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RESUMO 

A gonorreia, causada pelo agente etiológico Neisseria gonorrhoeae, é a segunda infeção sexualmente 

transmissível mais notificada na Europa. Em 2016, registraram-se aproximadamente 87 milhões de 

infeções em todo o mundo. Desde a introdução do primeiro antibiótico contra a gonorreia, a 

sulfanilamida em 1935, praticamente todas as abordagens terapêuticas desenvolvidas foram 

sucessivamente abandonadas devido à emergência de estirpes de N. gonorrhoeae resistentes. De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o tratamento atual recomendado para a gonorreia consiste 

no uso de ceftriaxona ou cefixima em monoterapia ou em terapia dupla com azitromicina. No entanto, 

a emergência de estirpes com suscetibilidade reduzida às cefalosporinas de 3ª geração, aliada à ausência 

de novos antimicrobianos eficazes, tem motivado a utilização da terapia combinada destes antibióticos 

com a azitromicina. Em 2017, a OMS divulgou uma lista de bactérias resistentes aos antibióticos que 

devem ter prioridade no que toca à pesquisa, descoberta e desenvolvimento de novas opções 

terapêuticas. N. gonorrhoeae foi considerada como “prioridade 2: alta”. Assim, urge desenvolver novas 

estratégias que permitam identificar novos fármacos que possam ser utilizados no tratamento destas 

infeções de uma forma mais rápida e menos dispendiosa relativamente ao processo clássico de 

desenvolvimento de novos medicamentos. 

Nesta Dissertação, utilizou-se uma estratégia de reposicionamento in silico para identificar fármacos 

que atuem ao nível do metabolismo energético e dos transportadores de membrana em N. gonorrhoeae.  

No final da análise in silico, obteve-se um total de 100 alvos preditivos em N. gonorrhoeae associados 

a 681 fármacos.  Após a aplicação de critérios seletivos, escolheram-se 11 fármacos para avaliação da 

sua atividade in vitro contra um conjunto de estirpes de N. gonorrhoeae. Os fármacos acetazolamida, 

atovaquone, dequalinio, doxorrubicina, amlodipina e clomipramina apresentaram os resultados mais 

promissores e deverão ser explorados em estudos futuros como potenciais antimicrobianos, ou 

adjuvantes de antibióticos atualmente utilizados contra N. gonorrhoeae. 

 

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae, Resistência aos antimicrobianos, Bombas de efluxo, 

Reposicionamento in silico de fármacos. 
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ABSTRACT 

Gonorrhea, caused by the etiological agent Neisseria gonorrhoeae, is the second most notified Sexually 

Transmitted Infection in Europe. In 2016, there were approximately 87 million cases described 

worldwide. Since the introduction of the first antibiotic against gonorrhea, sulfanilamide in 1935, almost 

every therapeutic approach developed since then were successively abandoned due to the emergence of 

N. gonorrhoeae resistant strains. According to the World Health Organization (WHO), the current 

recommended treatment for gonorrhea consists of ceftriaxone or cefixime in single therapy or in dual 

therapy with azithromycin. However, the emergence of strains with decreased susceptibility to 3rd 

generation cephalosporins, associated with the absence of new effective antimicrobials, has motivated 

the use of dual therapy regimen. In 2017, the WHO published a list of antibiotic-resistant bacteria whose 

research, discovery and development of new therapeutics should be prioritized. N. gonorrhoeae was 

considered as "priority 2: high". Therefore, it is urgent to develop new strategies that identify new drugs 

that can be used in the treatment of these infections in a way that saves time and money when compared 

to the conventional drug discovery process. 

In this Dissertation, an in silico drug repurposing strategy was used to identify drugs that target energy 

metabolism and membrane transporters of N. gonorrhoeae. At the end of the in silico analysis, a total 

of 100 predicted targets, associated with 681 drugs, were found in N. gonorrhoeae. Using selective 

criteria, 11 drugs were chosen for in vitro activity evaluation against a panel of N. gonorrhoeae strains. 

The drugs acetazolamide, atovaquone, dequalinium, doxorubicin, amlodipine and clomipramine 

presented promising results and should be further explored in future studies, as potential antimicrobials, 

or as adjuvants of currently used antibiotics against N. gonorrhoeae. 

 

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, Antimicrobial resistance, Efflux pumps, In silico drug repurposing. 
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1 Introdução 

1.1  Neisseria gonorrhoeae: Características fisiológicas e estruturais 

Neisseria gonorrhoeae pertence à família Neisseriaceae e ao género Neisseria. 

Morfologicamente, N. gonorrhoeae apresenta-se sob a forma de cocos com diâmetro entre 0,6 e 

1,0 μm, organizados em pares (diplococos) com os seus lados achatados adjacentes (1). São 

bactérias aeróbias de coloração de Gram negativa, imóveis, não formadoras de esporos, oxidase 

positivas e catalase positivas. Produzem ainda ácido através da oxidação de hidratos de carbono, 

uma característica que foi historicamente usada para distinguir as espécies de Neisseria (2, 3). Ao 

contrário das espécies não patogénicas pertencentes a este género que podem crescer em meio 

simples, N. gonorrhoeae é uma espécie fastidiosa que requer meios complexos para o seu 

crescimento. Além disso, apresenta melhor crescimento a temperaturas entre os 35 e os 37 °C 

numa atmosfera com cerca de 5% de dióxido de carbono (2, 3).  

Em termos estruturais, possui um invólucro celular que consiste numa membrana interna, um 

espaço periplasmático que contem o peptidoglicano da parede celular e uma membrana externa 

que contem o lipo-oligossacárido. Este invólucro celular possui ainda um conjunto de estruturas 

à superfície responsáveis pela adesão e invasão das células, evasão ao sistema imunitário, efluxo 

de compostos tóxicos e aquisição de ferro (Figura 1.1): 

• Pili - Em N. gonorrhoeae, os pili, nomeadamente o pilus tipo IV, são essenciais na 

colonização e desempenham um conjunto de funções tais como a iniciação da adesão às 

células e tecidos do hospedeiro, a auto aderência e aderência a outras células de N. 

gonorrhoeae, a proteção contra a ação dos neutrófilos e transferência genética horizontal 

por transformação de ácido desoxirribonucleico (ADN). 

• Proteínas Opa - Estas proteínas atuam principalmente como adesinas que se ligam a um 

variado conjunto de recetores nas células e tecidos do hospedeiro. 

• Porina PorB - É a proteína mais abundante na membrana externa de N. gonorrhoeae e 

tem sido associada com: (i) a desgranulação dos neutrófilos, protegendo a bactéria da 

resposta inflamatória do hospedeiro; (ii) o aumento da adesão celular; (iii) a invasão das 

células epiteliais; (iv) a modulação da apoptose; (v) a resistência aos antibióticos; (vi) a 

expressão de alguns antigénios que permitem que a bactéria escape à ação dos fatores do 

complemento. 

• Proteínas Rmp - Estimulam a produção de anticorpos que bloqueiam a atividade 

bactericida do soro. 

• Bombas de efluxo - N. gonorrhoeae produz pelo menos cinco sistemas de bombas de 

efluxo: MtrC–MtrD–MtrE, MacA–MacB–MtrE, NorM, FarA–FarB–MtrE e MtrF64. 
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Estas bombas de efluxo desempenham um papel tanto na patogénese como na remoção 

de moléculas tóxicas e de antimicrobianos. 

• Sistemas de aquisição de ferro - O ferro é essencial para o crescimento e metabolismo de 

N. gonorrhoeae. As bactérias têm a capacidade de competir com o hospedeiro humano 

pelo ferro através de três sistemas que conseguem removê-lo de proteínas humanas. Em 

N. gonorrhoeae, foram descritos sistemas de aquisição de ferro associado à transferrina 

(TbpA-TbpB), à lactoferrina (LbpA-LbpB) e ao heme (HpuA-HpuB) (2–4). 

Além do que foi descrito anteriormente, é ainda importante realçar que os epítopos antigénicos 

dos pili expostos à superfície podem variar, a expressão do pilus pode ser perdida, o número e 

tipo de proteínas Opa que são expressas varia e o tipo de açucares nas moléculas do lipo-

oligossacárido pode mudar. Esta variabilidade é importante na evasão ao sistema imunológico e 

pode permitir reinfeções, inclusive com a mesma estirpe de N. gonorrhoeae. Além disso, a 

variabilidade destas moléculas de superfície faz com que nenhuma delas seja candidata como alvo 

para a criação de uma vacina o que tem dificultado e até impossibilitado o seu desenvolvimento 

até aos dias de hoje (5).  

 

Figura 1.1. Estrutura do invólucro celular de N. gonorrhoeae (4). 

 

1.2 Epidemiologia 

Quando vários países, especialmente os industrializados, se dedicaram à prevenção e tratamento 

de infeções sexualmente transmissíveis (IST), verificaram-se declínios das taxas de infeção 

gonocócicas durante o final dos anos oitenta do século XX. Contudo, este decréscimo não durou 

muito e no final dos anos noventa já se verificava um novo aumento do número destas infeções. 

Alguns fatores como a origem étnica, a sexualidade e preferências sexuais, a promiscuidade 

sexual, as disparidades nas situações económicas e no acesso a serviços e as características 
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intrínsecas do organismo patogénico foram apontados como sendo responsáveis por este aumento. 

Outras razões para o recente aumento na incidência de gonorreia incluem mudanças do 

comportamento sexual na era do tratamento antirretroviral para a infeção pelo vírus da 

imunodeficiência humana (VIH) (isto é, devido à disponibilidade de tratamento antirretroviral e 

à perceção de que a infeção por VIH já não é tão ameaçadora para a vida, as pessoas são menos 

cautelosas e fazem sexo com parceiros novos e casuais sem usar preservativos), maior 

conectividade eletrónica (por exemplo, o uso de aplicações online para encontrar parceiros 

sexuais), maior número de parceiros desconhecidos, maiores redes sexuais e aumento do número 

de viagens (4). Além disto, a implementação de sistemas de vigilância mais eficazes e o uso de 

testes de diagnóstico mais sensíveis contribuem igualmente para o aumento da deteção de novos 

casos de gonorreia (6). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a taxa de incidência, definida como o 

número de novas infeções ou diagnósticos num período específico, foi de 20/1000 nas mulheres 

e 26/1000 nos homens em 2016 o que se traduz num total de 86,9 milhões de novos casos (Figura 

1.2). Foi também estimado, no mesmo ano, que a prevalência global de gonorreia urogenital foi 

de 0,9% nas mulheres e 0,7% nos homens o que corresponde a um total de 30,6 milhões de casos 

deste tipo de gonorreia (7). 

 

 

Figura 1.2. Incidência global de gonorreia em 2016. Número estimado (em milhões) de novos casos de 

gonorreia em adultos dos 15-49 anos. (4).  
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De acordo com o Centro de Controlo e Prevenção de Doenças (CDC), nos Estados Unidos da 

América (EUA), houve um total de 616 392 novas infeções em 2019 o que representa um aumento 

de 92% desde 2009 (8). Foi igualmente verificado aumento da incidência de gonorreia na 

Austrália (80,2%) e no Canadá (65,4%) (7).  

Na última década, na Europa, verificou-se uma tendência para o aumento de casos reportados em 

todos os grupos de risco, principalmente em homens que fazem sexo com homens (HSH; 586%). 

No entanto, o número de casos em mulheres também tem vindo a aumentar de forma continuada 

e acentuada ao longo da década (230%) e chegou inclusive a ultrapassar, em 2018, o número de 

casos reportados para homens heterossexuais onde esse aumento foi menos acentuado ao longo 

dos últimos anos (108%) (6). 

Pela primeira vez desde que o Centro Europeu de Prevenção e Controlo das Doenças (ECDC) 

coordena o programa europeu de vigilância das IST, foram reportados mais de 100 000 casos num 

único ano. Houve um total de 100 673 casos em 28 países em 2018 o que representa um aumento 

de 12% em relação a 2017. A gonorreia é a segunda IST mais notificada na Europa, perdendo 

apenas para infeções por Chlamydia trachomatis, e o número de casos reportados tem vindo a 

aumentar todos os anos, particularmente em mulheres e nos HSH. A maior parte dos casos 

reportados em 2018 são das faixas etárias dos 25 aos 34 anos (37% dos casos) e dos 15 aos 24 

anos (34% dos casos). No grupo etário dos 15 aos 19 anos a taxa de casos notificados é mais 

elevada nas mulheres (66/100 000) do que nos homens (47/100 000). Nos restantes grupos etários 

essa taxa é maior nos homens e menor nas mulheres (Figura 1.3) (6). 

 

Figura 1.3. Distribuição de casos confirmados de gonorreia por 100 000 habitantes de acordo com a 

idade e o género na Europa (6).  
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Relativamente à transmissão, em 2018, dados de 17 dos 28 países da União Europeia (UE) 

indicam que 48% dos casos reportados eram de HSH, 43% eram de pessoas heterossexuais e os 

restantes 9% foram reportados como “desconhecido” (Figura 1.4). Dos casos referentes à 

população masculina 70% eram de HSH (6). 

 

 

Figura 1.4. Percentagem de casos de gonorreia por categoria de transmissão e género (n=85 858) na 

UE (6). MSM, Homens que fazem sexo com homens 

Apesar de serem elevados e preocupantes, estes números não representam ainda a total extensão 

desta epidemia, pois muitos casos não são diagnosticados (por exemplo, pessoas assintomáticas) 

ou não são reportados (6). 

 

1.3 Transmissão e sintomas 

A transmissão de gonorreia ocorre através de relações sexuais e causa uretrite aguda nos homens 

e cervicite nas mulheres. Dependendo das práticas sexuais podem também ocorrer infeções retais 

e faríngeas que são, geralmente, assintomáticas (9).  

No caso do homem, a uretrite é maioritariamente sintomática (≥ 90% dos casos) e manifesta-se 

através de um corrimento uretral purulento, disúria e polaquiúria, podendo também, caso a infeção 

não seja detetada ou corretamente tratada, ascender ao trato genital superior e causar 

complicações como prostatite, orquite, epididimite e abcessos periuretrais (2, 3, 9). 
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Nas mulheres, a cervicite é maioritariamente assintomática (≥ 50% dos casos), mas nos casos em 

que a sintomatologia está presente esta caracteriza-se por um corrimento vaginal purulento, dor 

abdominal, disúria, hemorragias e uretrite. Se a infeção se disseminar para os ovários e trompas 

de Falópio pode originar abcessos nos tubos ovarianos e salpingite que, caso se estenda para a 

cavidade peritoneal, dá origem a doença inflamatória pélvica. Em casos mais graves, a infeção 

pode levar a esterilidade devido à obstrução das trompas de Falópio (2, 3, 9).    

Pode ainda ocorrer conjuntivite, que apesar de se poder manifestar em adultos, está 

essencialmente presente nos recém-nascidos (através da transmissão da infeção da mãe para o 

filho durante o parto) e que se manifesta como uma conjuntivite purulenta cerca de um a três dias 

após o parto (3, 9). 

Por último, pode ocorrer uma infeção disseminada originando artrite, endocardite ou infeção 

gonocócica disseminada (artrite, eritema cutâneo e febre). No entanto, estas manifestações são 

raras nos dias de hoje (3, 9). 

 

1.4 Diagnóstico 

Devido à variedade de sintomas e à sua não especificidade para a gonorreia, torna-se importante 

a realização de testes laboratoriais oportunos e precisos, para doentes sintomáticos, incluindo 

testes de suscetibilidade a antimicrobianos que permitam a realização de um tratamento adequado. 

É também importante fazer rastreios em populações chave para identificar e tratar infeções 

assintomáticas de forma a reduzir a transmissão da infeção e controlar a dispersão das resistências 

aos antibióticos. Assim, a realização de testes laboratoriais deve ser realizada nas seguintes 

circunstâncias: após avaliação diagnóstica de sintomas clínicos, na monitorização do tratamento, 

caso o parceiro sexual tenha sido diagnosticado com N. gonorrhoeae, caso haja um novo parceiro 

sexual ou uma troca frequente de parceiros sexuais e em casos de abuso sexual (10). Em locais 

com poucos recursos onde o diagnóstico laboratorial não pode ser efetuado, a infeção é 

geralmente diagnosticada com base nas manifestações clínicas e no historial médico. Contudo, 

como já foi referido, os sintomas clínicos não são específicos podendo muitas vezes levar a 

diagnósticos incorretos sendo assim essencial tornar os testes laboratoriais disponíveis nestes 

locais.  

O diagnóstico laboratorial da infeção gonocócica é feito pela deteção direta do organismo 

patogénico em amostras de esfregaço urogenital, anorretal, faríngea, conjuntival ou em amostras 

da primeira urina. Atualmente um conjunto variado de diferentes técnicas está disponível para a 

deteção de N. gonorrhoeae das quais a cultura e os testes de amplificação de ácidos nucleicos 



7 
 
 

(NAATs do inglês “Nucleic Acid Amplification Test”) são os mais adequados. A microscopia de 

amostras urogenitais coradas também pode ser usada em certos casos. Ensaios com sondas de 

ADN, testes antigénicos e testes sorológicos não são recomendados devido a terem uma 

sensibilidade e especificidade insuficientes (11). 

 

1.4.1 Identificação presuntiva 

Os isolados bacterianos obtidos a partir da cultura de amostras clínicas em meio seletivo e que 

são Gram-negativos e oxidase positivos podem ser presumivelmente identificados como N. 

gonorrhoeae. Uma identificação presuntiva indica apenas que um diplococo Gram-negativo, 

positivo para oxidase, pode ser isolado de tais amostras não permitindo, no entanto, a identificação 

específica do organismo em causa. Assim sendo, a identificação presuntiva é apenas suficiente 

para iniciar a terapia antimicrobiana, mas testes adicionais devem ser realizados para confirmar a 

identidade de um isolado como sendo realmente N. gonorrhoeae (12) . 

• Microscopia 

Dependendo do quadro clínico, a microscopia direta pode ser uma ferramenta diagnóstica válida 

em locais com recursos limitados. Para a microscopia direta são usados dois métodos de coloração 

diferentes: coloração com azul de metileno e coloração de Gram. A coloração com azul de 

metileno deve apenas ser usada como critério de diagnóstico para a uretrite sintomática 

(purulenta) não complicada em homens e apenas quando a coloração de Gram não está disponível. 

Para as restantes manifestações da doença é necessário realizar a coloração de Gram na qual N. 

gonorrhoeae se apresenta como diplococos Gram-negativos (coloração vermelha) (4) (13). Na 

uretrite sintomática em homens a sensibilidade da coloração de Gram é superior a 95% e a 

especificidade é superior a 99% pelo que este método pode por si só ser utilizado para o 

diagnóstico. Para amostras endocervicais, a sensibilidade desce para 40 a 60% sendo ainda mais 

baixa em doentes assintomáticos e em amostras faríngicas e retais, pelo que nestes casos a 

aplicação isolada deste método não é recomendável (12). 

• Cultura 

N. gonorrhoeae é um microrganismo fastidioso que não tolera a desidratação e deve ser inoculado 

imediatamente no meio de cultura após a colheita da amostra. As placas de cultura devem ser 

incubadas a uma temperatura entre os 35 e os 37°C, com elevada humidade (70 a 80%), pH entre 

6,75 e 7,5 e numa atmosfera com cerca de 5% de CO2 durante 24 a 48 horas (12). 

As amostras de locais normalmente não estéreis (por exemplo, faringe e reto) são semeadas em 

meio seletivo (por exemplo, Thayer-Martin ou Martin-Lewis) e as amostras de locais estéreis (por 
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exemplo, urina) são semeadas em meio não seletivo (por exemplo, agar chocolate). Os meios 

seletivos diferem dos meios de cultura de rotina porque contêm agentes antimicrobianos (ex. 

vancomicina, colistina e nistatina ou outro agente antifúngico) que inibem o crescimento de outras 

bactérias e fungos. O uso de meios seletivos pode melhorar o isolamento se a fonte anatómica da 

amostra contiver outras espécies bacterianas. No entanto, algumas estirpes de N. gonorrhoeae 

demonstraram ser inibidas em meios seletivos (12). 

O desempenho de uma cultura depende de vários fatores como o local anatómico de colheita da 

amostra, o método de colheita, o meio e as condições de transporte usados, o uso ou não de meio 

seletivo e as condições de incubação. A sensibilidade da cultura para uma amostra urogenital 

varia de 72 a 95% podendo, no entanto, variar entre 95 e 100% em laboratórios com experiência 

no manuseamento e cultura desta bactéria. A sensibilidade da cultura apresenta valores muito 

inferiores aos das amostras urogenitais em amostras faríngeas e retais (14) (4). 

• Teste da oxidase 

O teste de oxidase é utilizado para detetar a presença da enzima citocromo c oxidase na cadeia 

respiratória de um organismo bacteriano, através da reação com o reagente N, N, N’, N’-

tetrametil-ρ-fenilenodiamina-dihidrocloreto. Este reagente ao entrar em contacto com as colónias 

de bactérias, e caso a enzima esteja presente, irá originar um composto de cor púrpura. Como N. 

gonorrhoeae produz a enzima citocromo c oxidase é de esperar que esta reação ocorra e que o 

teste da oxidase seja positivo (15). 

 

1.4.2 Identificação confirmatória 

Apesar de, como já referido, uma identificação presuntiva ser suficiente para iniciar a terapêutica, 

deve-se confirmar o diagnóstico recorrendo a testes laboratoriais bioquímicos e/ou enzimáticos a 

partir de uma cultura pura (15). 

• Teste da utilização dos açucares 

Este teste foi introduzido por Kellog e Turner em 1973 e depende de enzimas produzidas durante 

o crescimento bacteriano e que têm a capacidade de degradar hidratos de carbono como a glucose, 

sacarose, maltose e lactose. Neste teste utiliza-se uma suspensão bacteriana que é adicionada a 

uma solução contendo cada um destes açucares. Caso haja utilização dos açucares e consequente 

acidificação do meio este irá mudar de cor para amarelo. As várias espécies de Neisseria utilizam 

diferentes hidratos de carbono sendo que N. gonorrhoeae utiliza apenas a glucose, pelo que 

apenas se espera uma alteração de cor no meio contendo este açúcar (16). 

