) Secregao traqueal Cef, Cxm, Fox -
Staphylococcus aureus (154) Escarro - Resistente as
Estreptogaminas
Staphylococcus aureus (170) Sangue periférico Bem, Ery -
Staphylococcus aureus (173) Biopsia de linfonodo Cli, Sxt -

Staphylococcus aureus (177) Fragmento 6sseo Ben, Oxa, Gen, Lvx, Ery, Cli| Modificagdo da PBP (mec
A) MLSB constitutivo
Staphylococcus aureus (197) Sangue Ben, Oxa, Lvx, Ery
Modificagdo da PBP (mec A)
Staphylococcus aureus (207) Pele Bem Resistente a
Estreptogaminas
Staphylococcus aureus (208) Sangue Ben, Ery, Cli Resistente a
Estreptogaminas
Staphylococcus aureus (210) Diversos Ben, Oxa, Lvx, Ery, Cli Modificagdo da PBP (mec
A) MLSB constitutivo
Staphylococcus aureus (216) Diversos Ben, Ery, Cli MLSB indutivel
Staphylococcus aureus (237) Secregao traqueal Ben, Oxa, Gen, Lvx, Ery, Cli | Modificagdo da PBP (mec
A) MLSB constitutivo
Staphylococcus aureus (257) Sangue Bem, Oxa, Lvx, Ery Modificagdo da PBP (mec
A)
Staphylococcus aureus (283) Sangue Bem, Ery, Cli MLSB indutivel
Staphylococcus aureus (66) Sangue Ben, Ery, Cli MLSB constitutivo,
modificacdo da PBP

Legenda: Amp = ampicilina. Sam = ampicilina+sulfabactam. Amk = amicacina. Amx = amoxicilina.Azm =azitromicina. Bem
=benzilpenincilina. Ca =cafadroxil.Can =canamicina.Fep =cefepima. Fox = cefoxitina.Cef =cefuroxima.Cxm =cefuroximaaxetil.Cec =cefaclor.Clr
=caritromicina.Cro =ceftriaxona.Caz =ceftazidina. Cip =ciprofloxacino.Cli = clindamicina.Cst =colistina.Ery = eritromicina. Etp =ertapenem.Str =
estreptomicina. Gen = gentamicina. Ipm =imipenem.Lvx =levofloxacino. Mem = meropenem.Oxa =oxacilina. Pen =penincilina.Tzp =piperacilina +
tazobactam.Tei =teiclopanina. Tgc =tigeciclina.Sxt =trimetoprima+sulfametoxazol. Van = vancomicina. (-) = ndo identificado. MLSB = Macrolideos,
lincosamidas e estreptogramina B. PBP = proteinas ligantes as penicilinas (mec A). O nimero entre parénteses é referente ao codigo do isolado
clinico proveniente do hospital.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Os isolados foram provenientes de pacientes atendidos no hospital universitario de Santa Maria, RS, Brasil. As-
sim, este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),

registrado sob o nimero CAAE 38850614.4.0000.5346.
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O cadastro no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

(SisGen) esta registrado sob 0 numero AE78E18 — UFSM.

Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada através do método da microdiluigdo em caldo, conforme estabelecido pelo documento
M100-S26 do Clinical and Laboratory Standards Institute 22 . Com as cepas previamente semeadas em Agar Triptona
de Soja (TSA), os inoculos foram preparados em solugéo salina estéril e sua turbidez ajustada conforme a escala 0,5
de McFarland, ou seja, 1,5 x 108 unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL). Resumidamente em microplacas de 96
pogos contendo caldo Mueller Hinton, AAS e os indculos bacterianos foram incubados a 35 + 2 °C por 24 horas. Ap6s 0
periodo de incubagao, a CIM foi determinada por meio de leitura visual, como a menor concentragdo em que nao houve

crescimento visivel do microrganismo. Todos os testes foram realizados em triplicatas.

RESULTADOS

Na Tabela 2 estdo demonstrados os valores de CIM obtidos pelo AAS frente, respectivamente, cepas padrao
ATCC e isolados clinicos GN e GP analisados no estudo.
Tabela 2. Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do acido acetilsalicilico (AAS) frente a cepas padréo ATCC e isolados

clinicos Gram Negativos (GN) e Gram Positivos (GP).