• Testes bioquímicos comerciais Analytical Profile Index (API) 
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Um teste bioquímico comercial muito utilizado é o API® NH (bioMérieux) que permite a 

identificação de Neisseria, Haemophilus e Branhamella catarrhalis. Este teste contém treze 

poços (dos quais quatro são para a utilização dos hidratos de carbono, oito são para as reações 

enzimáticas e um para detetar a produção de penicilinase) nos quais se inocula N. gonorrhoeae 

durante 2 horas a 35°C. Após este período de incubação, é feita a comparação dos resultados 

obtidos nos treze poços com a tabela de interpretação do teste comercial que utiliza um sistema 

numérico. A soma final dos valores obtidos leva à identificação do microrganismo presente na 

amostra em estudo (17). 

• Testes de amplificação de ácidos nucleicos (NAAT) 

Os testes NAATs para deteção de N. gonorrhoeae tornaram-se disponíveis no início da década de 

noventa e são, atualmente, recomendados para o seu diagnóstico em países com recursos para tal. 

Estes testes são feitos para amplificar e detetar sequências de ácidos nucleicos que são específicas 

para o organismo em estudo. No caso de N. gonorrhoeae algumas das sequências usadas são por 

exemplo sequências no gene opa, regiões especificas do ARNr 16S e sequências cromossomais 

(18). Embora ofereçam várias vantagens em relação aos métodos de deteção tradicionais, como 

uma maior sensibilidade e especificidade em relação à cultura e uma maior rapidez e facilidade 

na sua realização, os NAATs possuem algumas limitações que incluem o custo, o risco de 

contaminação residual e a incapacidade de fornecer dados sobre a resistência a antibióticos. Além 

disso, existem limitações relacionadas com as sequências que são exclusivas dos NAATs de N. 

gonorrhoeae. Em particular, é importante ter em conta os falsos positivos que se originam 

principalmente através da troca genética horizontal que ocorre frequentemente dentro do género 

Neisseria e que faz com que as espécies comensais de Neisseria adquiram genes de N. 

gonorrhoeae. Além disso, alguns subtipos de N. gonorrhoeae podem não ter as sequências 

específicas que são alvo de um NAAT, originando neste caso falsos negativos (4). 

Os NAAT são recomendados para a deteção de infeções urogenitais causadas por N. gonorrhoeae 

em homens e mulheres com ou sem sintomas e para o diagnóstico de infeções retais e faríngeas 

visto serem os testes mais sensíveis para infeções extragenitais. Semelhante a outros testes não 

culturais, os NAATs não requerem organismos viáveis. O aumento da sensibilidade destes testes 

é atribuível à sua capacidade teórica de produzir um sinal positivo a partir de apenas uma única 

cópia do ADN ou ARN alvo. Esta alta sensibilidade permite o uso de amostras recolhidas de 

formas menos invasiva, como a primeira urina e esfregaços vaginais para detetar N. gonorrhoeae. 

Estes testes apresentam no geral uma elevada sensibilidade (˃90%) e especificidade (≥99%) mas 

que variam consoante o local de recolha das amostras e o NAAT utilizado (10) (12). 
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• Teste de Suscetibilidade aos Antibióticos 

O teste de suscetibilidade aos antibióticos é um dos procedimentos mais importantes durante o 

diagnóstico laboratorial de N. gonorrhoeae, pois permite avaliar a eficácia de um determinado 

antibiótico. Geralmente, o teste é realizado de forma a indicar uma concentração mínima inibitória 

(CMI) para determinado antibiótico em µg/mL ou mg/L. Os resultados obtidos são interpretados 

por comparação com valores de “breakpoint” de referência. Esses valores estão disponíveis em 

diretrizes e recomendações elaboradas por grupos de especialistas como o “European Committee 

for Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) e o Clinical and Laboratory Standards 

Institute” (CLSI). Visto que os “breakpoints” por vezes não são idênticos em ambas as diretrizes, 

é sempre importante indicar qual delas se está a utilizar na interpretação dos resultados (10). 

Para N. gonorrhoeae, existem três opções principais de testes de suscetibilidade aos antibióticos: 

método de diluição em agar, método de difusão em disco e método epsilométrico (Etest®) (10). 

• Método de diluição em agar: este é o método “gold standard” recomendado pela OMS 

para testes de suscetibilidade aos antibióticos em N. gonorrhoeae. Consiste na preparação 

de uma gama definida de concentrações de um antibiótico que são incorporadas 

separadamente em placas de Petri distintas com meio de cultura. A placa com a 

concentração mais baixa que inibe o crescimento corresponde à CMI para esse 

antibiótico. No entanto, este método é complexo de realizar por ser muito trabalhoso 

principalmente na preparação das placas de meio com antibiótico (19). 

• Método de difusão em disco: neste método, discos contendo concentrações definidas de 

antibióticos são colocados na superfície do agar, difundindo-se e inibindo o crescimento. 

Após incubação, o diâmetro da área à volta do disco que não apresenta crescimento é 

medida em milímetros sendo esse valor posteriormente comparado com os “breakpoints” 

definidos e obtendo-se assim o padrão de suscetibilidade aos antibióticos em estudo. Este 

método só é recomendado quando a determinação da CMI não pode ser realizada e os 

resultados que apresentem relevância clínica devem ser sempre que possível 

complementados por testes de confirmação utilizando outros métodos (20) (21). 

• Método epsilométrico (Etest®): Devido às limitações do método de diluição em agar, o 

método epsilométrico é atualmente o método de preferência. Neste teste, uma tira com 

um gradiente crescente de concentrações para um determinado antibiótico é colocada na 

placa e o antibiótico difunde-se no meio de cultura. Após incubação, o valor mais baixo 

de concentração que inibe o crescimento bacteriano é considerada como a CMI para esse 

antibiótico. Esse valor é depois comparado com o “breakpoint” de referência e o padrão 

de suscetibilidade ao antibiótico é obtido (22). 
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1.5 Terapêutica para infeções por N. gonorrhoeae 

Devido ao desenvolvimento de resistências aos antibióticos, as opções terapêuticas para tratar 

infeções por N. gonorrhoeae têm vindo a diminuir ao longo dos anos e são atualmente muito 

limitadas, existindo inclusive estirpes para as quais já não restam praticamente opções de 

tratamento disponíveis (23). 

De acordo com as diretrizes de 2016 da OMS, o tratamento recomendado para infeções genitais 

e retais é: 

• Terapia combinada de 250 mg de ceftriaxona intramuscular e 1g de azitromicina oral, 

ambas em dose única ou 400 mg de cefixima oral e 1g de azitromicina oral, ambas em 

dose única. 

• Monoterapia (baseado em dados locais que confirmem suscetibilidade ao antimicrobiano) 

de 250 mg de ceftriaxona intramuscular ou 400 mg de cefixima oral ou 2 g de 

espectinomicina intramuscular, todas em dose única (24). 

Para infeções orofaríngeas as recomendações são: 

• Terapia combinada de 250 mg de ceftriaxona intramuscular e 1 g de azitromicina oral, 

ambas em dose única ou 400 mg de cefixima oral e 1g de azitromicina oral, ambas em 

dose única. 

• Monoterapia (baseado em dados locais que confirmem suscetibilidade ao antimicrobiano) 

de 250 mg de ceftriaxona intramuscular em dose única (24). 

A justificação para a introdução da terapia combinada foi abordar o problema da coinfecção por 

C. trachomatis, que ocorre em 10-40% dos indivíduos com gonorreia urogenital, bem como um 

benefício hipotético de reduzir a emergência e/ou disseminação de resistências aos 

antimicrobianos (em particular, resistência à ceftriaxona) em N. gonorrhoeae (9). 

 

1.6 Resistência aos antimicrobianos 

A gonorreia é cada vez mais uma preocupação de saúde publica a nível global que requer atenção 

internacional urgente. A carga global desta infeção está a aumentar e cresce a ameaça de N. 

gonorrhoeae se tonar numa “super bactéria”, o que poderá reduzir significativamente as opções 

de tratamento. De facto, apesar da terapêutica antimicrobiana altamente eficaz dos últimos 70 a 

80 anos, existe atualmente uma alta prevalência de estirpes de N. gonorrhoeae com resistência à 

maioria dos antimicrobianos que têm vindo a ser introduzidos para o seu tratamento (por exemplo, 

sulfonamidas, penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, macrólidos e fluoroquinolonas). Em 

muitos locais do mundo a ceftriaxona é já a última opção de tratamento para uma monoterapia 
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empírica de primeira linha o que leva a temer que a gonorreia se possa tornar impossível de tratar 

recorrendo apenas à monoterapia com cefalosporinas de 3ª geração (9) (25). 

A aquisição de um novo mecanismo de resistência por clones epidémicos na maioria das bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas ocorre como resultado da aquisição, geralmente por 

conjugação, de elementos genéticos móveis (plasmídeo, transposão, ilhas de resistência 

genómica, etc.). A capacidade única entre as bactérias do género Neisseria de adquirir ADN 

cromossómico com alta frequência através de transformação a partir de outros gêneros de 

Neisseria permite acumular muitas mutações em genes cromossómicos. Ao contrário da maioria 

das bactérias que precisa de adquirir o estado de competência para captar ADN por meio da 

transformação, as bactérias do género Neisseria permanecem constantemente neste estado 

(devido à existência do pilus tipo IV), o que facilita a ocorrência deste fenómeno (26). 

O uso excessivo e frequentemente não controlado de antimicrobianos, o controlo e monitorização 

sub-ótimos da resistência antimicrobiana, as falhas no tratamento, a atualização lenta das 

diretrizes de tratamento e a extraordinária capacidade de N. gonorrhoeae de desenvolver, adquirir 

e reter mecanismos de resistência indicam que, se nada for feito, o problema da resistência aos 

antimicrobianos agravará ainda mais no futuro (9).  

 

1.6.1 História do desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos 

• Era Pré-Antimicrobiana 

Durante a era pré-antimicrobiana, o tratamento da gonorreia consistia principalmente em viver 

um estilo de vida saudável, com ar fresco, alimentação adequada e repouso, abstenção de álcool 

e atividades sexuais em simultâneo com um tratamento com diferentes tipos de bálsamos, 

irrigações uretrais, compostos químicos e hipertermia. Durante a segunda metade do século XIX 

um novo método surgiu na qual a infeção era tratada com um tipo de pimenta da Indonésia 

(cubebs) e com bálsamo extraído de uma árvore da América do Sul (copaíba). Enemas com água 

e sabão, láudano oral (tintura de ópio) e banhos mornos eram usados para facilitar a retenção de 

urina e, se necessário, realizava-se cateterismo. A uretrite aguda também podia ser tratada por 

irrigação uretral anterior com diluições de permanganato de potássio quente durante várias 

semanas. No final do século XIX, iniciou-se a procura de novos compostos antimicrobianos o que 

levou à investigação de muitos compostos metálicos como o arsénio, antimónio, bismuto, ouro, 

prata e mercúrio. Durante a primeira guerra mundial, os soldados recebiam pacotes profiláticos 

que além de preservativos continham produtos à base destes compostos metálicos. Depois da 

guerra muitos compostos de mercúrio eram usados no tratamento destas infeções, como por 

exemplo o mercurocromo-220 que era usado como um antisséptico do trato urinário. Para além 
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da utilização destes compostos, também eram praticados métodos como a diatermia e hipertermia. 

Para estes últimos, eram utilizadas “cabines da febre” onde os indivíduos tinham apenas a cabeça 

no exterior e no interior se mantinham temperaturas acima dos 41°C durante 4 a 6 horas sendo 

necessários 5 ou 6 tratamentos de 3 em 3 dias para se conseguir curar o doente. Com estes métodos 

conseguiam-se curar até 80 a 90% dos casos de uretrite gonocócica tendo-se descoberto, mais 

tarde, que um pré-tratamento com mercurocromo em glucose hipertónica aumentava a eficácia da 

hipertermia. Além disso, para diminuir o número de tratamentos necessários até à cura do 

paciente, realizava-se o aquecimento pélvico através da inserção de elementos de aquecimento no 

reto em homens e na vagina em mulheres durante 2 horas, o que resultava em temperaturas locais 

de até 44°C (27) (28) (29) (30). 

• Era antimicrobiana 

Em 1935, Gerhard Domagk descobriu a sulfanilamida (uma sulfonamida) que se tornou no 

primeiro antimicrobiano usado no tratamento da gonorreia e que, durante os primeiros anos da 

sua utilização, curava entre 80 e 90% destas infeções. Em 1940, a sulfapiramida foi introduzida 

no mercado e tinha a capacidade de curar a maioria dos casos onde a sulfanilamida falhava. De 

seguida, surgiu o sulfatiazol que tinha uma eficácia semelhante à sulfapiramida, mas era mais 

tolerável. Contudo, durante a década de quarenta começaram a surgir elevados níveis de 

resistência e, em 1944, já se verificavam taxas de 75% de falha terapêutica com sulfatiazol e 

sulfapiramida entre os soldados italianos e sicilianos da segunda guerra mundial e acima de 30% 

na população em geral. No final da década de quarenta, mais de 90% das estirpes de N. 

gonorrhoeae demonstrava resistência in vitro às sulfonamidas. Para tentar contornar este 

problema e para se poder continuar a usar as sulfonamidas, foi proposta, na década de sessenta, 

uma terapia combinada com trimetropim que foi utilizada em doses elevadas no tratamento da 

gonorreia até aos anos setenta  (9) (31) (32). 

Em 1943, oito anos após a introdução das sulfonamidas e quando começaram a surgir resistências 

às mesmas, foi introduzida a penicilina (descoberta em 1928 por Alexander Fleming) para o 

tratamento da gonorreia. A penicilina era inicialmente usada para tratar os casos em que as 

sulfonamidas falhavam, mas após a sua introdução rapidamente ultrapassou as sulfonamidas 

como tratamento preferencial de primeira linha pois tinha a capacidade de curar mais de 95% dos 

casos de gonorreia recorrendo a pequenas doses de 45 mg. Contudo, em 1946 foram reportados 

quatro casos de elevado nível de resistência à penicilina e durante as duas décadas seguintes 

verificou-se um aumento gradual do número destes casos. De facto, vários investigadores 

reportaram ser necessária uma CMI de penicilina mais elevada para inibir o crescimento in vitro 

de N. gonorrhoeae. Apesar disto, a penicilina era ainda eficaz no tratamento da gonorreia e 

continuou a ser usada durante vários anos. No entanto, após a “epidemia” de gonorreia nos EUA 
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e em muitos outros países associados à “revolução sexual” da década de sessenta, o nível de 

penicilina necessária para tratar a gonorreia não complicada aumentou substancialmente e foram 

relatados vários casos de falha terapêutica. No decorrer dos anos, a quantidade de penicilina 

recomendada para o tratamento da gonorreia aumentou cem vezes e os mecanismos de resistência 

cromossómica levaram ao aumento da CMI da penicilina para os 4 µg/mL que corresponde ao 

dobro da CMI reportada em infeções apenas tratáveis com elevadas doses do antibiótico. Assim, 

para aumentar a eficácia da penicilina, foi demonstrado no início dos anos setenta que a 

coadministração de probenecida aumentava os níveis séricos de penicilina e retardava a sua 

excreção, podendo aumentar as taxas de cura até perto dos 100%. Contudo, durante esta década 

os aumentos da dose de probenecida tornaram-se problemáticos devido ao desconforto provocado 

pelas injeções e às reações secundárias e a CMI da penicilina em vários isolados aumentou até 

128 µg/mL o que pôs um ponto final na era da penicilina como tratamento para a gonorreia (9) 

(31) (32) (33). 

Durante a década de cinquenta, a tetraciclina, que tinha sido descoberta em 1945 por Benjamin 

Duggar, foi introduzida como tratamento para a gonorreia especialmente para doentes alérgicos 

à penicilina. Segundo um estudo de monitorização de terapia da gonorreia, um tratamento de 

quatro dias com tetraciclina era eficaz em 96,2% dos casos de gonorreia não complicada. 

Contudo, tal como tinha acontecido com a penicilina, começaram também a surgir gradualmente 

resistências à tetraciclina (devido a determinantes de resistência cromossómicos) levando ao 

aumento da CMI deste antibiótico. A emergência do determinante tetM no plasmídeo conjugativo 

(que causa alto nível de resistência à tetraciclina), em meados da década de oitenta, resultou na 

exclusão da tetraciclina das diretrizes de tratamento nos EUA e em muitos países no mundo (9) 

(32). 

No início dos anos sessenta (1962), a espectinomicina foi sintetizada e comercializada 

especificamente para o tratamento de gonorreia e destinava-se a tratar os casos em que havia 

resistência ou em que os doentes eram alérgicos à penicilina. Em 1967, cinco anos após a sua 

introdução, foi reportada resistência a este antibiótico em estirpes suscetíveis à penicilina nos 

Países Baixos e, em 1981, foram identificados isolados resistentes à espectinomicina com alto 

nível de resistência (mediada por plasmídeos) à penicilina nas Filipinas. No mesmo ano, a Coreia 

do Sul introduziu a espectinomicina como antibiótico de primeira linha para os militares e apenas 

quatro anos mais tarde já se verificavam falhas nos tratamentos em 8,2% dos casos. Além disto, 

em 1983 foram reportados muitos casos de isolados resistentes à espectinomicina em Londres o 

que levou ao abandono deste antibiótico como monoterapia empírica de primeira linha em todo o 

mundo. Atualmente, a resistência à espectinomicina é rara, contudo este antibiótico não está 

disponível em muitos países e teme-se que se fosse reintroduzido rapidamente as resistências 
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seriam selecionadas. Além disso, a espectinomicina é sub-ótima para o tratamento de gonorreia 

faríngea apresentando uma eficácia que ronda os 80% (9) (32). 

Com as resistências que se foram desenvolvendo aos antibióticos acima descritos, surgiu a 

necessidade, no final dos anos setenta, de desenvolver novos antimicrobianos para o combate à 

gonorreia. Assim, entramos na era das quinolonas, descobertas por George Lesher e colegas como 

um subproduto do fabrico de cloroquina na década de sessenta. O ácido nalidíxico foi o primeiro 

antibiótico desta classe a surgir e foi o predecessor de todas as quinolonas e quinolonas de 

espectro alargado também conhecidas como fluoroquinolonas e que foram utilizadas no 

tratamento da gonorreia (9). No início dos anos oitenta, surgiram várias descrições que apontavam 

esta classe de antibióticos como tendo uma boa eficácia e tolerabilidade após a toma de doses 

orais únicas. Assim sendo, as fluoroquinolonas começaram a ser amplamente utilizadas no 

tratamento da gonorreia e a ciprofloxacina em particular (mas também a ofloxacina) foi a mais 

usada em todo o mundo a partir da segunda metade da década de oitenta. No início da utilização 

da ciprofloxacina, doses únicas de 250 mg eram suficientes para curar os doentes, mas 

rapidamente surgiram casos de suscetibilidade reduzida o que levou o CDC, em 1990, a aumentar 

a dose recomendada para 500 mg (31). Contudo, as resistências surgiram, inicialmente na Região 

Ocidental do Pacifico Asiático, e depois espalharam-se ao longo dos anos por todo o mundo. 

Assim, nesta região asiática, a ciprofloxacina deixou de ser usada como tratamento empírico de 

primeira linha na segunda metade dos anos noventa, apenas dez anos após o início da sua 

utilização. À entrada do século XXI, começaram a emergir estirpes resistentes à ciprofloxacina 

na Europa e nos EUA, o que levou a Europa a abandonar o seu uso no início do século e o CDC, 

em 2007, a retirar o antibiótico da lista de tratamentos recomendados para a gonorreia nos EUA 

(32) (33). 

Com o fim da era das quinolonas, o tratamento da gonorreia começou a ser realizado recorrendo 

às cefalosporinas de terceira geração, especialmente ceftriaxona e cefixima, mas também à 

azitromicina, um macrólido usado em terapia combinada com as cefalosporinas. Quanto à 

azitromicina, este antibiótico já tinha sido incluído como possível tratamento para a gonorreia no 

início da década de oitenta, altura em que foi desenvolvido sinteticamente como um antibiótico 

derivado da eritromicina. A meio dos anos noventa, começaram a ser reportados casos de 

suscetibilidade reduzida à azitromicina na América Latina onde este antibiótico era usado não só 

no tratamento de gonorreia, mas também no tratamento de outras IST e, rapidamente, emergiram 

estirpes resistentes em vários países sendo que o primeiro caso de alto nível de resistência à 

azitromicina foi detetado na Argentina em 2001 (34). Apesar de ter sido amplamente utilizada, a 

azitromicina não é recomendada para uso em monoterapia devido à possibilidade de 

desenvolvimento de resistência, mas também devido aos possíveis efeitos adversos resultantes da 
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toma de doses orais de 2 gramas. Assim, apesar de não ser usada em monoterapia, a azitromicina 

é usada atualmente em terapia combinada com cefalosporinas de terceira geração (9) (31) (33). 

Devido às resistências que surgiram aos variados antibióticos usados no tratamento da gonorreia, 

mas essencialmente devido ao fim da era das quinolonas, as cefalosporinas de terceira geração, 

nomeadamente a ceftriaxona (intramuscular) e a cefixima (oral), tornaram-se nos únicos 

antibióticos recomendados para o tratamento da gonorreia em 2007 pelo CDC (33). No entanto, 

rapidamente se verificaram casos de suscetibilidade reduzida à cefixima e por volta do ano 2000 

a taxa de resistência em seis hospitais do Japão rondava os 30% (31). Mais tarde foram também 

reportadas falhas na monoterapia com cefixima na Europa e este antibiótico passou a ser 

recomendado em regime de monoterapia apenas em locais onde haja suscetibilidade confirmada 

ao mesmo (24).  

Quanto à ceftriaxona, em 2017, apesar de a deteção de isolados resistentes a este antibiótico ser 

ainda rara, já se tinham detetado alguns casos no Japão, França e Espanha levando ao 

aparecimento de estirpes (H041) extensivamente resistentes (XDR), ou seja, estirpes com 

resistência a duas ou mais classes de antibióticos na categoria I e a três ou mais na categoria II. 

Felizmente, até 2020, baseado em programas de vigilância intensos, a estirpe H041 não se 

espalhou pela comunidade, e não foram detetadas estirpes semelhantes noutros locais o que pode 

indicar um baixo “fitness” biológico da mesma (33). Assim, a OMS recomenda também o uso de 

ceftriaxona em regime de monoterapia apenas em locais onde haja suscetibilidade confirmada ao 

mesmo (24). O surgimento da resistência às cefalosporinas de espectro alargado (ESC do inglês 

“Extended Spectrum Cephalosporin”) e a ausência de novos tratamentos têm motivado a 

utilização de terapias combinadas com ceftriaxona e azitromicina ou cefixima e azitromicina. De 

acordo com as entidades responsáveis que realizam programas de vigilância, esta estratégia pode 

desacelerar o aumento das taxas de resistência a estes antimicrobianos (9) (32) (35).  

O número cada vez mais reduzido de opções terapêuticas eficazes para gonorreia torna urgente a 

criação de novos antibióticos para o combate a esta doença. Atualmente existem alguns 

antibióticos em desenvolvimento em diferentes fases de testagem (36). A descoberta e 

desenvolvimento de novos antibióticos será abordada com mais detalhe na seção 1.8 desta 

dissertação. 

 

1.7 Mecanismos de ação e resistência aos antimicrobianos 

N. gonorrhoeae tem uma capacidade extraordinária de alterar o seu material genético, visto que 

é naturalmente competente para a transformação (transferência de genes parciais ou completos) 
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durante todo o seu ciclo de vida e pode, também, alterar o seu genoma através de mutações. Em 

N. gonorrhoeae, a maioria dos determinantes de resistência aos antimicrobianos estão localizados 

nos cromossomas, e apenas os genes do tipo blaTEM e tetM, que resultam em alto nível de 

resistência à penicilina e à tetraciclina, respetivamente, são transmitidos por plasmídeos. A 

resistência às diferentes classes de antibióticos pode ocorrer por vários mecanismos (Figura 1.5), 

nomeadamente, destruição ou modificação do antibiótico por meios enzimáticos, modificação ou 

proteção do alvo que se traduz numa redução da afinidade pelo antibiótico, diminuição do influxo 

e aumento do efluxo (9). 

 

Figura 1.5. Cronologia da descoberta de antibióticos utilizados no tratamento da gonorreia e 

mecanismos de resistência correspondentes  em N. gonorrhoeae (9). 

 

1.7.1 Sulfonamidas 

• Mecanismo de ação 

As sulfonamidas são compostos antimicrobianos, competitivos da dihidropteroato sintetase 

(DHPS), a enzima bacteriana responsável pela incorporação do ácido para-aminobenzóico 

(PABA) no ácido dihidropteroico, o percursor imediato do ácido fólico. Ao serem análogos 

estruturais do PABA, as sulfonamidas competem com este pela ligação à DHPS, impedindo que 

as bactérias utilizem normalmente esta enzima para sintetizar ácido fólico, que é essencial para o 

microrganismo (37). 
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• Mecanismo de resistência  

A resistência a estes antibióticos surgiu em N. gonorrhoeae através de dois mecanismos: (i) a 

bactéria pode hiperproduzir PABA, o que leva a uma disponibilidade deste composto muito 

superior à do antibiótico; ou (ii) a bactéria pode produzir uma DHPS mutante (através de 

alterações no gene folP) com baixa afinidade para as sulfonamidas (9) (31). 

 

1.7.2 Tetraciclina 

• Mecanismo de ação 

As tetraciclinas inibem a ligação do aminoacil-ARNt ao complexo ARNm-ribossoma, 

principalmente pela ligação à subunidade 30S do ribossoma e, consequentemente, inibem a 

síntese de proteínas (9). 

• Mecanismo de resistência 

Resistência mediada por plasmídeos. Elevados níveis de resistência à tetraciclina mediados por 

plasmídeos são devidos ao gene tetM. As proteínas TetM ligam-se ao ribossoma na subunidade 

30S libertando a tetraciclina, protegendo-o e impedindo a sua ligação a outras moléculas de 

tetraciclina, permitindo assim a continuidade da síntese proteica (9) (26). 

Resistência codificada cromossomicamente. A resistência à tetraciclina codificada 

cromossomicamente resulta de mutações que modificam a estrutura da proteína ribossómica. Em 

particular, estas mutações ocorrem no gene rpsJ onde o aminoácido Val57 é substituído por 

Met57, codificando assim para uma forma alterada da proteína ribossomal S10. Esta mutação 

encontra-se perto da região aminoacil-ARNt que forma o local de ligação à tetraciclina, o que 

reduz a afinidade deste antibiótico para o ribossoma (9). 

 

1.7.3 Aminoglicosídeos 

• Mecanismo de ação 

Os aminoglicosídeos inibem a síntese de proteínas pela ligação, com alta afinidade, ao sítio A do 

ARN ribossómico 16S do ribossoma 30S. Embora os vários membros da classe dos 

aminoglicosídeos tenham uma especificidade diferente para regiões diferentes no sítio A, todos 

eles levam a uma alteração da sua conformação. Como resultado dessa interação, o antibiótico 

promove uma tradução incorreta do ARNm causada por uma leitura errada dos codões. Isso 

resulta numa síntese proteica propensa a erros, permitindo que aminoácidos incorretos se agrupem 
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num polipeptídeo que é subsequentemente libertado para a célula onde pode causar vários danos 

(38). 

A espectinomicina, em particular, liga-se à subunidade 30S do ribossoma inibindo a tradução. 

Este antibiótico interage com o ARNr 16S e durante o alongamento do polipeptídeo bloqueia a 

translocação catalisada pelo fator de alongamento G (EF-G) do peptido-ARNt do local A para o 

local P (33). 

• Mecanismo de resistência 

A resistência aos aminoglicosídeos pode surgir através de modificações enzimáticas, 

modificações do local alvo através de uma enzima ou mutação cromossómica e efluxo (38). 

No caso da resistência à espectinomicina, esta ocorre através da modificação do seu alvo. O 

polimorfismo de nucleótido único (“Single Nucleotide Polymorphism”, SNP) C1192U na região 

de ligação à espectinomicina na hélice 34 do ARNr 16S causa elevados níveis de resistência a 

este antibiótico (CMI >1024 µg/mL). Recentemente, verificou-se que uma deleção de Val25 e 

uma alteração K26E no gene rpsE que codifica a proteína ribossomal S5, resulta também em 

elevada resistência à espectinomicina (9). 

 

1.7.4 Macrólidos 

• Mecanismo de ação 

O mecanismo de ação dos macrólidos é baseado na inibição da síntese das proteínas bacterianas 

como resultado da ligação ao domínio V do ARNr 23S, dentro da subunidade 50S do ribossoma 

fazendo com que este liberte proteínas incompletas (9) (26). 

• Mecanismo de resistência  

A resistência bacteriana aos macrólidos pode resultar de um conjunto de mecanismos: (i) 

mutações no gene que codifica o domínio V do ARNr 23S - as duas mutações descritas, mutação 

C2611T e mutação A2059G podem causar baixo nível de resistência ou alto nível de resistência, 

respetivamente; (ii) sobre-expressão dos genes que codificam para a bomba de efluxo MtrCDE 

ou MacAB - esta sobre-expressão está também associada à diminuição da suscetibilidade aos 

macrólidos, mas não causa resistência de alto nível, contribuindo apenas para o aumento da CMI. 

Pode ser causada por alterações da região promotora do gene mtrR ou por mutações no próprio 

gene mtrR; (iii) síntese de metilases do ARNr ErmBFCA. Estas metilases bloqueiam a ligação 

dos macrólidos ao ARNr 23S por metilação de um resíduo de adenosina na posição 2058, que 

está localizado no domínio da peptidil transferase V (9) (26) (33). 
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1.7.5 Fluoroquinolonas 

• Mecanismo de ação 

A topoisomerase II (ADN girase) e a topoisomerase IV são enzimas altamente conservadas, 

essenciais para o metabolismo do ADN. Estas enzimas podem provocar o super enrolamento ou 

o relaxamento do ADN circular, processos que são essenciais à sobrevivência da bactéria (a ADN 

girase é a única capaz de realizar super enrolamento negativo tornando o ADN compacto e 

biologicamente ativo). Estas reações são acopladas à hidrólise de ATP. As quinolonas atuam 

inibindo a ADN girase e a topoisomerase IV, impedindo assim o desenvolvimento destes 

processos e levando à morte das bactérias (9). 

• Mecanismo de resistência  

N. gonorrhoeae desenvolve resistência às quinolonas através de mutações que alteram o 

reconhecimento das topoisomerases pelas quinolonas. A ADN girase consiste num hétero 

tetrâmero de duas subunidades GyrA e duas GyrB e a topoisomerase IV é um tetrâmero de duas 

subunidades ParC e duas ParE. As mutações mais frequentes são S91F ou T, A92P, D95N ou A 

ou G, I97M e Q102H na subunidade GyrA. Apesar de o alvo primário ser GyrA, isolados de N. 

gonorrhoeae com elevado nível de resistência requerem adicionalmente a existência de SNPs 

especificas em ParC onde as substituições mais comuns são D86N, S87N ou I ou R, S88P, E91K 

ou G ou A e L106I. Geralmente, as estirpes mais resistentes possuem uma combinação de três ou 

quatro destas mutações (9) (26) (33). 

 

1.7.6 Penicilina e Cefalosporinas  

• Mecanismo de ação 

Tanto a penicilina como as cefalosporinas inibem a síntese da parede celular bacteriana por 

ligação a transpeptidases chamadas proteínas de ligação à penicilina (PBPs do inglês “Penicillin-

binding proteins), que estão presentes no periplasma e são essenciais na formação da parede 

celular através da criação de ligações cruzadas de peptidoglicano (9). 

• Mecanismo de resistência 

Resistência mediada por plasmídeos. Estirpes com elevado nível de resistência à penicilina 

mediada por plasmídeos, geralmente contêm plasmídeos com o gene blaTEM-1, que codifica uma 

β-lactamase tipo TEM-1. Existem também outros tipos de β-lactamases, como a TEM-135, a 

TEM-220 e várias outras. Estas enzimas hidrolisam a ligação amida cíclica das penicilinas, 

abrindo o anel β-lactâmico e tornando a penicilina inativa (9) (26). 



21 
 
 

Resistência codificada cromossomicamente. Tanto na penicilina como nas cefalosporinas, os 

principais determinantes de resistência codificados cromossomicamente são alterações 

especificas em penA que codifica a PBP2. No caso da penicilina, essa alteração é a inserção 

Asp345a. Nas cefalosporinas, a resistência é conferida frequentemente por um mosaico genético 

que contém entre sessenta e setenta alterações de aminoácidos, das quais nenhuma delas é a 

inserção Asp345a. Na resistência à penicilina, sugere-se que as mutações no gene penA foram 

adquiridas por transformação de sequências de ADN provenientes de Neisseria spp. comensais, 

em particular Neisseria cinerea. Na resistência às cefalosporinas, os alelos mosaico de penA 

emergiram por transformação de ADN, seguida de recombinação, com genes parciais de penA 

provenientes, também, de espécies comensais de Neisseria. Estas mutações estão associadas a um 

maior aumento na CMI da cefixima comparativamente à da ceftriaxona (9) (26). 

Além das mutações em penA, a resistência a estes antibióticos pode também ser aumentada 

através de mutações especificas no operão que codifica o sistema de bomba de efluxo MtrCDE, 

o que resulta numa sobre-expressão dessa bomba e, consequentemente, aumenta o transporte dos 

antibióticos para o exterior da célula (9) (33). 

Adicionalmente, também se pode verificar uma diminuição do influxo destes antibióticos através 

da diminuição da permeabilidade da porina PorB1b, que resulta de mutações no gene penB. Estas 

mutações, ao contrário do que acontece com penA, têm um maior impacto na CMI da ceftriaxona 

do que na CMI da cefixima (9) (33). 

Por último, e apenas no caso da resistência à penicilina, também podem acontecer mutações 

missense no gene ponA que codifica a PBP1 que, tal como a PBP2, se encontra envolvida na 

síntese da parede celular. O alelo ponA1 codifica uma alteração Leu421Pro na PBP1, que reduz 

a taxa de acetilação da penicilina 3 a 4 vezes, aumentando a resistência a este antibiótico nas 

estirpes que apresentam esta mutação. Em isolados clínicos, mutações especificas em pilQ, como 

a mutação E666K foram encontradas em estirpes com elevado nível de resistência à penicilina 

que continham alterações em penA, mtrR e penB. Estas mutações codificam para alterações de 

perda de função na secretina formadora de poros PilQ do pili tipo IV. Contudo, não é provável 

que estas mutações se encontrem em isolados clínicos uma vez que interrompem a formação 

adequada dos pili tipo IV que são essenciais para a patogénese destas bactérias (9) (33). 

As mutações em ponA e pilQ (que além das mutações acima referidas também determinam 

resistência à penicilina) não parecem afetar as CMIs das cefalosporinas nas estirpes clínicas 

atualmente em circulação. Apesar disso, a maioria das estirpes com suscetibilidade ou resistência 

diminuída às cefalosporinas contém o alelo ponA1. No entanto, mas este facto provavelmente 

significa apenas que estas estirpes evoluíram por transferência horizontal de alelos penA a partir 
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de estirpes resistentes à penicilina, que permanecem altamente prevalentes na população de N. 

gonorrhoeae (9) (33). 

 

1.8 Bombas de efluxo  

Como já foi referido, a resistência às várias classes de antibióticos pode ocorrer por vários 

mecanismos, nomeadamente, destruição ou modificação de antimicrobianos por meios 

enzimáticos, modificação ou proteção do alvo que se traduz numa redução da afinidade aos 

antimicrobianos, diminuição do influxo e aumento do efluxo. O aumento do efluxo em particular, 

é resultado da sobre-expressão de bombas de efluxo, causada por mutações nos seus repressores, 

e desempenha um papel muito importante na resistência de N. gonorrhoeae aos antibióticos (9) 

(39). 

Desde a sua descoberta, várias bombas de efluxo foram descritas e agrupadas em cinco categorias 

ou famílias principais: (i) “Major Facilitator Superfamily” (MFS); (ii) “Small Multidrug 

Resistance” (SMR); (iii) “Resistance-Nodulation-Cell Division” (RND); (iv) “Multidrug and 

Toxic Compound Extrusion” (MATE); (v) “ATP-binding Cassette” (ABC) (9). 

Dos cinco sistemas de bombas de efluxo descritos em N. gonorrhoeae, o sistema MtrCDE 

pertencente à família RND, o sistema MacAB pertencente à família ABC e o sistema NorM 

pertencente à família MATE são responsáveis pelo transporte de antibióticos anteriormente ou 

atualmente recomendados para o tratamento da gonorreia. Especificamente, as bombas MtrCDE 

conseguem exportar macrólidos, antibióticos β-lactâmicos como a penicilina e as ESC, 

ciprofloxacina e tetraciclina. Já a bomba de efluxo NorM consegue exportar fluoroquinolonas e a 

bomba MacAB exporta macrólidos (40) (41) (42).  

De todas estas bombas de efluxo, a MtrCDE é a mais estudada e talvez a mais importante devido 

à variedade de compostos que consegue transportar para o exterior das células. Estirpes de N. 

gonorrhoeae com perfil de suscetibilidade reduzida a substratos desta bomba de efluxo possuem, 

frequentemente, mutações “missense” numa região de codificação do domínio de ligação ao ADN 

do gene mtrR que codifica o repressor MtrR que se liga ao promotor do operão mtrCDE. 

Geralmente, estirpes com elevado nível de resistência a antibióticos que sejam substratos destas 

bombas de efluxo possuem mutações no promotor de mtrR (43) (44). 

Golparian et al. demonstraram que a inativação da bomba MtrCDE em estirpes com sobre-

expressão da mesma pode tornar N. gonorrhoeae clinicamente sensível à penicilina. Além da 

penicilina, a perda desta bomba de efluxo no isolado clínico H041, responsável pelo primeiro 
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caso de gonorreia resistente à ESC ceftriaxona, aumentou a sua suscetibilidade à cefixima, 

ceftriaxona e azitromicina entre 4 a 8 vezes (42) (45) (46). 

Tendo em conta estes aspetos, as bombas de efluxo são alvos atrativos para o desenvolvimento 

de inibidores de efluxo que evitem o desenvolvimento de resistência mediada por bombas de 

efluxo ou restaurem a atividade de antibióticos em estirpe resistentes (47). Apesar de até aos dias 

de hoje ainda não haver nenhum inibidor de efluxo disponível para combater as infeções por N. 

gonorrhoeae, têm-se desenvolvido alguns estudos que, noutras bactérias, testam vários 

compostos que possam atuar a este nível. Por exemplo, em Mycobacterium tuberculosis onde 

muitos dos transportadores de membrana dependem da força motriz de protões (FMP) e da 

disponibilidade de ATP é sugerido que o metabolismo energético e a produção de ATP através 

da FMP sejam críticos em determinar a suscetibilidade desta bactéria (48). Assim, a inibição do 

metabolismo energético pode inibir o funcionamento das bombas de efluxo e restaurar a atividade 

de alguns antibióticos. Alguns estudos já testaram vários compostos como a tioridazina e o 

verapamil em M. tuberculosis como potenciais inibidores de efluxo (49) (50) (51). Da mesma 

forma, deve-se ter em consideração a testagem de compostos em N. gonorrhoeae que possam 

produzir este efeito inibitório nas bombas de efluxo como parte de uma solução contra o 

desenvolvimento de resistências nestas bactérias. 

 

1.9 Descoberta e desenvolvimento de novos fármacos 

Por tudo o que foi exposto, torna-se clara a necessidade urgente de desenvolver novos fármacos 

para combater as infeções por N. gonorrhoeae.  

Análises realizadas em todas as áreas terapêuticas indicam que o desenvolvimento de um novo 

medicamento, desde a identificação do seu alvo até à sua aprovação para comercialização, pode 

demorar pelo menos 11 a 16 anos (Figura 1.6). O custo para desenvolver uma Nova Entidade 

Molecular (NEM; pequena molécula) ou Nova Entidade Biológica (NEB; um anticorpo, proteína, 

terapia genética ou outro medicamento biológico) é superior a  mil milhões de dólares e, em 

média, é de cerca de 2,6 mil milhões de dólares (52) (53). 

O desenvolvimento de novos fármacos envolve um processo exaustivo que inclui pesquisa básica, 

identificação e validação de alvos, geração e otimização de “leads”, testes pré-clínicos, testes 

clínicos em humanos (realizados em várias fases) e aprovação pelas entidades reguladoras. A 

primeira etapa do desenvolvimento de um fármaco começa com a identificação de um potencial 

novo alvo de fármaco (proteína, ADN, ARN, metabolito, etc.), seguido da sua subsequente 

validação para confirmar um efeito terapêutico. Esta confirmação inclui o 



24 
 
 

desenvolvimento/otimização de ensaios (bioquímicos, de citotoxicidade, etc.), nos quais uma 

metodologia objetiva é utilizada para capturar a interação pretendida entre uma biblioteca de 

compostos e o alvo específico. Os “hits” confirmados são depois organizados de acordo com a 

sua classificação química para identificar “leads” (53).  

Após a geração e seleção de “leads” entramos na etapa pré-clínica onde estes são submetidos a 

uma série de ensaios complexos in vitro para avaliar características bio-farmacológicas, de 

absorção, distribuição, metabolismo, excreção (ADME) e propriedades toxicológicas. Uma 

validação adicional é feita recorrendo à realização destes testes in vivo em pelo menos dois 

modelos animais não humanos. O objetivo da realização desta etapa pré-clínica é fornecer uma 

ou mais moléculas candidatas aos ensaios clínicos, cada uma das quais apresentando evidência 

suficiente de atividade biológica num alvo relevante para uma doença em causa, bem como 

segurança suficiente para que possa ser utilizada em testes humanos. É nestas duas etapas iniciais 

que a maioria dos compostos falha devido a problemas relacionados com segurança, cinética, 

potência, proteção de propriedade intelectual, entre outros fatores. A elevada toxicidade e a baixa 

eficácia são responsáveis pela rejeição de 60% dos fármacos nestas etapas iniciais (52) (53). 

Apenas após a realização destas etapas e subsequente validação do(s) fármaco(s) pelas entidades 

reguladoras é que se pode iniciar a terceira etapa: os ensaios clínicos. Estes ensaios dividem-se 

em três fases. A fase I é focada na segurança do fármaco, a fase II na sua efetividade e a fase III 

na confirmação dos resultados obtidos numa população maior.  

Se o fármaco tiver sucesso nos ensaios clínicos é então enviado um pedido de utilização de um 

novo medicamento, submetido à análise e aprovação pelos órgãos reguladores naquilo que 

constitui a quarta e última etapa do desenvolvimento de novos fármacos (53).   

 

1.9.1 Novos fármacos para N. gonorrhoeae 

Devido ao elevado investimento financeiro e ao tempo necessários ao desenvolvimento de um 

novo fármaco, muitas empresas farmacêuticas consideram este mercado como sendo arriscado 

quando comparado com os possíveis retornos provenientes do desenvolvimento desses mesmos 

fármacos. Assim, e principalmente devido à redução de financiamento, a capacidade de pesquisa 

farmacêutica destas empresas tem diminuído. Em resposta, a OMS divulgou em 2017 uma lista 

de bactérias resistentes a antibióticos que devem ter prioridade no que toca à pesquisa, descoberta 

e desenvolvimento de novas opções terapêuticas. Essa lista é dividida em “prioridade 1: critica”, 

“prioridade 2: alta” e “prioridade 3: média”. N. gonorrhoeae encontra-se listada como prioridade 

alta devido à resistência às cefalosporinas de terceira geração e às fluoroquinolonas. Atualmente, 
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existem três antimicrobianos promissores em fases avançadas de desenvolvimento clínico: 

solitromicina, zoliflodacina e gepotidacina (36) (54). 

 

Figura 1.6. Linha temporal do processo de descoberta e desenvolvimento de fármacos (53). 

 

1.9.1.1 Solitromicina 

A solitromicina é semelhante aos antibióticos da classe dos macrólidos, apresentando, porém, 

algumas diferenças. Uma delas é a ligação de uma cadeia lateral heteroaril-alquil ao anel 

macrocíclico. Esta cadeia lateral permite a ligação a um segundo local do ARNr 23S resultando 

numa menor possibilidade do desenvolvimento de resistência. Esta ligação extra resulta em 

valores de CMIs mais baixos em estirpes resistentes aos macrólidos. Assim, a solitromicina tem 

atividade in vitro eficaz contra a maioria das estirpes de N. gonorrhoeae, incluindo as estirpes 

XDR, H041 e F89 (55) (56) (57). 