Cepas padrao ATCC CIM (ug mL")
Staphylococcus aureus ATCC 29213 = 2048
Bacillus cereus ATCC 14574 = 2048
Enterococcus faecalis ATCC 29212 =1024
Enterococcus faecalis ATCC 51299 = 1024
Escherichia coli ATCC 35218 = 2048
Micrococcus luteus ATCC 7463 =1024

Isolados clinicos GN CIM (pg mL")
Acineto bacterbaumannii MDR (293) =1024
Acineto bacterbaumannii MDR (297) =1024
Acineto bacterbaumannii MDR (304) =1024
Acineto bacterbaumannii MDR (308) =1024

Acineto bacterbaumannii MDR (310) 512

Acineto bacterbaumannii MDR (182) =1024
Acineto bacterbaumannii MDR (199) =1024
Acineto bacterbaumannii MDR (209) = 2048
Acineto bacterbaumannii MDR (238) =1024
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Acinetobacter baumannii MDR (29) = 2048
Acinetobacter baumannii MDR (152) = 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (188) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (157) = 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (158) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (159) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (179) = 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (183) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (218) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (219) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (24) = 2048
Klebsiella pneumoniae MDR (107) =2048
Klebsiella pneumoniae MDR (148) =1024
Klebsiella pneumoniae MDR (149) = 1024
Klebsiella pneumoniae MDR (156) =1024
Pseudomonas aeruginosa MDR (146) =1024
Isolados clinicos GP CIM (g mL-1)

Enterococcus faecalis MDR (282) = 2048
Enterococcus faecium MDR (155) =2048
Enterococcus faecium MDR (200) =1024
Staphylococcus aureus MDR (66) = 2048
Staphylococcus aureus MDR  (154) =1024
Staphylococcus aureus MDR (170) =1024
Staphylococcus aureus MDR (173) = 1024
Staphylococcus aureus MDR (177) = 2048
Staphylococcus aureus MDR (197) =1024
Staphylococcus aureus MDR (207) =1024
Staphylococcus aureus MDR (208) =1024
Staphylococcus aureus MDR (210) = 1024
Staphylococcus aureus MDR (216) =1024
Staphylococcus aureus MDR (237) =1024
Staphylococcus aureus MDR (257) =1024
Staphylococcus aureus MDR (283) =1024

O numero entre parénteses é referente ao codigo do isolado clinico proveniente do hospital.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

DISCUSSAO

Acido acetilsalicilo apresentou atividade antibacteriana tanto frente as estirpes GN como GP, sendo que a CIM

obtida frente a maioria das cepas foi de 1024 ug/mL e 2048 pg/mL, destacando sua maior atividade frente a cepa MDR

ISSN 2236-5834 7
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de A. baumannii, em que AAS apresentou CIM de 512 ug/mL .

CHAN e colaboradores (2017)', ao avaliar o efeito dos AINES ibuprofeno, aspirina e diclofenaco, frente a cepas
padréo GP B. cereus ATCC 14579, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 33591, obtiveram valores semelhantes aos
encontrados em nosso estudo, sendo que frente a maioria das cepas esses medicamentos obtiveram CIM de 2500 ug/
mL. Para as cepas GN E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 10031, P. aeruginosa ATCC 10145, AAS apresentou
CIM de 5000 ug/mL frente a maioria das cepas, resultado superior ao encontrado em nossos experimentos, em que a
CIM média obtida foi de 1024 pg/mL.

AL-BAKRI AG et al. (2009)*, avaliando a atividade antibacteriana da aspirina frente a cepas de P. aeruginosa e
E. coli, obtiveram CIM de 2.030 pg/mL, 1200 pg/mL e 2650 pg/mL, respectivamente, valores semelhantes aos nossos
quando AAS foi testado frente as bactérias. Quando avaliaram a associagédo de aspirina e EDTA frente as mesmas cepas,
observou-se sinergismo entre 0os medicamentos, ou seja, a atividade antibacteriana do AAS foi potencializada, causando
uma significativa diminui¢éo da formacao do biofilme, de 100% nas bactérias.

LEE e colaboradores (2014)*, investigando a atividade antibacteriana do AAS frente a K. pneumoniae, sugerem
que esse medicamento, quando usado em altas concentragdes, reduz a produgdo de polissacarideo, além de interferir

em elementos essenciais da bactéria, diminuindo assim o seu crescimento.

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos em nosso estudo, o anti-inflamatério AAS apresentou atividade antibacteriana
frente a cepas padrao ATCC e isolados clinicos MDR, da mesma forma para estirpes GN e GP. Porém, segundo relatos
na literatura, sua atividade pode ser potencializada quando este farmaco é associado a antibacterianos ja utilizados na
clinica, sendo necessarios estudos adicionais para avaliar o sinergismo entre medicamentos. Também € aconselhada
a realizagéo de testes com o principio ativo puro ao invés do medicamento comercialmente disponivel, assim como a

investigagdo do mecanismo de ag&@o do AAS na atividade antibacteriana.
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