Um ensaio de segurança não comparativo de fase II, para tratar gonorreia urogenital não 

complicada, foi realizado nos EUA durante 2012 e 2013. Nesse ensaio, todos os casos de 

gonorreia comprovada por cultura foram curados. Em termos de segurança, verificou-se que 
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efeitos secundários gastrointestinais leves eram comuns, mas não afetavam a capacidade dos 

participantes de realizar a terapia (58). 

Posteriormente, a “Cempra pharmaceuticals” realizou, um ensaio aberto (tanto o investigador 

como o doente sabem qual a medicação que está a ser administrada) de fase III de solitromicina 

oral de dose única (1 g) para o tratamento de gonorreia urogenital não complicada, com ou sem 

infeção concomitante de C. trachomatis, em comparação com ceftriaxona intramuscular (500 mg) 

e azitromicina oral em dose única (1 g). Neste ensaio a taxa de cura foi mais baixa no tratamento 

com solitromicina (80,5%) do que na terapia combinada de ceftriaxona com azitromicina (84,5%). 

Assim, concluiu-se que o tratamento com solitromicina demonstrou superioridade em relação ao 

tratamento baseado em ceftriaxona (59). 

A continuação dos estudos para o uso da solitromicina foi interrompida em parte como 

consequência desses resultados provisórios dececionantes, mas também devido a uma solicitação 

da “Food and Drug Administration” (FDA) para a obtenção de dados de segurança adicionais 

sobre o risco de hepatotoxicidade relacionada com a solitromicina no contexto do tratamento da 

pneumonia bacteriana adquirida na comunidade (60). 

 

1.9.1.2 Zoliflodacina 

A zoliflodacina, é uma espiropirimidinetriona oral com atividade inibitória da topoisomerase II 

que tem como alvo os genes gyrB e parE, inibindo a síntese de ADN (61). 

Os resultados de fase I que incidiram na segurança, tolerabilidade e farmacocinética mostraram 

que não ocorreu nenhum efeito adverso grave ou morte, nem nenhuma alteração clinicamente 

significativa nos sinais vitais, eletrocardiogramas ou avaliações laboratoriais dos doentes 

envolvidos (61). 

Em 2014 e 2015, um ensaio multicêntrico de fase II avaliou a eficácia e segurança da zoliflodacina 

na gonorreia urogenital não complicada. Este ensaio, que envolveu 179 participantes, incorporou 

três tipos de tratamento e comparou a zoliflodacina em dose única (2 ou 3 g) em formulação oral, 

com ceftriaxona intramuscular em dose única (500 mg). Os resultados da análise de 141 dos 179 

participantes demonstraram que todos os 28 doentes que receberam ceftriaxona foram curados, 

em comparação com uma taxa de cura de 96% para os doentes que receberam zoliflodacina (55/57 

no tratamento com 2 g e 54/56 no tratamento com 3 g). Não houve evidência microbiológica de 

suscetibilidade reduzida à zoliflodacina nos isolados de N. gonorrhoeae pós-tratamento (62). 

No dia 26 de março de 2021, a “The Global Antibiotic Research and Development Partnership” 

(GARDP) e a “Entasis Therapeutics” (NASDAQ: ETTX) anunciaram a ativação do primeiro local 
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na Tailândia como parte de um estudo clínico global de fase III da zoliflodacina para o tratamento 

da gonorreia (63). 

 

1.9.1.3 Gepotidacina 

A gepotidacina, da classe triazacenaftileno, possui atividade inibitória da topoisomerase II tendo 

como alvos os genes gyrA e parC. Análises estruturais demonstraram que o local de ligação desta 

classe de antimicrobianos é próximo, mas diferente, do local de ligação das fluoroquinolonas, o 

que levou à previsão de que a gepotidacina seria ativa contra estirpes resistentes às 

fluoroquinolonas. No entanto, resultados de ensaios de fase II mostraram que a gepotidacina 

apresenta uma elevada CMI em estirpes resistentes às fluoroquinolonas e que, por vezes, ocorrem 

falhas no tratamento de infeções provocadas por estas estirpes utilizando este fármaco. Apesar 

disso, a gepotidacina parece ter atividade in vitro eficaz contra uma variedade de isolados de N. 

gonorrhoeae, incluindo os que apresentam um fenótipo XDR (64) (65) (66). 

Em 2015 e 2016, um estudo de fase II avaliou a eficácia e a segurança da gepotidacina numa 

abordagem randomizada, multicêntrica, aberta e de variação de dose. Nesse ensaio, os doentes 

recebiam 1,5 ou 3 g de gepotidacina. Em termos de segurança, não se registou nenhuma reação 

adversa e limitante para o tratamento em ambas as doses. Foram analisados os dados de 69 dos 

106 participantes tendo havido uma taxa de cura de 97% para doses de 1,5 g (29/30 doentes) e 

95% para doses de 3 g (37/39 doentes). As três falhas no tratamento ocorreram em estirpes com 

resistência às fluoroquinolonas (67). 

A “Glaxo Smith Kline” iniciou em outubro de 2019 os estudos de fase III. O primeiro estudo visa 

comparar a gepotidacina com a combinação de ceftriaxona com azitromicina e esperam-se obter 

os primeiros resultados no final de 2021 (68). 

 

1.9.2 Reposicionamento de fármacos  

Apesar de ser essencial para a indústria farmacêutica, a descoberta de novos fármacos é um 

processo arriscado devido ao elevado investimento financeiro associado e ao período de tempo 

necessário para a aprovação dos novos fármacos. Assim, novos métodos capazes de reduzir os 

custos financeiros e de acelerar o processo de descoberta desses fármacos podem ajudar a reduzir 

a problemática da falta de medicamentos e da sua necessidade urgente associada, por exemplo, 

às doenças infeciosas causadas por microrganismos resistentes aos antimicrobianos como é o caso 

de N. gonorrhoeae. Um exemplo desses novos métodos é a estratégia de reposicionamento de 

fármacos in silico (que significa “realizado em computador” ou “via simulação de computador”) 
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utilizada neste trabalho. Esta estratégia permite encontrar novos usos para fármacos já aprovados 

permitindo assim poupar tempo e dinheiro. Este método já demonstrou a sua eficácia em estudos 

anteriores quando, por exemplo, se conseguiu o reposicionamento da miltefosina, que foi 

originalmente desenvolvida para o tratamento do cancro da mama, e que é agora também utilizada 

para o tratamento da leishmaniose visceral (69) (70). 

No que respeita a N. gonorrhoeae, a estratégia de reposicionamento de fármacos foi também 

utilizada mais que uma vez, recentemente. Por exemplo, a salicilamida é um analgésico e 

antipirético que demonstrou atividade antibacteriana contra 40 estirpes de N. gonorrhoeae 

resistentes à azitromicina e à ciprofloxacina (CMI entre 8 e 32 µg/mL). Um ensaio de “time-kill” 

revelou que a salicilamida é um fármaco bactericida rápido, conseguindo erradicar inóculos 

elevados de N. gonorrhoeae em dez horas, tendo sido superior à ceftriaxona na capacidade de 

reduzir a carga intracelular da bactéria em células endocervicais infetadas. Além disso, um ensaio 

de “checkerboard” revelou que a salicilamida possui um efeito sinérgico com a tetraciclina (71).  

Outro exemplo de reposicionamento de fármacos para N. gonorrhoeae são os derivados do ácido 

antranílico. Neste estudo de reposicionamento, três desses derivados (ácido tolfenâmico, ácido 

flufenâmico e ácido meclofenâmico) foram identificados como tendo atividade contra N. 

gonorrhoeae. Estes ácidos conseguiram inibir todas as estirpes testadas recorrendo a 

concentrações entre 2 e 32 μg/mL. O ácido tolfenâmico e o ácido flufenâmico foram os mais 

eficazes, inibindo o crescimento de 50% das estirpes (CMI50) a 4 e 8 μg/mL respetivamente, e 

90% das estirpes (CMI90) a 8 μg/mL. Para efeito comparativo, a azitromicina apresenta CMI50 de 

0.5 μg/mL e CMI90 de 16 μg/mL. Além disso, estes ácidos foram superiores à ceftriaxona na 

capacidade de reduzir a carga intracelular da bactéria em células endocervicais infetadas (72). 

Estas descobertas fazem da salicilamida, do ácido tolfenâmico, do ácido flufenâmico e do ácido 

meclofenâmico candidatos promissores para futuras investigações como novas opções 

terapêuticas contra estirpes resistentes de N. gonorrhoeae. 
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1.10 Objetivos 

1.10.1 Objetivo geral 

Este trabalho tem como objetivo principal utilizar uma estratégia de reposicionamento in silico 

para identificar fármacos já aprovados para o tratamento de outras doenças e que possam, 

também, ser adequados para uma nova aplicação contra N. gonorrhoeae. Este método consiste na 

identificação de alvos homólogos aos alvos de N. gonorrhoeae e que já possuam fármacos 

aprovados para uso em humanos. De acordo com o princípio de que alvos semelhantes possuem 

fármacos semelhantes, então os fármacos identificados poderão também ser eficazes contra N. 

gonorrhoeae. 

Em particular, pretende-se identificar fármacos com potencial atividade antimicrobiana contra N. 

gonorrhoeae ou adjuvantes de antibióticos utilizados no tratamento da gonorreia, por inibição da 

atividade de efluxo ou outro mecanismo associado ao metabolismo energético, de forma a 

prevenir a emergência de resistência. A escolha destes alvos em N. gonorrhoeae está relacionada 

com o facto de o efluxo ser um dos principais mecanismos associados ao desenvolvimento de 

resistência aos antibióticos nesta bactéria. 

Espera-se que a estratégia utilizada neste trabalho possa contribuir para o desenvolvimento de 

uma nova abordagem que permita aumentar a probabilidade de identificação de fármacos eficazes 

contra N. gonorrhoeae. 

  

1.10.2 Objetivos específicos 

Os objetivos específicos deste trabalho consistiram em: 

i. Criar uma biblioteca virtual de potenciais alvos terapêuticos e de fármacos já aprovados, 

potencialmente eficazes contra N. gonorrhoeae.  

ii. Determinar a atividade antimicrobiana in vitro dos fármacos identificados pelo método in 

silico contra uma estirpe de referência e um painel de isolados clínicos de N. gonorrhoeae. 

iii. Avaliar o efeito dos fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in silico sobre 

o valor de CMI de antibióticos utilizados no tratamento da gonorreia e identificar possíveis 

interações sinérgicas. 

iv. Avaliar o efeito dos fármacos identificados pelo método de reposicionamento in silico na 

atividade de efluxo de N. gonorrhoeae através de um método fluorométrico em tempo real. 
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2 Material e Métodos 

2.1 Estratégia de reposicionamento in silico de fármacos 

A estratégia de identificação in silico de fármacos utilizada neste trabalho consistiu numa 

abordagem de genómica comparativa que seleciona alvos com base na sua homologia com um 

alvo para o qual já existem fármacos aprovados (69) (73). Para tal, utilizou-se um conjunto de 

plataformas e bases de dados que permitiu selecionar e reunir uma lista de genes que estão 

envolvidos no metabolismo energético e no transporte membranar em N. gonorrhoeae. As 

sequências das proteínas correspondentes foram utilizadas para interrogar bases de dados 

disponíveis publicamente na web que fornecem informações detalhadas sobre fármacos e os seus 

alvos. Esta análise permitiu encontrar proteínas homólogas noutros organismos, bem como os 

fármacos que lhes estão associados. Posteriormente, a lista de potenciais alvos e correspondentes 

fármacos foi sujeita a uma triagem seletiva que permitiu obter um conjunto final de fármacos 

candidatos, com elevada probabilidade de apresentar atividade contra N. gonorrhoeae e que foram 

avaliados experimentalmente in vitro. As secções seguintes descrevem detalhadamente cada um 

dos passos da análise bioinformática. 

 

2.1.1 Compilação de genes envolvidos no metabolismo energético e transporte 

membranar 

A lista de genes que codificam para transportadores de membrana e para proteínas envolvidas no 

metabolismo energético de N. gonorrhoeae foi elaborada com base na informação disponível nas 

bases de dados “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) (74) e UniProt (75). 

 

2.1.1.1 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

Iniciou-se a pesquisa de genes de interesse (metabolismo energético e transportadores de 

membrana) na base de dados KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) que integra informações 

genómicas, químicas e funcionais sistémicas (74).  Esta pesquisa foi realizada para as duas 

estirpes de N. gonorrhoeae cujos genomas se encontram disponíveis na base de dados: estirpe FA 

1090 (originalmente recuperada de um paciente com infeção gonocócica disseminada) [GenBank: 

RefSeq NC_002946] e NCCP 11945 (isolada de um esfregaço vaginal de uma paciente coreana) 

[GenBank: RefSeq NC_011035]). A estratégia utilizada foi a seguinte:  

i) Selecionou-se para cada estirpe a opção “KEGG Brite” (ou “Ontology”) que remeteu para 

várias categorias possíveis de explorar. O KEGG Brite compreende uma coleção de arquivos com 
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classificações hierárquicas sobre vários aspetos (agrupados em categorias), principalmente 

funcionais, de sistemas biológicos (74). 

 ii) Dentro das várias categorias do KEGG Brite selecionou-se “KEGG Orthology (KO)” e 

“Transporters”. Na categoria “KEGG Orthology” obteve-se um conjunto de novas categorias 

relacionadas com as várias funções desempenhadas por cada gene a nível celular. Dentro dessas 

categorias selecionou-se “Metabolism” e “Environmental Information Processing” e dentro 

destas, as subcategorias “Energy metabolism” e “Membrane transport” respetivamente. A 

categoria “Transporters” continha as várias classes de transportadores membranares presentes em 

N. gonorrhoeae e, portanto, todos os genes foram considerados de interesse. 

iii) Para todos os genes selecionados, foi recolhido o ID, a função do gene e a sequência de 

aminoácidos da proteína que foram depois compilados numa base de dados criada em Excel.  

 

2.1.1.2 Uniprot 

Consultou-se a base de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/) para complementar a 

informação compilada na seção 2.1.1.1. Comparou-se a informação recolhida em ambas as bases 

de dados (KEGG e UniProt) com o intuito de encontrar mais genes envolvidos no metabolismo 

energético e transporte membranar que não tivessem sido detetados pela pesquisa na KEGG. 

A base de dados UniProt é uma coleção de sequências de proteínas e respetivas anotações. Possui 

várias componentes importantes, entre as quais a seção UniProtKB/Swiss-Prot que foi utilizada 

neste trabalho e onde todas as entradas são selecionadas e revistas manualmente (com base na 

literatura) com o objetivo de fornecer a informação mais exata possível para cada proteína (75). 

Aqui, pesquisou-se por N. gonorrhoeae e selecionou-se “Gene Ontology” onde os resultados 

estavam divididos em três categorias principais: “molecular_function”, “biological_process” e 

“cellular_component”. Na categoria “molecular_function” foi selecionada a subcategoria 

“transporter activity”. Na categoria “biological_process” selecionou-se a subcategoria “metabolic 

process” e aí, “ATP metabolic process”. Nesta categoria, foi também usada a subcategoria 

“celular process” onde se selecionou “transmembrane transport” e “celular metabolic process”. 

Nesta última, selecionou-se ainda “generation of precursor metabolites and energy” e “antibiotic 

metabolic process”. 

Apesar da base de dados UniProt apresentar informação para um variado conjunto de estirpes de 

N. gonorrhoeae, apenas se recolheu informação correspondente às estirpes FA 1090 e 

NCCP11945 cujos genomas completos se encontram na KEGG (76) (77). 



32 
 
 

 

2.1.2 Criação de uma biblioteca virtual de fármacos aprovados, com potencial atividade 

contra N. gonorrhoeae  

Cada uma das proteínas codificadas pelos genes identificados na seção 2.1.1, foi considerada 

como um potencial alvo e utilizada para interrogar duas bases de dados diferentes, disponíveis 

publicamente na web, que fornecem informações detalhadas sobre fármacos e os seus alvos. Estas 

bases de dados permitiram a identificação de proteínas homólogas às de N. gonorrhoeae e que 

apresentam fármacos aprovados para uso clínico em humanos. O princípio da “homologia de 

alvos” permite assumir que “alvos semelhantes” possuem “fármacos semelhantes” (69) (73). 

 

2.1.2.1 DrugBank 

Para encontrar proteínas homólogas às encontradas em N. gonorrhoeae utilizou-se a DrugBank 

que é uma base de dados abrangente que contém informações detalhadas sobre fármacos, alvos, 

ações e interações dos medicamentos aprovados pela FDA, bem como medicamentos 

experimentais em processo de aprovação (78). Nesta base de dados, no campo “target sequences”, 

foram introduzidas individualmente todas as sequências de aminoácidos (em formato FASTA) 

das proteínas identificadas na seção 2.1.1 e compiladas na base de dados Excel. Para os casos em 

que foram encontrados alvos homólogos, apenas as proteínas que apresentaram um E-value 

≤10−20 foram selecionadas para estudos posteriores. O parâmetro E-value representa o número 

esperado de vezes que uma correspondência entre homólogos irá ocorrer aleatoriamente num 

determinado conjunto de tentativas, e, geralmente, quanto mais próximo de zero melhor será a 

qualidade dos resultados obtidos. Para estas proteínas, apenas foram selecionados os fármacos 

aprovados para uso humano e/ou veterinário. Todos os restantes, incluindo nutracêuticos e 

vitaminas, foram excluídos. Recolheu-se o nome do alvo homólogo, o(s) nome(s) do(s) 

fármaco(s) aprovado(s) associado(s) ao mesmo, a informação sobre a toxicidade e as indicações 

de cada fármaco e adicionou-se esta informação à base de dados Excel criada na seção 2.1.1 (69).  

 

2.1.2.2 STITCH 5.0 

STITCH 5.0 (http://stitch.embl.de/) é uma base de dados de interações químicas entre proteínas 

(79). Nesta base de dados, tal como na DrugBank, introduzem-se as sequências de aminoácidos 

das proteínas em estudo para tentar identificar alvos homólogos. No caso específico da STITCH 

5.0 e ao contrário do que acontece na DrugBank, é possível selecionar os organismos onde se 

pretende procurar esses alvos. Uma vez que a lista desses organismos é extensa, a pesquisa foi 
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restrita a quatro organismos modelo: N. gonorrhoeae MS11, como modelo representativo de N. 

gonorrhoeae; o modelo eucariota Saccharomyces cerevisiae; o modelo procariota Escherichia 

coli estirpe K12 MG1655; e Homo sapiens. A escolha do modelo eucariota, procariota e humano 

foi feita tendo em conta que são das espécies mais estudadas, com maior probabilidade de originar 

resultados.  

A estratégia de pesquisa para esta base de dados foi a seguinte: selecionou-se “Search” e em 

“Protein sequence” foram introduzidas individualmente todas as sequências de aminoácidos (em 

formato FASTA) das proteínas de N. gonorrhoeae identificadas na seção 2.1.1; em “Organism” 

selecionou-se o organismo onde se pretendia efetuar a pesquisa de alvos homólogos (N. 

gonorrhoeae MS11, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli K12 MG1655 ou Homo 

sapiens). 

Ao contrário da DrugBank que usa o E-value, a STITCH utiliza um valor de confiança entre 0 e 

1 (score). Este score corresponde a um conjunto de interações de alta confiança entre moléculas 

e alvos que é usado como referência para filtrar os resultados. Para os casos em que foram 

encontrados alvos homólogos, apenas fármacos com score ≥ 0.8 e aprovados para uso humano 

e/ou veterinário foram aceites (69) (80) .  

 

2.1.3 Triagem seletiva dos fármacos identificados através da comparação de domínios 

funcionais conservados 

A lista final de alvos homólogos e respetivos fármacos foi sujeita a uma primeira triagem que tem 

por base a comparação de domínios funcionais conservados. Para este efeito, realizou-se o 

alinhamento e a comparação dos aminoácidos conservados das regiões funcionais entre os alvos 

de N. gonorrhoeae e os respetivos alvos homólogos. Para o alinhamento das sequências, recorreu-

se à NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) onde se inseriram as duas sequências 

de aminoácidos (do alvo de N. gonorrhoeae e do alvo homólogo correspondente) em formato 

FASTA que foram posteriormente alinhadas de forma automática (81). Para identificar os 

aminoácidos conservados, foi utilizada a “The ConSurf server” (https://consurf.tau.ac.il/). A 

ConSurf é uma ferramenta utilizada para revelar regiões funcionais em macromoléculas, 

analisando a dinâmica evolutiva de substituições de aminoácidos/ácidos nucleicos entre 

sequências homólogas (82). Assim, para cada sequência de cada alvo homólogo, o grau de 

conservação dos aminoácidos dentro do sítio ativo desse alvo é estimado usando 150 proteínas 

homólogas de outros organismos com sequências semelhantes na base de dados UNIREF-90 (69). 

Para a seleção destas 150 proteínas homólogas, de forma a evitar sequências redundantes, todas 

as que apresentaram uma semelhança ˃ 95% com a sequência em estudo foram excluídas pela 
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ConSurf através do algoritmo CD-HIT. Foram também excluídas as sequências com similaridade 

˂ 35% que corresponde ao limite abaixo do qual se considerou que as sequências são pouco 

idênticas (82). O método de alinhamento utilizado para as sequências foi o MAFFT-L-INS-i. O 

“score” de conservação para cada posição especifica foi calculado usando o método bayesiano 

(69) (82).  

A estratégia de pesquisa para esta base de dados foi a seguinte: à primeira questão “Analyze 

nucleotides or amino acids?” respondeu-se “amino-acids”. De seguida, na pergunta “Is there a 

known protein structure?” respondeu-se “no”. Na questão seguinte “Do you have a Multiple 

Sequence Alignment (MSA) to upload?” respondeu-se “no”. Após estas questões é apresentada 

uma caixa para colocar a sequência da nossa proteína em formato FASTA. Nessa caixa é então 

inserida a sequência da proteína homóloga à de N. gonorrhoeae.  

Seguidamente na secção “Choose parameters to homolog search algorithm” mantiveram-se os 

parâmetros pré-estabelecidos na ConSurf. Depois escolheu-se a opção “automatically” na seleção 

de homólogos para análise ConSurf. Na secção “Choose parameters to select the sequences for 

the analysis out of homolog search algorithm results” mantiveram-se os parâmetros pré-

estabelecidos, tal como na secção seguinte “Choose alignment method to build the Multiple 

Sequence Alignment (MSA)”. 

Por último, deu-se um nome ao trabalho e inseriu-se um email para onde foram enviados os 

resultados após a ConSurf concluir a análise. 

No final da análise, obteve-se a identificação dos resíduos de aminoácidos conservados e 

expostos, assinalados na sequência em estudo (Figura 2.1). Verificou-se a presença destes 

resíduos na sequência da proteína alvo de N. gonorrhoeae através do alinhamento Blast das duas 

sequências (proteína alvo em N. gonorrhoeae e proteína alvo homóloga). As sequências que 

apresentaram uma semelhança igual ou superior a 60% foram selecionadas para estudos 

posteriores. Pelo contrário, as sequências com semelhança inferior a 60% foram excluídas do 

estudo (69) (83). 

 

Figura 2.1. Exemplo de resultado da análise ConSurf das regiões funcionais da proteína subunidade 

B do protão tipo V ATPase, isoforma do cérebro, alvo aprovado (com fármaco aprovado), homólogo 

da proteína X de N. gonorrhoeae. 
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2.1.4 Construção da lista final de fármacos com potencial atividade contra N. gonorrhoeae 

Para os fármacos associados às proteínas homólogas que apresentaram pelo menos 60% de 

semelhança com a correspondente proteína alvo em N. gonorrhoeae, realizou-se uma pesquisa 

bibliográfica, realizada entre setembro e dezembro de 2020, utilizando os motores de busca 

PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), PubMed Central (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e 

Google Scholar (https://scholar.google.com.tw/) para avaliar quais dos fármacos identificados já 

haviam sido estudados em N. gonorrhoeae. Foram efetuadas as seguintes estratégias de pesquisa 

bibliográfica: ("nome do fármaco") e ("Neisseria gonorrhoea”). 

Considerou-se que a atividade de um determinado fármaco não foi avaliada em N. gonorrhoeae, 

quando não foram encontrados registos de publicação após a pesquisa bibliográfica (até dezembro 

de 2020), ou quando o estudo identificado não revelou informação suficiente que permitisse 

concluir acerca do uso potencial do composto contra este microrganismo. 

Construiu-se uma lista final de fármacos com potencial atividade contra N. gonorrhoeae com base 

nos seguintes critérios de seleção: 

• Fármacos não testados. Preferencialmente, selecionaram-se compostos cuja atividade 

nunca foi avaliada contra N. gonorrhoeae. No entanto, optou-se por incluir também 

alguns fármacos já estudados para efeitos de validação do método; 

• Capacidade técnica de avaliação em laboratório. Por exemplo, alguns anestésicos na 

forma gasosa, como o desflurano e isoflurano, seriam difíceis de testar e, portanto, foram 

excluídos; 

• Toxicidade. Os fármacos que apresentam efeitos secundários severos ou elevada 

toxicidade foram excluídos. Esta informação foi recolhida na base de dados DrugBank; 

• Representatividade. Os fármacos foram divididos em grupos consoante o seu modo de 

ação ou indicação clínica e procurou-se selecionar pelo menos um fármaco de cada grupo; 

• Disponibilidade no laboratório. Dos fármacos que se enquadravam nos critérios 

anteriores, deu-se prioridade a fármacos que já estivessem disponíveis no laboratório; 

• Facilidade de aquisição. Dos fármacos que foi necessário adquirir, desde que 

cumprissem os quatro primeiros critérios, a escolha era feita consoante a melhor relação 

disponibilidade/preço. 

No final desta seleção, obteve-se uma lista final de fármacos com atividade preditiva contra N. 

gonorrhoeae que foram sujeitos a validação in vitro na fase laboratorial deste trabalho. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


36 
 
 

2.2 Estratégias experimentais in vitro 

Após a análise in silico, os fármacos selecionados na secção 2.1.4 foram testados em laboratório 

para a sua capacidade de inibição do crescimento de N. gonorrhoeae in vitro. Os diferentes 

métodos utilizados na análise laboratorial encontram-se descritos nas secções seguintes. 

 

2.2.1 Crescimento e manutenção das estirpes de N. gonorrhoeae  

Neste trabalho, foram utilizados uma estirpe de referência e dez isolados clínicos de N. 

gonorrhoeae com diferentes perfis de suscetibilidade aos antibióticos (Tabela 2.1). Estas estirpes 

fazem parte da coleção do Laboratório de IST do IHMT-NOVA e a sua manipulação foi efetuada 

de acordo com as regras de biossegurança recomendadas para agentes patogénicos de nível 2. 

Todas as estirpes foram mantidas numa arca congeladora a -80 °C para sua conservação. Para 

crescimento das estirpes, estas foram descongeladas à temperatura ambiente e, posteriormente, 

inoculadas com uma ansa em placas de Agar Chocolate PolyVitex (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, 

França) no interior de uma câmara de segurança biológica de classe 2. As placas foram incubadas 

a 37 ºC, na presença de aproximadamente 5% CO2 durante 24 horas (tempo necessário para o seu 

crescimento). 
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Tabela 2.1. Estirpe de referência e isolados clínicos de N. gonorrhoeae utilizados neste trabalho. 

Estirpe / Isolado1 Descrição Fenótipo3 

ATCC 492262 Estirpe de referência Suscetível 

10042 Isolado clínico Suscetível 

10214 Isolado clínico Suscetível 

10314 Isolado clínico PENI; CFMR; TETI 

10959 Isolado clínico 
PENR; CFMR; TETI; 

CIPR 

11530 Isolado clínico PENI; TETR 

11658 Isolado clínico TETR 

11693 Isolado clínico PENI 

12245 Isolado clínico 

PENI; CFMR; CROR; 

TETR; SHR; AZNR; 

CIPR 

12248 Isolado clínico PENR; CIPI 

12316 Isolado clínico 
PENR; CFMR; CROR; 

TETR; AZNR; CIPR 

1Coleção do laboratório de IST do IHMT-NOVA. 2Estirpe designada pelo CLSI como controlo de qualidade 

em testes de suscetibilidade aos antibióticos. 3Determinado no laboratório de IST do IHMT-NOVA pelo 

método de Etest,  de acordo com as recomendações da EUCAST (84) (85). Azn, azitromicina; Cfm, 

cefixima; Cip, ciprofloxacina; Cro, ceftriaxona; I, suscetível, exposição aumentada; Pen, penicilina; Sh, 

espectinomicina; Tet, tetraciclina; R, resistente. 

 

2.2.2 Meios de cultura  

A composição dos meios de cultura utilizados para o crescimento de N. gonorrhoeae encontra-se 

descrita na Tabela 2.2. O meio de cultura GC agar (Gonococcal (GC) medium base, BD DifcoTM) 
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foi preparado de acordo com as instruções do fabricante, com adição do suplemento IsoVitaleXTM 

(BD BBLTM) a uma concentração final de 1% (v/v). O meio de cultura Agar chocolate PolyVitex 

(bioMérieux) foi adquirido comercialmente. 

Tabela 2.2. Composição dos meios de cultura e suplemento utilizados para crescimento de N. 

gonorrhoeae neste trabalho. 

Meio/suplemento Composição/ L de dH2O 

Meio GC agar1 

Proteose peptona 15 g; Fosfato dipotássico 4g; 

Cloreto de sódio 5 g; Amido de milho 1 g; 

Fosfato monopotássico 5 g; Agar 10 g.  

Meio GC líquido 

Proteose peptona 7,5 g; Fosfato dipotássico 2 

g; Fosfato de potássio 0,5 g; Cloreto de sódio 

2,5 g; Amido de batata solúvel 0,5 g.  

Agar Chocolate PolyVitex2 

Peptona de caseína (bovino) 7,5 g; Peptona de 

carne (bovino ou porcino) 7,5 g; Amido de 

milho 1 g; Fosfato dipotássico 4 g; Cloreto de 

sódio 5 g; Hemoglobina (bovino) 10 g; Agar 

10 g; PolyViteX 10 mL. 

PBS3 
Tampão fosfato 0,05 M; Cloreto de potássio 

0,0135 M; Sódio 0,685 M.  

Suplemento IsoVitaleX4  

Vitamina B12 0,01 g; L-glutamina 10 g; 

Adenina 1 g; Guanina ● HCl 0,03 g; Ácido p-

aminobenzóico 0,013 g; Nicotinamida 

adenina dinucleótido 0,25 g; Tiamina 

pirofosfato 0,1 g; Nitrato férrico 0,02 g; 

Tiamina ● HCl 0,03 g; L-Cisteína ● HCl 25,9 

g; L-Cisteína 1,1 g; Dextrose 100 g.  

1BD Difco (Franklin Lakes, NJ, EUA); 2bioMérieux (Marcy-l'Étoile, França); 3Merck (Darmstadt, 

Alemanha); 4BD BBLTM (Franklin Lakes, NJ, EUA); PBS, Phosphate buffered saline. 

 

2.2.3 Fármacos e Antibióticos 

A composição e o modo de preparação dos antibióticos, fármacos identificados pelo método de 

reposicionamento in silico e brometo de etídio (EtBr), encontra-se descrita na Tabela 2.3. 
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Tabela 2.3. Preparação das soluções “stock” de antibióticos, fármacos identificados pelo método de 

reposicionamento in silico e EtBr utilizados neste trabalho. 

Composto1, 2 Peso Molecular (g/mol) Concentração da solução “stock” 

Aceto 222,245 20 mg/mL em ddH2O 

Aml 408,879 g/mol 10 mg/mL em ddH2O 

Atv 366,837 1 mg/mL em DMSO 

Azn 748,920 50 mg/mL em DMSO 

Benz 431,940 5 mg/mL em DMSO 

Cfm 453,452 20 mg/mL em DMSO 

Cip 331,346 10 mg/mL em ddH2O + NaOH 

Clo 351,310 10 mg/mL em ddH2O 

Cpz 318,860 g/mol 10 mg/mL em ddH2O 

Cro 554,580 10 mg/mL em DMSO 

Deq 527,600 1 mg/mL em ddH2O 

Dox 543,520 15 mg/mL em ddH2O 

EtBr 394,294 10 mg/mL em ddH2O 

Gtm 477,596 10 mg/mL em ddH2O + NaOH 

Km 484,499 g/mol 10 mg/mL em ddH2O 

Met 129,164 6,7 mg/mL em ddH2O 

Ofl 361,368 20 mg/mL em ácido acético glacial 

Pen 334,4 10 mg/mL em DMSO 

Sh 332,350 10 mg/mL em ddH2O 

Sul 341,427 10 mg/mL em ddH2O 

Tbz 201,249 10 mg/mL de DMSO 

Tet 444,435 10 mg/mL em DMSO 

Top 339,363 10 mg/mL em ddH2O 

Tz 370,570 10 mg/mL em ddH2O 

Vp 454,602 10 mg/mL em ddH2O 

1Merck (Darmstadt, Alemanha); 2armazenamento a -20 ºC, Ofl, ofloxacina; Azn, azitromicina; Km, 

canamicina; Pen, penicilina; Gtm, gentamicina; Tet, tetraciclina; Cip, ciprofloxacina; Cfm, cefixima; Cro, 

ceftriaxona; Sh, espectinomicina; Dox, doxorrubicina; Aceto, acetazolamida; Tbz, tiabendazol; Atv, 

atovaquone; Deq, dequalinio; benz, Benztiazida; Aml, amlodipina; Top, topiramato; Sul, sulpirida; Clo, 

clomipramina; Met, metformina; Cpz, clorpromazina; Vp, verapamil; Tz, tioridazina; EtBr, brometo de 

etídio; DMSO, dimetilsulfóxido; ddH2O, água bidestilada; NaOH, hidróxido de sódio. 
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2.2.4 Determinação de concentrações mínimas inibitórias (CMIs) dos fármacos 

selecionados pelo método de reposicionamento in silico 

A CMI de cada um dos fármacos selecionados na análise in silico foi determinada pelo método 

de microdiluição em microplacas de 96 poços, adaptado do protocolo descrito por Foerster e 

colaboradores (86). 

Além dos fármacos selecionados na análise in silico foram também incluídos o verapamil, a 

tioridazina e a clorpromazina que, apesar de não terem sido selecionados na análise da base de 

dados DrugBank por estarem associados a alvos com E-value ˃10−20 , foram incluídos neste 

estudo por serem compostos previamente utilizados como inibidores de efluxo em outras 

bactérias, tais como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis (83) 

(87) (88). Adicionalmente, devido aos ensaios de fluorimetria em tempo real que se viriam a 

realizar, determinou-se também a CMI para o brometo de etídio na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 

49226 e nos isolados clínicos 10214 e 12245. 

Assim, distribuíram-se 0,01 mL de água bidestilada por todos os poços da placa de 96 poços, 

exceto na primeira coluna. De seguida, adicionou-se uma alíquota de 0,02 mL de uma solução de 

fármaco ao primeiro poço e efetuaram-se diluições seriadas 1:2, transferindo 0,01 mL para o poço 

seguinte, repetindo-se o processo sucessivamente até à coluna 12, descartando-se o últimos 0,01 

mL da última diluição de fármaco. A gama de concentrações testadas para cada fármaco foi: entre 

256 e 0,5 µg/mL para doxorubicina, acetazolamida, tiabendazol, benztiazida, amlodipina, 

topiramato, sulpirida, clomipramina, verapamil, tioridazina, clorpromazina e brometo de etídio; 

entre 64 e 0,125 µg/mL para atovaquone e dequalinio; e entre 512 e 1 µg/mL para metformina. 

De seguida, preparou-se uma suspensão bacteriana a uma densidade ótica correspondente a 1 da 

escala McFarland Standard (DO600 de 0,26) e que foi posteriormente diluída 1/15 em meio líquido 

GC base com 1% (v/v) de suplemento IsoVitaleX. Por fim, adicionou-se 0,09 mL desta suspensão 

a cada poço contendo os 0,01 mL de cada diluição de fármaco, obtendo-se um volume final de 

0,1 mL. Incluíram-se também 3 poços para o controlo positivo (bactérias em meio de cultura sem 

fármaco) e 3 poços para o controlo negativo (meio de cultura sem suspensão bacteriana) de forma 

a assegurar a viabilidade das bactérias e a esterilidade do meio de cultura, respetivamente.  

Após 24 h de incubação a 37°C em atmosfera com aproximadamente 5% de CO2, adicionou-se 

0,03 mL de resazurina a todos os poços (86). Na presença de células metabolicamente ativas, este 

composto é convertido na sua forma reduzida (resorufina) com alteração de cor de azul para cor-

de-rosa. Ao fim de cerca de uma hora de incubação a 37ºC, verificou-se uma mudança de cor de 

azul para rosa nos poços onde ocorreu crescimento de N. gonorrhoeae e a manutenção da cor azul 

nos poços sem crescimento (Figura 2.2). Considerou-se como CMI a concentração menor de 
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fármaco capaz de inibir o crescimento de N. gonorrhoeae. Estes ensaios foram realizados para a 

estirpe ATCC 49226 e para os dez isolados clínicos utilizados neste trabalho, em triplicado, 

utilizando culturas de N. gonorrhoeae independentes em dias distintos, de forma a confirmar os 

resultados obtidos. 

 

 

Figura 2.2. Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para determinação de CMIs. 

Poços a azul, ausência de crescimento bacteriano. Poços cor-de-rosa, presença de crescimento bacteriano; 

CMI, Concentração mínima inibitória; C+, Controlo positivo; C-, Controlo negativo. ddH2O, água 

bidestilada. 

 

2.2.5 Determinação da CMI de antibióticos na presença de fármacos selecionados pelo 

método de reposicionamento in silico 

Após a determinação da CMI dos fármacos em estudo, avaliou-se o efeito destes sobre o valor de 

CMI de antibióticos de interesse, nomeadamente os de referência para o tratamento da gonorreia, 

como a ceftriaxona, cefixima e a azitromicina. O objetivo deste ensaio foi avaliar se algum dos 

fármacos tem a capacidade de reduzir significativamente a CMI dos antibióticos. Também se 

avaliou este efeito para a CMI do brometo de etídio para a estirpe ATCC 49226 e os isolados 

clínicos 10214 (mutação no regulador da bomba MtrCDE) e 12245 (extensivamente resistente).  

Deste modo, distribuíram-se 0,01 mL de água bidestilada por todos os poços da placa de 96 poços, 

exceto na primeira coluna. Depois, adicionou-se uma alíquota de 0,02 mL de uma solução de 
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antibiótico ou de brometo de etídio ao primeiro poço e efetuaram-se diluições seriadas 1:2, 

transferindo 0,01 mL para o poço seguinte, repetindo-se o processo sucessivamente até à coluna 

12, descartando-se o últimos 0,01 mL da última diluição de fármaco. A gama de concentrações 

testadas foi: entre 0,064 e 0,0005 µg/mL para ceftriaxona e ciprofloxacina; entre 8 e 0,0625 

µg/mL para penicilina, canamicina, gentamicina, azitromicina e tetraciclina, concentração entre 

0,24 e 0,001875 µg/mL para cefixima; e entre 0,128 e 0,001 µg/mL para ofloxacina; concentração 

entre 256 e 2 µg/mL para espectinomicina e brometo de etídio. Depois, prepararam-se soluções 

de cada fármaco a ¼ da CMI determinada na secção anterior e adicionou-se 0,005 mL dessas 

soluções aos poços contendo as diferentes concentrações de antibiótico. A uma das colunas da 

placa de 96 poços não se adicionou fármaco de modo a comparar CMI do antibiótico ou do 

brometo de etídio com a CMI resultante da ação do fármaco. De seguida, preparou-se uma 

suspensão bacteriana correspondente a 1 da escala McFarland Standard (DO600 de 0,26) que foi 

posteriormente diluída 1/15 em meio líquido GC base com 1% (v/v) de suplemento IsoVitaleX. 

Por fim, adicionou-se 85 µl desta suspensão a cada poço contendo os 0,01 mL de cada diluição 

de antibiótico ou brometo de etídio e os 0,005 mL de cada fármaco a ¼ da CMI, obtendo-se um 

volume final de 0,1 mL. 

Incluíram-se também os seguintes controlos: controlo positivo apenas com a suspensão bacteriana 

em meio líquido GC com 1% (v/v) de IsoVitaleX; controlo negativo apenas com o meio de 

cultura; e um controlo com a suspensão bacteriana na presença de fármaco, de modo a assegurar 

a viabilidade bacteriana na presença dos fármacos a ¼ da CMI e que, o efeito na CMI do 

antibiótico só poderá eventualmente ocorrer pelo efeito combinatório do fármaco com o 

antibiótico (Figura 2.3).  

Após 24 h de incubação a 37°C em atmosfera com aproximadamente 5% de CO2, adicionou-se 

0,03 mL de resazurina. Após cerca de uma hora de incubação a 37ºC, verificou-se uma mudança 

de cor de azul para rosa nos poços onde ocorreu crescimento de N. gonorrhoeae e a manutenção 

da cor azul nos poços sem crescimento. Considerou-se um efeito significativo do fármaco, quando 

ocorreu uma redução igual ou superior a 4× o valor de CMI (pelo menos duas diluições) dos 

antibióticos ou do brometo de etídio. 

Neste ensaio, apenas se testou a totalidade dos fármacos identificados in silico para a estirpe 

ATCC 49226. Nos isolados clínicos, apenas se avaliou o efeito dos fármacos que já haviam 

demonstrado efeito na diminuição da CMI de antibióticos na estirpe ATCC 49226.  
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Figura 2.3. Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para determinação do efeito 

dos fármacos em estudo na CMI de antibióticos. AB, Antibiótico; C+, Controlo positivo; C-, Controlo 

negativo; CMI, Concentração mínima inibitória; Fár. Fármaco. ddH2O, água bidestilada. 

 

2.2.6 Ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard” 

Após a determinação da CMI dos antibióticos na presença dos fármacos identificados pelo método 

in silico, foram efetuados ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard”, na estirpe 

ATCC 49226, para determinar se nos casos em que se observou uma redução de pelos menos 

duas diluições da CMI do antibiótico na presença do fármaco, existia efetivamente uma interação 

de sinergismo entre ambos. 

Assim, adicionou-se uma alíquota de 0,02 mL de uma solução de antibiótico e efetuaram-se 

diluições seriadas 1:2 em 0,01 mL de água bidestilada ao longo dos poços seguintes. A gama de 

concentrações testada foi: entre 4 e 0,0625 µg/mL para gentamicina; entre 1 e 0,0156 µg/mL para 

penicilina, tetraciclina e azitromicina; e entre 16 e 0,25 µg/mL para canamicina). Depois, 

prepararam-se sete diluições 1:2 de cada fármaco antes da adição aos poços. Foram adicionados 
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0,005 mL de cada uma destas sete diluições (da mais baixa para a mais alta) a cada coluna da 

placa de 96 poços, exceto a coluna 1 que continha apenas 0,01 mL de diluições de antibiótico e a 

linha H que continha apenas 0,005 mL de cada uma das diluições do fármaco (concentrações entre 

32 e 0,5 µg/mL para doxorubicina e atovaquone; entre 128 e 2 µg/mL para amlodipina; entre 512 

e 8 µg/mL para sulpirida; e entre 1024 e 16 µg/mL para acetazolamida). 

De seguida, preparou-se uma suspensão bacteriana correspondente a 1 da escala McFarland 

Standard (DO600 de 0,26) que foi posteriormente diluída 1/15 em meio líquido GC base com 1% 

(v/v) de suplemento IsoVitaleX. Por fim, adicionou-se 0,085 mL desta suspensão a cada poço 

contendo os 0,01 mL de cada diluição de antibiótico e os 0,005 mL de cada diluição do fármaco, 

0,09 mL aos primeiros sete poços da linha 1 que continha apenas antibiótico e 0,095 mL aos poços 

2 a 8 da linha H que continha apenas fármaco.  

Incluíram-se também os seguintes controlos: controlo positivo apenas com a suspensão bacteriana 

e controlo negativo apenas com o meio de cultura (Figura 2.4). 

Após 24 h de crescimento a 37°C numa atmosfera com aproximadamente 5% de CO2, adicionou-

se 0,03 mL de resazurina. Após cerca de uma hora de incubação a 37ºC, verificou-se uma 

mudança de cor de azul para rosa nos poços onde ocorreu crescimento de N. gonorrhoeae e a 

manutenção da cor azul nos poços sem crescimento. Determinou-se a CMI como a menor 

concentração de agente antimicrobiano para a qual não se observou crescimento de N. 

gonorrhoeae. 

Para avaliar o tipo de interação entre o antibiótico e o fármaco, utilizou-se o cálculo do índice de 

concentração inibitória fracionária (FICI, do inglês “Fractional Inhibitory Concentration Index”): 

FICA =
𝐶𝑀𝐼(𝐴 𝑛𝑎 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛ç𝑎 𝑑𝑒 𝐵)

𝐶𝑀𝐼(𝐴)
 

 

FICB =
𝐶𝑀𝐼(𝐵 𝑛𝑎 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛ç𝑎 𝑑𝑒 𝐴)

𝐶𝑀𝐼(𝐵)
 

FICI = FICA + FICB  

 

Se o valor de FICI for ≤0,5 considera-se sinergismo, se for >4 trata-se de antagonismo e se estiver 

entre >0,5 e <4,0 correspondem a ausência de interação entre fármaco e antibiótico (89). 
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Figura 2.4. Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para ensaios de sinergismo 

pelo método de “Checkerboard”. AB, antibiótico, C+, Controlo positivo; C-, Controlo negativo. ddH2O, 

água bidestilada. 

 

2.2.7 Determinação da atividade de efluxo por fluorometria em tempo real  

A avaliação do efeito dos fármacos selecionados pelo método in silico sobre a atividade de efluxo 

de N. gonorrhoeae foi efetuada através de ensaios de fluorometria em tempo real (90). Este 

método utiliza o brometo de etídio como marcador para o estudo da atividade de efluxo em 

bactérias, pois é um substrato comum de bombas de efluxo que emite fluorescência fraca em 

soluções aquosas (meio extracelular), tornando-se fluorescente no interior da célula bacteriana 

(90) (91). Estas características permitem avaliar a capacidade das células em acumular maior ou 

menor quantidade de brometo de etídio na presença e ausência de compostos inibidores de efluxo.  

Neste trabalho, realizou-se uma modificação ao método descrito por Viveiros et al. (90), em que 

o aparelho utilizado para detetar a fluorescência emitida pelo brometo de etídio  não foi o 
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termociclador em tempo real Rotor-GeneTM 3000, mas sim o fluorímetro de placas de 96 poços 

Safire 2 (Tecan, Männedorf, Suíça).  

Neste estudo, foram realizados dois tipos de ensaios fluorométricos para a estirpe N. gonorrhoeae 

ATCC 49226 e dois isolados clínicos 10214 (fenótipo de efluxo aumentado por mutação no gene 

mtrR) (84) e 12245 (isolado clínico XDR):  

▪ Ensaio de acumulação com concentrações crescentes de brometo de etídio, para 

determinar a concentração de equilíbrio (influxo = efluxo) a utilizar nos ensaios com 

fármacos;  

▪ Ensaio de acumulação de brometo de etídio na presença de fármacos selecionados pelo 

método in silico, para avaliar o seu efeito na acumulação deste composto em N. 

gonorrhoeae. 

 

 

2.2.7.1 Ensaios de acumulação de brometo de etídio 

Este ensaio teve como objetivo definir a concentração equilíbrio (influxo = efluxo) de brometo 

de etídio que deve ser usada nos ensaios de acumulação com os fármacos selecionados pelo 

método de reposicionamento in silico. 

Para tal, definiu-se uma gama de concentrações a testar (8 a 0,06 µg/mL na estirpe de referência 

e 16 a 0,125 µg/mL nos isolados clínicos) e adicionou-se uma alíquota de 0,02 mL de uma solução 

de brometo de etídio ao primeiro poço, seguido de diluições seriadas 1:2 em 0,01 mL de água 

bidestilada ao longo dos poços seguintes. De seguida, preparou-se uma suspensão bacteriana em 

PBS correspondente a uma DO600 de 0,4 (de forma a ter um inoculo carregado) e adicionou-se 

0,09 mL da mesma a cada poço. Como controlos, incluíram-se duas colunas com as diluições de 

brometo de etídio às quais se adicionou 0,09 mL de PBS (sem bactérias) (Figura 2.5). 

A placa foi de seguida colocada no flurímetro Safire 2 e a fluorescência do brometo de etídio 

(excitação a 530 nm, emissão a 585 nm) medida a cada 60 s durante 60 min a 37ºC. Os resultados 

foram representados sob a forma de gráfico com os valores de fluorescência obtidos em função 

do tempo para se selecionar a concentração de equilíbrio a usar nos ensaios de acumulação de 

brometo de etídio com fármacos. 
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Figura 2.5. Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para ensaios de acumulação 

com concentrações crescentes de brometo de etídio. EtBr, brometo de etídio; PBS, “phosphate-buffered 

saline”. ddH2O, água bidestilada. 

 

2.2.7.2 Ensaios de acumulação de brometo de etídio na presença de fármacos selecionados 

pelo método de reposicionamento in silico 

Este ensaio permite avaliar se os fármacos selecionados pela estratégia de reposicionamento in 

silico promovem a acumulação de brometo de etídio, possivelmente através da inibição da 

atividade de efluxo, em N. gonorrhoeae. Para tal, preparou-se uma placa de 96 poços em que 

todos os poços continham 0,01 mL de brometo de etídio a 1 µg/mL para a estirpe ATCC 49226 e 

2 µg/mL para os isolados clínicos (concentração de equilíbrio determinada de acordo com o 

método descrito em 2.2.7.1) e 0,005 mL do fármaco a testar a ¼ da sua CMI para a respetiva 

estirpe de N. gonorrhoeae. Por último, adicionou-se 0,085 mL da suspensão bacteriana 

correspondente, preparada em PBS para uma DO600 de 0,4. Foram também incluídos controlos 

apenas com uma solução de PBS com brometo de etídio e fármaco (Figura 2.6). Cada condição a 

testar foi efetuada em duplicado. 
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Figura 2.6. Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para ensaios de acumulação 

de brometo de etídio na presença de fármacos. PBS, “Phosphate-buffered saline”; EtBr, Brometo de 

etídio. 

 

A placa foi de seguida colocada no fluorímetro Safire 2 e a fluorescência do brometo de etídio 

(excitação a 530 nm, emissão a 585 nm) medida a cada 60 s, durante 30 min a 37ºC. Os resultados 

foram representados sob a forma de gráfico com os valores de fluorescência obtidos em função 

do tempo.  

A partir dos valores finais de fluorescência obtidos, determinou-se o valor de Fluorescência Final 

Relativa (RFF, do inglês “Relative Final Fluorescence”), que permite quantificar o efeito de cada 

fármaco na acumulação de brometo de etídio. O valor de RFF foi determinado de acordo com a 

fórmula seguinte (92): 

RFFFármaco =  
𝐹30 (𝐸𝑡𝐵𝑟+𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜)−𝐹30 (𝐸𝑡𝐵𝑟)

𝐹30 (𝐸𝑡𝐵𝑟)
         F30, fluorescência após 30 minutos 

 

De acordo com o definido por Costa et al. (92), fármacos cujo valor de RFF seja ≥1 possuem 

atividade de inibição de efluxo e fármacos com RFF <1 não possuem essa atividade inibitória. 
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3 Resultados 

Neste trabalho conseguimos identificar diferentes alvos em N. gonorrhoeae, associados ao 

metabolismo energético e ao transporte membranar, que possuíam alvos homólogos, noutros 

organismos, com fármacos associados. No final da análise in silico, selecionou-se um grupo de 

fármacos para testagem in vitro contra várias estirpes de N. gonorrhoeae. Nas secções seguintes, 

serão descritos os resultados obtidos da estratégia de reposicionamento in silico e, também, da 

validação laboratorial da atividade dos fármacos selecionados contra N. gonorrhoeae. 

 

3.1 Reposicionamento in silico de fármacos 

Para encontrar os potenciais alvos em N. gonorrhoeae e correspondentes alvos homólogos 

noutros organismos, bem como os fármacos que lhes estão associados, recorreu-se a uma 

abordagem in silico cuja metodologia e resultados se encontram resumidos na Figura 3.1. 

 

3.1.1 Compilação de proteínas envolvidas no metabolismo energético e transporte 

membranar 

A compilação da lista de proteínas foi feita recorrendo às bases de dados KEGG e UniProt onde 

foram recolhidas um total de 626 proteínas, das quais 293 pertencem à estirpe N. gonorrhoeae 

FA 1090 e 333 pertencem à estirpe N. gonorrhoeae NCCP 11945. Destas 626 proteinas, 352 

(56,2%) são referentes ao metabolismo energético e 274 (43,8%) ao transporte membranar. A 

pesquisa foi realizada para estas duas estirpes de N. gonorrhoeae, pois correspondem aos genomas 

de N. gonorrhoeae que se encontram disponíveis na base de dados KEGG. Constatou-se que a 

homologia entre as duas estirpes é bastante elevada (95,2%) (76) e, deste modo, é importante 

realçar que 170 das proteínas encontradas são comuns a ambas as estirpes.  

Destas 626 proteínas, 404 (64,5%) resultaram da pesquisa na base de dados KEGG, enquanto que 

222 (35,5%) resultaram da base de dados UniProt. 

A lista de proteínas encontra-se disponível na Tabela S1 no seguinte link.  

 

3.1.2 Criação de uma biblioteca virtual de fármacos aprovados, com potencial atividade 

contra N. gonorrhoeae 

Seguiu-se a identificação dos alvos homólogos e respetivos fármacos que foi efetuada recorrendo 

às bases de dados DrugBank e STITCH 5.0. Na DrugBank selecionou-se um E-value ≤10−20 e 

https://drive.google.com/drive/folders/1L7epgIHe05t5vFpcJ9lx4wyckXYvFAeV?usp=sharing
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no STITCH um “score” ≥ 0.8, parâmetros que permitem obter um maior grau de confiança nos 

resultados, tal como descrito em estudos anteriores (69) (73) (83). A utilização de duas bases de 

dados independentes permitiu aumentar o número de alvos homólogos identificados uma vez que 

cada plataforma utiliza um algoritmo de pesquisa distinto (69). No final desta análise, um total de 

100 alvos preditivos em N. gonorrhoeae dos 626 previamente identificados apresentavam 313 

alvos homólogos (116 na estirpe FA 1090 e 147 na estirpe NCCP 11945) associados a um total 

de 681 fármacos aprovados (Tabela S2 link). Destes 313 alvos homólogos, 195 (62,3%) foram 

retirados da DrugBank e 118 (37,7%) foram retirados da STITCH. 

 

 

 

Figura 3.1. Fluxograma da estratégia de reposicionamento in silico de fármacos e resultados 

correspondentes. Ng, N. gonorrhoeae. 

KEGG e UniProt 
Total de 626 proteínas  

(293 em Ng FA1090 e 333 em Ng 
NCCP 11945) 

DrugBank (E-value ≤10−20) 

STITCH 5.0 (Score ≥ 0.8) 

100 alvos 
preditivos (53 em 
Ng FA1090 e 47 

em Ng NCCP 
11945) 

681 fármacos 

NCBI BLAST e ConSurf  
(conservação ≥ 60%) 

Alinhamento das sequências 
e comparação das regiões 

funcionais 

52 alvos 
preditivos 
 (30 em Ng 

FA1090 e 22 em 
Ng NCCP 11945) 

57 fármacos 

Redução da lista de fármacos 
aplicando critérios de exclusão 

Seleção final para validação 
laboratorial 
11 fármacos 

https://drive.google.com/drive/folders/1L7epgIHe05t5vFpcJ9lx4wyckXYvFAeV?usp=sharing
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3.1.3 Triagem seletiva dos fármacos identificados através da comparação de domínios 

funcionais conservados 

Após a identificação dos alvos homólogos e respetivos fármacos efetuou-se a comparação das 

regiões funcionais entre o alvo homólogo com fármaco aprovado e o alvo potencial em N. 

gonorrhoeae. Esta análise permite aumentar a probabilidade de ambas as proteínas 

compartilharem o mesmo local ativo e de haver assim a preservação da afinidade do fármaco no 

alvo da bactéria (69). A Figura 3.2 mostra um exemplo de análise ConSurf das regiões funcionais 

entre um alvo de fármaco aprovado (anidrase carbónica 5B, mitocondrial) e o alvo correspondente 

em N. gonorrhoeae. 

Nesta análise, apenas foram selecionadas sequências em que a conservação entre o alvo em N. 

gonorrhoeae e o correspondente alvo homólogo fosse igual ou superior a 60%. Assim, após o 

alinhamento das sequências usando o NCBI BLAST e comparação com os resultados da análise 

ConSurf, apenas 20 proteínas da estirpe N. gonorrhoeae FA 1090 (aproximadamente 8% do 

número de alvos inicial) apresentaram regiões funcionais com conservação igual ou superior a 

60% com as proteínas homólogas correspondentes (30 no total), o que resultou numa associação 

com 52 fármacos aprovados. No caso da estirpe N. gonorrhoeae NCCP 11945, 16 proteínas 

(aproximadamente 5% do número de alvos inicial) apresentaram uma conservação igual ou 

superior a 60% com as proteínas homólogas respetivas (22 no total). Estas 22 proteínas homólogas 

encontravam-se associadas a 28 fármacos aprovados, dos quais 22 eram comuns à estirpe FA 

1090 e 6 eram diferentes, o que evidencia o facto de que, devido à elevada homologia entre as 

duas estirpes, alguns dos alvos homólogos encontrados, e consequentemente os fármacos 

associados, foram identificados para ambas. Assim, no final desta análise, obteve-se um total de 

57 fármacos que podem ser agrupados em diferentes classes e que poderão estar associados a 

alvos preditivos em N. gonorrhoeae. Foi também avaliado se alguns dos fármacos identificados 

foram previamente testados em N. gonorrhoeae. Para tal, efetuou-se uma pesquisa bibliográfica 

nas bases de dados PubMed, PubMed Central e Google Scholar onde se identificaram 7 fármacos 

cuja atividade já tinha sido estudada em N. gonorrhoeae. Por outro lado, 50 dos fármacos 

identificados não foram experimentalmente testados de acordo com os resultados da pesquisa 

bibliográfica. A informação relativa a estes 57 fármacos encontra-se apresentada na Tabela 3.1.  

A informação completa de todos os 681 fármacos identificados e respetivos alvos encontra-se na 

Tabela S2 no seguinte link. 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1L7epgIHe05t5vFpcJ9lx4wyckXYvFAeV?usp=sharing
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Figura 3.2. Análise ConSurf das regiões funcionais de um alvo de fármaco aprovado e o alvo 

correspondente em N. gonorrhoeae. A) Resultado da análise ConSurf com os resíduos funcionais 

conservados assinalados pela letra “f” na proteína homóloga (alvo de fármaco) à de N. gonorrhoeae.  B) 

Alinhamento da proteína de N. gonorrhoeae com a proteína homóloga e comparação das regiões funcionais. 

Ng, N. gonorrhoeae. 

B 

A 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae. 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Dequalinio Antissético 

Proteína de 

efluxo 

(NGO1364) 

----- Sim (93) 

Hexaclorofeno Antissético 

Desidrogenase 

D-lactato 

(NGO0890) 

Desidrogenase D-

lactato (NGK 0915) 
Sim (94) 

Doxorrubicina 
Tratamento do 

cancro 

NADH Quinona 

oxirredutase 

(NGO1750, 

NGO1749, 

NGO1748) 

NADH-

desidrogenase 

(NGK2150, 

NGK2152) 

Não 

Levoleucovorina 
Tratamento do 

cancro 

Serina 

hidroximetiltrans

ferase 

(NGO0866) 

---- Não 

Dacarbazina 
Tratamento do 

cancro 

Fosfogluconato 

desidrogenase 

(NGO1914) 

---- Não 

Metotrexato 
Tratamento do 

cancro 

Fosfogluconato 

desidrogenase 

(NGO1914) 

---- Não 

Metoxiflurano Anestésico 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGO1744) 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGK2146) 

Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Halotano Anestésico 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGO1744) 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGK2146) 

Não 

Desflurano Anestésico 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGO1744) 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGK2146) 

Não 

Sevoflurano Anestésico 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGO1744) 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGK2146) 

Não 

Isoflurano Anestésico 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGO1744) 

NADH-quinona 

oxirredutase 

(NGK2146) 

Não 

Tiabendazol Parasiticida 

Sucinato 

desidrogenase 

(NGO0921) 

---- Não 

Artenimol 
Tratamento da 

malária 

Enolase 

(NGO0617) 
---- Não 

Triclabendazol 

Tratamento da 

fasciolíase e da 

paragonimíase 

Enolase 

(NGO0617) 
---- Não 

Atovaquone Parasiticida 
Citocromo B 

(NGO2030) 
PetB (NGK2206) Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Metazolamida 
Tratamento do 

glaucoma 
AC (NGO0574) AC (NGK1348) Não 

Acetazolamida Diurético AC (NGO0574) AC (NGK1348) Sim (95) 

Diclofenamida 
Tratamento do 

glaucoma 
AC (NGO0574) AC (NGK1348) Não 

Brinzolamida 
Tratamento do 

glaucoma 
AC (NGO0574) AC (NGK1348) Não 

Dorzolamida 
Tratamento do 

glaucoma 
AC (NGO0574) AC (NGK1348) Não 

Benztiazida 
Tratamento da 

hipertensão 
AC (NGO0574) ---- Não 

Ciclotiazida Diurético AC (NGO0574) ---- Não 

Hidroflumetiazida Diurético AC (NGO0574) ---- Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Bendroflumetiazida 
Tratamento da 

hipertensão 
AC (NGO0574) ---- Não 

Clorotiazida 
Tratamento da 

hipertensão 
AC (NGO0574) ---- Não 

Quinetazona 
Tratamento da 

hipertensão 
AC (NGO0574) ---- Não 

Clortalidona 
Tratamento da 

hipertensão 
AC (NGO0574) AC (NGK1348) Não 

Furosemida 
Tratamento da 

hipertensão 

AC (NGO0574) 

e Fosfogluconato 

desidrogenase 

(NGO1914) 

---- Não 

Triclormetiazida 
Tratamento da 

hipertensão 
AC (NGO0574) ---- Não 

Indapamida 
Tratamento da 

hipertensão 
---- AC (NGK1348) Não 

Zonisamida Anticonvulsivo AC (NGO0574) AC (NGK1348) Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Topiramato Anticonvulsivo AC (NGO0574) ---- Não 

Amlodipina 
Bloqueador de 

canais de cálcio 
AC (NGO0574) ---- Não 

Etinamato Anti-insónias AC (NGO0574) ---- Não 

Sulpirida Antipsicótico AC (NGO0574) ---- Não 

Valdecoxibe Analgésico AC (NGO0574) ---- Não 

Ácido deoxicólico Ácido biliar 

Proteína de 

efluxo (NGO 

1364) 

---- Não 

Clomipramina Antidepressivo 
Transportador 

(NGO1355) 

Transportador 

(NGK1587) 
Não 

Duloxetina Antidepressivo 
Transportador 

(NGO1355) 

Transportador 

(NGK1587) 
Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Sertralina Antidepressivo 
Transportador 

(NGO1355) 

Transportador 

(NGK1587) 
Não 

Desipramina Antidepressivo 
Transportador 

(NGO1355) 

Transportador 

(NGK1587) 
Não 

Cetotifeno 
Anti-

histamínico 

Fosfogluconato 

desidrogenase 

(NGO1914) 

---- Não 

Metformina 
Anti-

hiperglicémico 

Flavoproteína-

ubiquinona 

oxidoredutase 

(NGO1396) 

Flavoproteína-

ubiquinona 

oxidoredutase 

(NGK1643) 

Não 

Aciclovir Antiviral 

Piruvato quinase 

(NGO1881) e 

Sucinato-CoA 

ligase 

(NGO0912) 

Sucinato-CoA 

ligase (NGK0888) 
Não 

Xantinol Vasodilatador ---- 

Oxoglutarato 

desidrogenase 

(NGK0882) 

Não 

Nicotinato de 

Inositol 
Vasodilatador ---- 

ATP sintetase 

(NGK2626) 
Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Auranofina Antirreumático ---- 
Peroxirredoxina 2 

(NGK0873) 
Sim (96) 

Meloxicam 
Anti-

inflamatório 

Fosfogluconato 

desidrogenase 

(NGO1914) 

---- Não 

Celebrex 
Anti-

inflamatório 
AC (NGO0574) ---- Sim (97) 

Ciprofloxacina Antibiótico 

Proteína de 

efluxo 

(NGO0395) 

---- Sim (98) 

Sulfanilamida Antibiótico ---- AC (NGK1348) Não 

Cefiderocol Antibiótico 

Proteína de 

membrana OprM 

(NGO1363) e 

Proteína de 

resistência 

MexB 

(NGO1364) 

Proteína de 

membrana OprM 

(NGK1596) 

Sim (99) 

Metocarbamol 
Relaxante 

muscular 
AC (NGO0574) ---- Não 
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Tabela 3.1. Descrição dos 57 fármacos resultantes da análise ConSurf: classe a que pertencem, 

respetivos alvos preditivos nas estirpes estudadas e informação sobre testagem prévia em N. 

gonorrhoeae (continuação). 

Fármaco Classe 
Alvo em Ng FA 

1090 

Alvo em Ng NCCP 

11945 

Testado 

em Ng 

Diazóxido 

Ativador de 

canais de 

potássio 

AC (NGO0574) ---- Não 

Deferoxamina Agente quelante 

Proteína integral 

da membrana 

(NGO1455) 

Proteína integral da 

membrana 

(NGK1718) 

Não 

Carboxina Antifúngico 

Sucinato 

desidrogenase 

(NGO0921) 

---- Não 

Ácido gadopentético 

Agente de 

contraste em 

ressonâncias 

magnéticas 

Fosfogluconato 

desidrogenase 

(NGO1914) 

---- Não 

 

 

3.1.4 Construção da lista final de fármacos com potencial atividade contra N. gonorrhoeae 

Após a comparação de domínios funcionais conservados, estabeleceu-se um conjunto de critérios 

adicionais que permitiram selecionar um grupo de fármacos cuja atividade in vitro contra N. 

gonorrhoeae fosse possível de determinar durante o período de desenvolvimento desta 

dissertação. Após a aplicação dos critérios descritos na secção 2.1.4 dos Materiais e Métodos 

(prioridade a fármacos não testados, boa capacidade técnica de avaliação em laboratório, exclusão 

de compostos com elevada toxicidade, representatividade, disponibilidade e facilidade de 

aquisição), apenas os seguintes 11 fármacos dos 57 previamente descritos foram selecionados 

para a fase experimental in vitro: dequalinio, doxorrubicina, tiabendazol, atovaquone, 

acetazolamida, benztiazida, amlodipina, topiramato, sulpirida, clomipramina e metformina. 

Destes 11 fármacos, apenas o dequalinio e a acetazolamida já tinham sido testados em N. 

gonorrhoeae. Todos os restantes fármacos, tanto quanto foi possível apurar nas pesquisas 
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bibliográficas efetuadas, nunca tinham sido testados em N. gonorrhoeae e estão a sê-lo pela 

primeira vez neste trabalho. 

 

3.2 Validação experimental in vitro 

Para a validação experimental da atividade in vitro dos fármacos selecionados pela estratégia de 

reposicionamento in silico, determinaram-se as suas CMIs contra N. gonorrhoeae ATCC 49226 

(secção 3.2.1), estirpe de referência para ensaios de suscetibilidade aos antimicrobianos. Os 

fármacos com CMI < 20 µM (após conversão a partir de µg/mL) foram considerados como 

potenciais agentes antimicrobianos, segundo critérios previamente estabelecidos na literatura 

(92). No caso dos fármacos que apresentaram CMI ≥ 20 µM, estes não foram excluídos, mas 

avaliou-se a sua possível atividade como adjuvantes da ação de antibióticos utlizados no 

tratamento de infeções por N. gonorrhoeae (secção 3.2.2). Os fármacos que promoveram uma 

redução da CMI do antibiótico de pelo menos 4x foram selecionados para efetuar ensaios de 

sinergismo pelo método de “Checkerboard” (secção 3.2.3) e para posterior avaliação da sua 

atividade adjuvante da ação de antibióticos num painel de 10 isolados clínicos de N. gonorrhoeae 

(secção 3.2.4). Por fim, para determinar se a ação adjuvante destes fármacos se deve a um efeito 

de inibição das bombas efluxo de N. gonorrhoeae, efetuaram-se ensaios de acumulação de 

brometo de etídio, um substrato comum de bombas de efluxo, por fluorometria em tempo real 

(secção 3.2.5). 

 

3.2.1 Determinação de concentrações mínimas inibitórias dos fármacos selecionados pelo 

método de reposicionamento in silico 

As CMIs dos 11 fármacos selecionados pela análise in silico foram determinadas pelo método de 

microdiluição, baseado no protocolo descrito por Foerster et al. (86). Testaram-se também os 

fármacos clorpromazina, tioridazina e verapamil, que apesar de não terem sido selecionados na 

análise da conservação dos resíduos funcionais, estão descritos na literatura como inibidores do 

metabolismo energético e de bombas de efluxo em várias espécies de bactérias e, até à data da 

elaboração desta dissertação, ainda não haviam sido testados em N. gonorrhoeae (49) (50) (83) 

(87) (88). A Tabela 3.2 apresenta as CMIs para estes fármacos na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 

49226. 

Para seleção dos fármacos mais promissores, seguiu-se o critério definido por Costa et al. (92), 

em que os fármacos com CMI < 20 µM foram considerados como potenciais agentes 

antimicrobianos, enquanto que aqueles que apresentaram CMI ≥ 20 µM não foram excluídos, mas 
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estudados como possíveis adjuvantes da ação de antibióticos utlizados no tratamento de infeções 

por N. gonorrhoeae.  

Dos 11 fármacos testados apenas a doxorrubicina e o dequalinio apresentaram uma CMI < 20 

µM, o que pelo critério acima definido, indica que estes compostos apresentam uma ação 

antimicrobiana em N. gonorrhoeae. O atovaquone e a tioridazina apresentaram uma CMI 

ligeiramente acima dos 20 µM o que significa que de acordo com este critério não são 

considerados agentes antimicrobianos. No entanto, sendo o valor de CMI tão próximo do “cutoff” 

de 20 µM para esta estirpe, pode ser possível que estes fármacos apresentem uma CMI inferior a 

este valor para outras estirpes de N. gonorrhoeae. 

No caso de acetazolamida, tiabendazol, benztiazida, amlodipina, topiramato, sulpirida, 

clomipramina, metformina, clorpromazina e verapamil, apresentaram valores de CMIs muito 

superiores a 20 µM, o que significa que não serão considerados como potenciais agentes 

antimicrobianos. Apesar disso, estes compostos podem ser adjuvantes de antibióticos e, portanto, 

também se prosseguiu com a avaliação do efeito destes fármacos na redução da CMI de 

antibióticos utilizados no tratamento de infeções por N. gonorrhoeae. 

 

3.2.2 Avaliação do efeito dos fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in 

silico sobre o valor de CMI de antibióticos  

De modo a avaliar o efeito dos 11 fármacos selecionados pela análise in silico nos valores de CMI 

de antibióticos, determinou-se a CMI dos mesmos na presença dos fármacos a ¼ da sua CMI. 

Utilizou-se esta concentração de fármacos de forma a não interferir na viabilidade celular de N. 

gonorrhoeae. Também se avaliou o efeito dos inibidores de efluxo clorpromazina, verapamil e 

tioridazina no valor de CMI de antibióticos. Os antibióticos testados e as categorias para o 

tratamento da gonorreia onde se incluem, de acordo com o ECDC, foram os seguintes: 

azitromicina, cefixima e ceftriaxona na categoria I; espectinomicina, penicilina, canamicina, 

gentamicina, ofloxacina e ciprofloxacina na categoria II; tetraciclina na categoria III.  A escolha 

destes antibióticos está relacionada com o facto de alguns deles serem atualmente usados e 

recomendados para o tratamento de N. gonorrhoeae (azitromicina, cefixima e ceftriaxona) e 

outros terem sido usados no passado para esse tratamento, mas abandonados mais tarde devido à 

emergência de resistências, ou serem atualmente menos utilizados (penicilina, tetraciclina, 

espectinomicina, ciprofloxacina, ofloxacina, canamicina e gentamicina).  

Os resultados para a estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 encontram-se apresentados na Tabela 

3.3. Os fármacos doxorrubicina, acetazolamida, atovaquone, amlodipina e sulpirida promoveram 
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uma redução da CMI de pelo menos 4x em antibióticos como a azitromicina, canamicina, 

penicilina, gentamicina e tetraciclina e foram, consequentemente, selecionados para efetuar 

ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard” e para posterior avaliação da sua possível 

atividade adjuvante num painel de isolados clínicos. 

 

Tabela 3.2. Valores de CMI dos fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in silico 

para N. gonorrhoeae ATCC 49226. 

Fármaco CMI (µg/mL) CMI (µM) 

Acetazolamida 256 1151,9 

Amlodipina 32 78,3 

Atovaquone 8 21,8 

Benztiazida 16 37,0 

Clomipramina 32 101,6 

Clorpromazina 16 50,2 

Dequalinio 8 17,5 

Doxorubicina 8 14,7 

Metformina >1024* >7927,9 

Sulpirida 256 749,8 

Tiabendazol 32 159,0 

Tioridazina 8 21,6 

Topiramato 128 377,2 

Verapamil 128 281,6 

*A concentração máxima que foi possível testar para a metformina foi 1024 µg/mL, concentração na qual 

N. gonorrhoeae ainda apresentava crescimento e, portanto, apenas foi possível determinar que o valor de 

CMI para este fármaco é superior a essa concentração. 
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Tabela 3.3. Valores de CMI de antibióticos na presença dos fármacos selecionados in silico e de clorpromazina, tioridazina e verapamil a ¼ da CMI em N. gonorrhoeae 

ATCC 49226. 

Ofl, ofloxacina; Azn, azitromicina; Km, canamicina; Pen, penicilina; Gtm, gentamicina; Tet, tetraciclina; Cip, ciprofloxacina; Cfm, cefixima; Cro, ceftriaxona; Sh, 

espectinomicina; Dox, doxorrubicina; Aceto, acetazolamida; Tbz, tiabendazol; Atv, atovaquone; Deq, dequalinio; Benz, benztiazida; Aml, amlodipina; Top, topiramato; Sul, 

sulpirida; Clo, clomipramina; Met, metformina; Cpz, clorpromazina; Vp, verapamil; Tz, tioridazina. Os valores a negrito indicam uma redução da CMI ≥ 4x.  

A
n

ti
b

ió
ti

co
 CMI (µg/mL) 

Sem 

Fármaco 
+Dox +Aceto +Tbz +Atv +Deq +Benz +Aml +Top +Sul +Clo +Met +Cpz +Vp +Tz 

Ofl 0,008 0,004 0,004 0,008 0,004 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,004 0,004 0,004 

Azn 0,25 ≤0,06 ≤0,06 0,125 ≤0,06 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,25 0,125 0,25 

Km 4 2 2 4 0,5 2 4 1 2 0,5 2 2 4 4 4 

Pen 0,25 ≤0,06 ≤0,06 0,5 0,25 0,125 0,25 0,5 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 

Gtm 1 0,25 0,25 1 1 1 1 1 0,5 0,5 2 1 1 1 1 

Tet 0,25 ≤0,06 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 

Cip 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002 

Cfm 0,00375 0,00375 0,00375 0,0075 0,00375 0,00375 0,00375 0,00375 0,00187 0,00375 0,00375 0,00375 0,00375 0,00375 0,00375 

Cro 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 

Sh 32 32 32 32 32 32 64 32 32 32 32 32 32 16 32 
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3.2.3 Ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard” 

Para os fármacos que promoveram uma redução de pelo menos 4x na CMI de antibióticos na estirpe N. 

gonorrhoeae ATCC 49226, foram realizados ensaios de sinergismo pelo método de “Checkerboard” 

para avaliar o tipo de interação entre o fármaco e o antibiótico.  Na Tabela 3.4, encontram-se os 

resultados dos ensaios de sinergismo realizados na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226. Observou-se 

um efeito sinérgico (FICI ≤ 0,5) da doxorrubicina com a penicilina, apresentando um valor de FICI ≤ 

0,5 para concentrações a ½ e ¼ da CMI. No entanto, as restantes combinações apresentaram ausência 

de interação (FICI = >0,5-4), o que pode indicar que o efeito destes fármacos na redução da CMI do 

antibiótico pode não resultar de um efeito sinérgico, mas de um efeito aditivo da ação dos dois 

compostos.   

 

Tabela 3.4. Valores de FICI correspondentes ao efeito de atovaquone, acetazolamida, doxorrubicina, 

amlodipina e sulpirida na CMI de antibióticos na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226. 

[Fármaco] 

[x CMI] 

FICI 

Azn Km Pen Gtm Tet 

Atv Aceto Dox Atv Sul Aml Atv Dox Aceto Dox Dox 

1 1,03 1,03 1,03 1,13 1,13 1,06 1,06 1,25 1,06 1,06 1,12 

1/2 1,00 0,75 0,53 0,75 1,02 0,63 0,56 0,50 0,75 0,56 1,00 

1/4 1,02 0,75 0,63 0,53 1,02 0,63 0,63 0,50 0,63 0,75 1,13 

1/8 1,02 1,03 0,63 0,53 1,02 0,63 0,63 0,63 0,63 1,06 1,13 

1/16 1,02 1,03 1,06 0,53 1,02 - 1,03 - 1,03 1,06 - 

1/32 1,02 1,03 - 0,53 1,02 - 1,03 - 1,03 - - 

1/64 1,02 - - - 1,02 - - - - - - 

Sinergismo: FICI ≤0,5. Antagonismo: FICI ≥ 4. Ausência de interação: FICI = 0,5-4,0 (89).  

Azn, azitromicina; Km, canamicina; Pen, penicilina; Gtm, gentamicina; Tet, tetraciclina; Atv, atovaquone; Aceto, 

acetazolamida; Dox, doxorrubicina; Aml, amlodipina; Sul, sulpirida. 
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3.2.4 Avaliação da atividade dos fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in 

silico em isolados clínicos de N. gonorrhoeae 

Depois de serem testados na estirpe de referência N. gonorrhoeae ATCC 49226, os fármacos 

selecionados na análise in silico e os compostos tioridazina, clorpromazina e verapamil foram testados 

contra um painel de 10 isolados clínicos com diferentes perfis de suscetibilidade aos antibióticos (Tabela 

2.1). 

 

3.2.4.1 Determinação dos valores de CMIs dos fármacos selecionados pelo método de 

reposicionamento in silico em isolados clínicos de N. gonorrhoeae. 

Tal como efetuado para a estirpe de referência N. gonorrhoeae ATCC 49226, foram determinadas as 

CMIs dos 11 fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in silico e da clorpromazina, 

tioridazina e verapamil para os 10 isolados clínicos em estudo. A Tabela 3.5 apresenta os valores de 

CMI obtidos para os fármacos estudados em cada isolado clínico de N. gonorrhoeae. Na maioria dos 

isolados clínicos, os valores de CMI dos fármacos foram quase sempre iguais ou superiores aos valores 

observados para a estirpe de referência. Em particular, os isolados clínicos com perfil XDR (12245 e 

12316) foram os que apresentaram valores de CMI mais elevados para todos os fármacos quando 

comparado com os valores obtidos para a estirpe de referência e para os restantes isolados clínicos. De 

facto, verificou-se que o valor de CMI correspondia ou era superior à concentração mais alta testada 

para cada fármaco. 

No entanto, também se verificou que alguns fármacos apresentaram uma CMI inferior à da estirpe 

ATCC 49226 para a maioria dos isolados clínicos. Este foi o caso da doxorrubicina e do dequalinio que 

apresentaram sempre valores de CMI iguais ou inferiores à da estirpe de referência (exceto nas estirpes 

12245 e 12316), o que corresponde a CMI < 20 µM e que reforça, assim, os resultados obtidos na estirpe 

ATCC 49226 que indicam que estes dois fármacos podem de facto atuar como agentes antimicrobianos. 

No extremo oposto, a metformina apresentou uma CMI superior à concentração máxima testada para 

todos os isolados clínicos. Também a sulpirida, o topiramato e o tiabendazol apresentaram valores de 

CMI elevados em todos os isolados testados. 

Para os restantes fármacos, obtiveram-se diversos valores de CMI, mas o atovaquone, a amlodipina, a 

clomipramina, a clorpromazina e a tioridazina apresentaram valores de CMI próximos da CMI da estirpe 

ATCC 49226 para a maioria dos isolados clínicos, com exceção dos isolados 12245 e 12316. 
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Tabela 3.5. Valores de CMI dos 11 fármacos selecionados in silico, clorpromazina, tioridazina e verapamil 

para a estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 e para os 10 isolados clínicos. 

F
á

rm
a
co

 

Estirpe e isolados clínicos de N. gonorrhoeae 

CMI (µg/mL) 

ATCC 

49226 
10042 10214 11530 11658 11693 12248 12245 12316 10314 10959 

Dox 8 8 8 2 8 4 8 >64 >64 4 8 

Aceto 256 32 256 32 512 512 512 >1024 >1024 256 128 

Tbz 32 >128 >128 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 128 

Atv 8 64 8 8 32 32 32 >64 >64 8 32 

Deq 8 2 8 1 4 4 8 64 64 4 8 

Benz 16 128 128 64 128 128 128 >128 >128 128 128 

Aml 32 64 32 8 32 32 16 256 256 32 32 

Top 128 >512 512 128 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 

Sul 256 512 >512 >512 512 512 512 >512 >512 512 512 

Clo 32 32 32 8 32 32 32 128 256 32 16 

Met >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 

Cpz 16 16 8 8 8 8 128 128 128 64 16 

Vp 128 128 64 64 64 64 64 >512 >512 256 256 

Tz 8 4 2 4 4 4 4 64 64 16 8 

Dox, doxorrubicina; Aceto, acetazolamida; Tbz, tiabendazol; Atv, atovaquone; Deq, dequalinio; Benz, 

benztiazida; Aml, amlodipina; Top, topiramato; Sul, sulpirida; Clo, clomipramina; Met, metformina; Cpz, 

clorpromazina; Vp, verapamil; Tz, tioridazina. 
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3.2.4.2 Avaliação do efeito dos fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in silico 

sobre o valor de CMI de antibióticos em isolados clínicos de N. gonorrhoeae 

Os fármacos acetazolamida, amlodipina, atovaquone, doxorrubicina e sulpirida, que apresentaram efeito 

significativo na redução de CMI (pelo menos 4×) de antibióticos na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 

49226, foram selecionados para avaliação do mesmo efeito nos isolados clínicos de N. gonorrhoeae. Os 

resultados encontram-se apresentados na Tabela 3.6. 

De todos os fármacos testados, apenas a acetazolamida e a amlodipina apresentaram efeito significativo 

(redução de pelo menos 4x) na CMI dos antibióticos. A acetazolamida apresentou esse efeito na 

azitromicina no isolado 12248, na gentamicina no isolado 11658 e na penicilina no isolado 11693. Já a 

amlodipina fê-lo na canamicina nos isolados XDR 12245 e 12316. Assim, estes resultados demonstram 

o potencial destes dois compostos para serem utilizados como adjuvantes de antibióticos, apesar de não 

terem demonstrado efeito antimicrobiano nos ensaios anteriores. 

Para avaliar se o efeito dos fármacos na redução da CMI dos antibióticos foi resultado da inibição da 

atividade de efluxo, realizaram-se ensaios de acumulação de brometo de etídio por fluorometria em 

tempo real. 

3.2.5 Avaliação da atividade de efluxo de N. gonorrhoeae por fluorometria em tempo real 

O método de fluorometria utilizado neste trabalho permite avaliar a atividade de efluxo de uma 

determinada estirpe bacteriana. Para tal, deteta-se a cinética de transporte de uma molécula fluorescente 

que seja substrato de bombas de efluxo, como por exemplo o brometo de etídio. Deste modo, é possível 

comparar a atividade de efluxo em diferentes estirpes bacterianas e avaliar o efeito de potenciais 

inibidores de efluxo (100) (101). Assim, utilizou-se o ensaio de acumulação de brometo de etídio, para 

determinar a capacidade de inibição da atividade de efluxo de cada fármaco em N. gonorrhoeae. Se um 

dado fármaco que teve efeito na redução da CMIs de um antibiótico, também aumentar a acumulação 

de brometo de etídio, então a diminuição da CMI poderá ser, pelo menos parcialmente, explicada pela 

inibição da atividade de efluxo. Por outro lado, caso o fármaco provoque diminuição da CMI do 

antibiótico, mas no ensaio de acumulação de brometo de etídio não demonstre capacidade de inibição 

do efluxo, então a redução da CMI do antibiótico na presença de fármaco será devida a outro(s) 

mecanismo(s) de resistência como por exemplo resistências cromossómicas ou plasmídicas. 

Estes ensaios foram efetuados na estirpe de referência N. gonorrhoeae ATCC 49226 e em dois isolados 

clínicos 10214 e 12245. O isolado 10214 foi selecionado, porque apresenta atividade de efluxo 

aumentada devido a uma mutação no gene mtrR que codifica para o regulador da bomba de efluxo 

MtrCDE (84), enquanto que o isolado 12245 foi escolhido por apresentar um fenótipo XDR.  
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Tabela 3.6. Valores de CMI de antibióticos na presença de fármacos selecionados, a ¼ da CMI, em isolados 

clínicos de N. gonorrhoeae.   

AB -/+ 

Far 

Isolados clínicos de N. gonorrhoeae 

CMI (µg/mL) 

10042 10214 11530 11658 11693 12248 12245 12316 10314 10959 

Azn 0,125 0,25 0,06 0,125 0,125 0,25 8 16 0,125 0,25 

+Atv 0,125 0,125 0,06 0,125 0,125 0,125 4 8 0,125 0,25 

+Dox 0,125 0,125 0,06 0,125 0,125 0,125 4 16 0,125 0,125 

+Aceto 0,125 0,25 0,06 0,125 0,125 ≤0,06 4 16 0,125 0,125 

Km 8 8 2 8 8 8 256 256 4 0,25 

+Atv 8 4 1 4 2 4 256 128 4 0,25 

+Aml 4 8 2 8 4 8 16 16 2 0,125 

+Sul 8 8 2 8 8 8 256 256 4 0,125 

Gen 4 2 1 2 2 2 64 32 8 2 

+Dox 4 1 0,5 2 1 2 64 16 4 2 

+Aceto 4 1 0,5 ≤0,06 1 2 32 32 4 1 

Pen 0,25 0,25 0,125 0,125 0,5 0,25 8 4 1 1 

+Dox 0,25 0,25 0,125 0,125 0,5 0,25 4 4 0,5 1 

+Aceto 0,25 0,125 0,125 0,125 ≤0,06 0,25 8 4 1 1 

Tet 0,125 0,125 8 8 0,25 0,5 2 16 2 0,5 

+Dox 0,125 0,125 8 4 0,125 0,25 2 16 2 0,25 

Dox, doxorrubicina; Aceto, acetazolamida; Atv, atovaquone; Aml, amlodipina; Sul, sulpirida; Tet, tetraciclina; 

Azn, azitromicina; Km, canamicina; Gen, gentamicina; Pen, penicilina; AB, antibiótico; Far, fármaco. Os valores 

a negrito indicam uma redução da CMI ≥ 4x.  
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3.2.5.1 Avaliação do efeito dos fármacos selecionados pelo método de reposicionamento in silico 

sobre o valor de CMI do brometo de etídio em N. gonorrhoeae 

Antes de iniciar os ensaios de fluorometria, foi necessário determinar a CMI do brometo de etídio para 

cada estirpe de N. gonorrhoeae em estudo, para garantir que a concentração selecionada para os ensaios 

fluorométricos não iria comprometer a viabilidade bacteriana. Também se avaliou o efeito dos 11 

fármacos selecionados pela análise in silico na redução da CMI do brometo de etídio. Os resultados 

apresentados na Tabela 3.7 mostram que a CMI do brometo de etídio é significativamente mais elevada 

(≥ 4×) nos isolados clínicos 10214 e 12245, comparativamente com a estirpe ATCC 49226, o que sugere 

que existe de facto uma atividade de efluxo aumentada nestes isolados de N. gonorrhoeae. Observou-se 

redução significativa (≥ 4×) da CMI do brometo de etídio na presença de doxorrubicina, atovaquone, 

dequalinium, amlodipina, clomipramina e verapamil para a estirpe ATCC 49226 e apenas na presença 

de amlodipina para os dois isolados clínicos (Tabela 3.7). 

 

3.2.5.2 Ensaio de acumulação de brometo de etídio 

Para avaliar a potencial atividade de inibição de efluxo dos 11 fármacos selecionados pela análise in 

silico, foi necessário efetuar um ensaio de acumulação com concentrações crescentes de brometo de 

etídio para determinar a concentração de equilíbrio entre o influxo e o efluxo deste composto na estirpe 

N. gonorrhoeae ATCC 49226 e nos isolados clínicos 10214 e 12245. Posteriormente, utilizou-se este 

valor de concentração nos ensaios de acumulação de brometo de etídio na presença dos 11 fármacos 

selecionados pela análise in silico e dos compostos clorpromazina, tioridazina e verapamil. A Figura 3.3 

apresenta gráficos representativos dos resultados obtidos nos ensaios de acumulação com concentrações 

crescentes de brometo de etídio para as três estirpes estudadas. 

Assim, foi possível observar que a concentração de equilíbrio (influxo = efluxo) de brometo de etídio 

foi de 1 µg/mL para a estirpe ATCC 49226 e de 2 µg/mL para os dois isolados clínicos. Este resultado 

está de acordo com as diferenças observadas na CMI do brometo de etídio (Tabela 3.7) e sugere que os 

isolados clínicos apresentam uma atividade de efluxo superior à da estirpe ATCC 49226.  
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Tabela 3.7. Valores de CMI do brometo de etídio na presença dos 11 fármacos selecionados na análise in 

silico e de clorpromazina, tioridazina e verapamil a ¼ da CMI para a estirpe N. gonorrhoeae ATCC49226 

e para os isolados clínicos 10214 e 12245. 

EtBr 

-/+ Fármaco 

Estirpe de N. gonorrhoeae 

CMI (µg/mL) 

ATCC 

49226 
10214 12245 

EtBr 4 16 64 

+ Dox 1 16 64 

+ Aceto 4 16 64 

+ Tbz 4 16 64 

+ Atv 1 16 64 

+ Deq 1 16 64 

+ Benz 4 8 64 

+ Aml 0,5 4 4 

+ Top 4 16 64 

+ Sul 4 16 64 

+ Clo ≤0,125 16 64 

+ Met 4 16 64 

+ Cpz 2 16 64 

+ Vp 1 16 64 

+ Tz 2 16 64 

EtBr, brometo de etídio; Dox, doxorrubicina; Aceto, acetazolamida; Tbz, tiabendazol; Atv, atovaquone; Deq, 

dequalinio; Benz, benztiazida; Aml, amlodipina; Top, topiramato; Sul, sulpirida; Clo, clomipramina; Met, 

metformina; Cpz, clorpromazina; Vp, verapamil; Tz, tioridazina.  Os valores a negrito indicam uma redução da 

CMI do brometo de etídio ≥ 4x.  
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Figura 3.3. Acumulação de concentrações crescentes de brometo de etídio na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 

49226 (0,06 a 8 µg/mL) e nos isolados clínicos 10214 e 12245 (0,125 a 16 µg/mL). A seta indica a concentração 

de equilíbrio de influxo/efluxo de EtBr. EtBr, brometo de etídio.  
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3.2.5.3 Ensaios de acumulação de brometo de etídio na presença de fármacos identificados pelo 

método de reposicionamento in silico  

Para avaliar o potencial efeito dos fármacos identificados pelo método de reposicionamento in silico na 

acumulação de brometo de etídio, efetuaram-se ensaios de acumulação na presença dos mesmos a ¼ da 

CMI para a estirpe de referência ATCC 49226 e para as estirpes clínicas 10214 e 12245. A concentração 

de brometo de etídio testada correspondeu à concentração de equilíbrio determinada previamente para 

cada estirpe de N. gonorrhoeae (Figura 3.3). A Figura 3.4 apresenta gráficos representativos dos 

resultados obtidos nestes ensaios para as três estirpes de N. gonorrhoeae estudadas. 

Por razões técnicas (interferência na leitura da fluorescência do brometo de etídio) não foi possível 

avaliar o efeito da doxorrubicina no efluxo das bactérias e, por essa razão, o resultado correspondente a 

este fármaco não se encontra apresentado na Figura 3.4. Analisando o efeito dos restantes fármacos, 

para a estirpe ATCC 49226 observa-se um aumento pouco significativo da acumulação de brometo de 

etídio na presença de qualquer um dos fármacos. No caso do isolado clínico 10214, não se observou 

qualquer efeito dos fármacos na acumulação deste composto. No caso do isolado 12245, a amlodipina 

foi o fármaco que provocou uma maior acumulação de brometo de etídio sendo que para os restantes 

fármacos o aumento da acumulação foi também pouco significativo. 

Para auxiliar a interpretação destes resultados, calculou-se o valor de RFF (Tabela 3.8). Na tabela é 

possível verificar que de acordo com o critério de interpretação do valor de RFF (92) descrito na secção 

2.2.7.2 de Materiais e Métodos, nenhum fármaco possui atividade de inibição de efluxo pois para todos 

eles o valor de RFF é <1. No entanto, podemos realçar que a amlodipina apresentou, para o isolado 

12245, um valor RFF de 0,74 e que, portanto, apesar de pelo critério definido se considerar que não tem 

atividade inibitória de efluxo, pode na verdade ter algum efeito, mesmo que pouco significativo. 
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Figura 3.4. Acumulação de brometo de etídio na presença de fármacos na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 

49226 e nos isolados clínicos 10214 e 12245. Aceto, acetazolamida; Tbz, tiabendazol; Atv, atovaquone; Deq, 

dequalinio; Benz, benztiazida; Aml, amlodipina; Top, topiramato; Sul, sulpirida; Clo, clomipramina; Met, 

metformina; Cpz, clorpromazina; Vp, verapamil; Tz, tioridazina. 
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Tabela 3.8. Valores de RFF dos fármacos testados nos ensaios de acumulação de brometo de etídio para as 

três estirpes de N. gonorrhoeae estudadas. 

Fármaco 
RFF por estirpe/isolado clínico de N. gonorrhoeae 

ATCC 49226 10214 12245 

Aceto 0,21 -0,08 -0,26 

Aml 0,21 -0,03 0,74 

Atv 0,14 -0,01 -0,09 

Benz 0,14 -0,15 -0,24 

Clo 0,21 0,03 0,18 

Cpz 0,29 -0,03 -0,62 

Deq 0,43 0,01 -0,24 

Met 0,43 -0,03 0 

Sul 0,21 -0,01 0,06 

Tbz 0,14 -0,03 -0,41 

Top 0,007 0 0,09 

Tz 0,14 0 0,21 

Vp -0,86 0,01 -0,59 

Os valores de RFF correspondem ao último ponto de leitura aos 30 minutos. Aceto, acetazolamida; Tbz, 

tiabendazol; Atv, atovaquone; Deq, dequalinio; Benz, benztiazida; Aml, amlodipina; Top, topiramato; Sul, 

sulpirida; Clo, clomipramina; Met, metformina; Cpz, clorpromazina; Vp, verapamil; Tz, tioridazina. 
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4 Discussão 

A problemática associada às IST e, em particular, às infeções por N. gonorrhoeae tem vindo a aumentar 

ao longo dos anos devido a fatores relacionados com as preferências sexuais, número de parceiros 

sexuais, aparecimento de tratamento antirretroviral para o VIH (que causou negligência no uso de 

métodos contracetivos), entre outros (4). Este aumento de casos não seria tão problemático se houvesse 

uma ampla gama de opções terapêuticas para tratar estas infeções. No entanto, desde a descoberta do 

primeiro fármaco utilizado no tratamento da gonorreia, a sulfanilamida em 1935, praticamente todas as 

opções terapêuticas introduzidas no mercado tiveram, eventualmente, de ser abandonadas devido à 

emergência de estirpes de N. gonorrhoeae resistentes que tornavam os agentes antimicrobianos 

ineficientes para o tratamento desta infeção nas doses recomendadas (9). Assim, de acordo com a OMS, 

o tratamento atual para a gonorreia utiliza, essencialmente, três fármacos - ceftriaxona ou cefixima e 

azitromicina - o que torna clara a urgente necessidade da descoberta de novas opções terapêuticas (24). 

Uma vez que o processo de desenvolvimento de um novo pode demorar até 16 anos e ter custos que 

podem chegar a cerca de 2,5 mil milhões de dólares (52), surgiram novos métodos, como o 

reposicionamento in silico utilizado neste trabalho, que permitem poupar tempo e dinheiro (o processo 

demora cerca de 6 anos e tem custos aproximados de 300 milhões de dólares).  De facto, as estratégias 

de reposicionamento de fármacos não se dedicam ao desenvolvimento de compostos novos, mas sim em 

procurar fármacos já aprovados para uso humano e utilizados no tratamento de outras doenças e que 

possam também ser direcionados para novas aplicações terapêuticas (70). O paradigma do 

reposicionamento de fármacos também foi aplicado em estudos  em N. gonorrhoeae, tendo sido 

identificados a salicilamida e os derivados do ácido antranílico (71) (72) (102). 

Nesta Dissertação, utilizou-se uma estratégia de reposicionamento in silico, desenvolvida em estudos 

anteriores (73) (83), para encontrar fármacos já aprovados para uso clínico e com potencial aplicação 

contra N. gonorrhoeae. Em particular, procuraram-se fármacos que pudessem atuar em proteínas 

envolvidas no metabolismo energético e transporte membranar, de forma a inibir, direta ou 

indiretamente, bombas de efluxo que conseguem exportar várias classes de antibióticos (macrólidos, β-

lactâmicos, fluoroquinolonas, quinolonas e tetraciclinas) para o exterior das células contribuindo assim 

de forma considerável para o desenvolvimento de resistências em N. gonorrhoeae (39) (40) (41) (42). 

A capacidade dos fármacos identificados para inibir o efluxo de N. gonorrhoeae foi também avaliado 

por fluorimetria em tempo real, neste trabalho. Os inibidores de efluxo apresentam um potencial 

interessante pois, ao inibir as bombas de efluxo, podem permitir que estirpes resistentes consigam 

retornar a um nível de suscetibilidade que viabilize o tratamento com antibióticos para as quais essas 

estirpes apresentavam resistências. A importância das bombas de efluxo para o desenvolvimento de 

resistência em N. gonorrhoeae foi demonstrada no isolado clínico H041 (resistente a ESC), em que a 



77 
 
 

perda da bomba MtrCDE permitiu aumentar a suscetibilidade às ESC 4 a 8 vezes (42). Assim, a 

descoberta e o desenvolvimento de inibidores de efluxo que atuem nas várias bombas de efluxo de N. 

gonorrhoeae pode permitir prevenir e combater a resistência a várias classes de antibióticos. 

A estratégia implementada neste trabalho permitiu identificar um total de 681 fármacos obtidos na 

primeira fase da análise in silico, dos quais se selecionaram 11 para validação in vitro, através da 

aplicação de vários critérios de seleção. Além desses 11 fármacos, foram também incluídos a 

clorpromazina, a tioridazina e o verapamil que apesar de não terem sido selecionados na análise da 

comparação dos domínios funcionais, são compostos importantes utilizados como inibidores de bombas 

de efluxo e do metabolismo energético em vários estudos com diferentes espécies bacterianas (87) (88) 

(49). Dos 14 fármacos testados, a acetazolamida, o atovaquone, o dequalinio, a doxorubicina, a 

amlodipina e a clomipramina destacaram-se com resultados mais promissores. 

 

4.1 Identificação de fármacos com atividade potencial contra N. gonorrhoeae através de uma 

estratégia de reposicionamento in silico 

A primeira fase deste estudo consistiu na utilização de uma estratégia de reposicionamento in silico com 

o objetivo de encontrar fármacos já aprovados para outras doenças e que pudessem ser potencialmente 

eficientes contra N. gonorrhoeae. Estes fármacos estão associados a alvos aprovados, homólogos de 

proteínas de N. gonorrhoeae.  Em particular, procuraram-se especificamente proteínas envolvidas no 

metabolismo energético e no transporte membranar. Estas proteínas poderão ser alvos atrativos porque 

estão associados à atividade de bombas de efluxo, por exemplo o sistema de efluxo MtrCDE, envolvido 

no desenvolvimento de resistências aos antimicrobianos em N. gonorrhoeae (93). Por exemplo, um 

estudo realizado por Golparian et al. demonstrou que a inativação de bombas de efluxo influenciou a 

suscetibilidade aos antibióticos em isolados clínicos de N. gonorrhoeae resistentes, conseguindo, em 

alguns casos, reverter a resistência desses isolados para um perfil de suscetibilidade de acordo com as 

“guidelines” para os “breakpoints” das CMIs (42). 

De facto, este método de reposicionamento in silico permitiu, num curto espaço de tempo identificar 

100 proteínas relacionadas com o metabolismo energético ou com o transporte membranar, 

potencialmente associadas a 681 fármacos. Após as diferentes etapas de análise in silico, selecionaram-

se 11 fármacos que formaram o primeiro grupo a ser objeto de avaliação in vitro. 

Assim, além de reduzir os custos financeiros e a duração da investigação e desenvolvimento, este 

método proporciona também uma ampla gama de fármacos possíveis de serem testados, com elevada 

probabilidade de se encontrar um fármaco promissor contra determinada infeção. 
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No entanto, não obstante as suas vantagens, este método possui algumas limitações que são importantes 

de reconhecer. Apesar das vantagens óbvias e já mencionadas anteriormente, os parâmetros de exclusão 

utilizados ao longo da análise in silico (ex.  valores de “cutoff” utilizados nas bases de dados DrugBank, 

STITCH e ConSurf) podem conduzir à rejeição de alguns alvos homólogos e, consequentemente, de 

alguns fármacos associados. Além disso, as bases de dados disponíveis não possuem todas a mesma 

informação e, portanto, se apenas se utilizar uma base de dados na pesquisa existe sempre um risco 

inerente de não detetar alguns alvos e/ou fármacos. 

Outro aspeto tem a ver com a capacidade de testar todos os fármacos identificados. Se tal não for possível 

(por razões de disponibilidade financeira, técnica ou de recursos humanos) e se for necessário aplicar 

critérios de seleção, como foi o caso deste trabalho, existe sempre a possibilidade de se excluir fármacos 

que, quando testados in vitro, apresentariam resultados promissores. Assim sendo, o ideal seria, caso 

fosse possível, testar todos os fármacos detetados na pesquisa in silico (no caso deste trabalho os 681 

fármacos detetados inicialmente) garantindo que nenhum fármaco com atividade potencial contra N. 

gonorrhoeae seria excluído. 

Apesar destas limitações, este método é uma ótima ferramenta para tentar encontrar novos fármacos 

para várias doenças, tal como demonstrado neste trabalho onde se obtiveram resultados promissores 

para alguns fármacos, que serão discutidos na secção seguinte. 

 

4.2 Avaliação da atividade in vitro dos fármacos selecionados pela estratégia de 

reposicionamento in silico 

Após a análise in silico obtivemos um grupo de 11 fármacos (acetazolamida, amlodipina, doxorrubicina, 

tiabendazol, benztiazida, dequalinio, topiramato, metformina, sulpirida, clomipramina e atovaquone) 

cuja atividade in vitro foi avaliada numa estirpe de referência e em vários isolados clínicos de N. 

gonorrhoeae. Esta avaliação permitiu determinar se estes fármacos com atividade preditiva contra N. 

gonorrhoeae apresentam atividade in vitro contra estas bactérias. Inicialmente, determinaram-se as 

CMIs dos 11 fármacos contra uma estirpe de referência N. gonorrhoeae ATCC 49226, recomendada 

como estirpe de controlo de qualidade para ensaios de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo CLSI. 

Entre os fármacos testados, apenas a doxorrubicina apresentou uma CMI < 20 µM, o que de acordo com 

outros estudos (92) sugere que este composto poderá ser um potencial agente antimicrobiano. Os 

restantes fármacos que apresentaram uma CMI ≥ 20 µM, não foram excluídos e continuou-se o seu 

estudo como possíveis adjuvantes da ação de antibióticos. Os fármacos que promoveram a redução da 

CMI de antibióticos na estirpe ATCC 49226 foram selecionados para ensaios equivalentes num painel 
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de 10 estirpes clínicas. Por fim, avaliou-se a capacidade de todos os fármacos estudados para inibir 

atividade de efluxo de N. gonorrhoeae através de ensaios de acumulação de brometo de etídio. 

Nos parágrafos seguintes, discutir-se-ão os resultados da avaliação in vitro obtidos para cada um dos 

fármacos testados.  

 

4.2.1 Acetazolamida  

Este fármaco é utilizado no tratamento de edema, epilepsia centroencefálica e do glaucoma e atua ao 

nível das anidrases carbónicas (ACs) que têm como função a hidratação do dióxido de carbono (CO₂) 

para bicarbonato e protões (iões H⁺) gerando uma base fraca e um ácido muito forte. Esta reação é crucial 

para vários processos fisiológicos constituindo a base para a regulação do pH na maioria dos organismos, 

está também associada a outros processos como o metabolismo, a adaptação do organismo a vários 

nichos e, no caso dos organismos patogénicos, atua também como fator de virulência. Foram já descritas 

oito famílias de AC: α-, β-, γ-, δ-, ζ-, η, θ, e ι-CA sendo que as bactérias codificam as α, β, γ e ι-AC e N. 

gonorrhoeae, em particular codifica a AC α. Dos vários mecanismos de ligação e inibição das ACs, a 

acetazolamida liga-se ao ião Zn (II) do local ativo da AC, inibindo esta enzima e, consequentemente, 

todos os processos fisiológicos associados (103) (104). Neste trabalho, a acetazolamida apresentou 

efeito tanto na estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 como em alguns isolados clínicos quando conseguiu 

reduzir significativamente (≥ 4×) a CMI de vários antibióticos. No entanto, a CMI da acetazolamida foi 

elevada para a maioria das estirpes estudadas (concentrações entre 128 e ≥1024 µg/mL). Apenas se 

observou um valor mais baixo (32 µg/mL) nos isolados clínicos 10042 e 11530. Um estudo realizado 

por Nafi et al. (95) também demonstrou uma grande variabilidade nas CMIs da acetazolamida (entre 20 

e 80 µg/mL) para diferentes estirpes de N. gonorrhoeae ATCC (95). Estes autores também 

demonstraram que estas estirpes de N. gonorrhoeae possuíam ACs ativas. Em contraste, estudos 

realizados com outros géneros de bactérias, sem atividade detetável das suas ACs, revelaram que a 

acetazolamida não inibiu o crescimento das bactérias, o que demonstra que a atividade deste composto 

depende da existência das ACs (105)(106). 

Assim, hipóteses possíveis para os resultados obtidos podem ser as seguintes: (i) os valores mais 

elevados de CMI podem resultar de mecanismos de sobre-expressão de ACs, levando à necessidade de 

maiores concentrações do fármaco para se conseguir inibir o crescimento das bactérias (ii)  atividade 

reduzida das ACs que, deste modo, não são inibidas pelo fármaco (iii) baixa permeabilidade das estirpes 

em estudo para este fármaco, não permitindo a sua entrada nas células (iv) atividade de efluxo 

responsável por expulsar o composto das células impedindo que este atue nas AC’s. 
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No entanto, a acetazolamida conseguiu reduzir as CMIs da azitromicina, penicilina e gentamicina na 

estirpe de referência e em alguns isolados clínicos. Em particular, é importante destacar que na estirpe 

de referência e no isolado 11693, que apresentaram respetivamente uma CMI de 0,25 e 0,5 µg/mL para 

a penicilina (perfil de “suscetível, exposição aumentada”), a combinação com acetazolamida permitiu a 

redução da CMI para ≤ 0,06 µg/mL, o que corresponde um perfil de “suscetível” de acordo com as 

“guidelines” do EUCAST (85). É de realçar que a penicilina é um fármaco histórico no tratamento destas 

infeções, tendo sido posteriormente abandonada devido às resistências que emergiram. Também o efeito 

na azitromicina é muito importante uma vez que este é um dos fármacos de categoria I utilizados, 

atualmente, no tratamento de infeções por N. gonorrhoeae (107). Recentemente, demonstrou-se que 

derivados da acetazolamida apresentaram CMIs 8 a 16× mais baixas que a da acetazolamida contra N. 

gonorrhoeae (108). Assim, os estudos acima citados reforçam os resultados obtidos neste trabalho e 

demonstram que a acetazolamida é um composto claramente promissor para o desenvolvimento de 

futuros fármacos eficazes contra estirpes de N. gonorrhoeae resistentes aos antibióticos. 

 

4.2.2 Atovaquone 

O atovaquone é um parasiticida usado no tratamento da malária e da pneumocistose que inibe 

seletivamente o transporte de eletrões através do complexo bc1 do citocromo mitocondrial do parasita 

e colapsa o potencial da membrana mitocondrial. N. gonorrhoeae possui, na sua membrana interna, um 

sistema de transporte de eletrões a partir do complexo citocromo bc1 para o terminal da oxidase 

citocromo cbb3 que é essencial para a síntese de ATP (109) (110) (111). Desta forma, é expectável que 

o atovaquone atue também no complexo bc1 de N. gonorrhoeae, uma vez que o alvo preditivo neste 

trabalho é o citocromo B no qual se inclui o complexo bc1, inibindo assim o crescimento das bactérias. 

De facto, este fármaco apresentou valores de CMI mais baixos que a acetazolamida (8-32 µg/mL) tanto 

na estirpe de referência como na maioria dos isolados clínicos. Este fármaco permitiu também reduzir 

significativamente a CMI da gentamicina e da canamicina na estirpe de referência e a CMI da 

canamicina no isolado 11693. Tal como se verificou com a acetazolamida, é importante realçar o efeito 

do atovaquone na redução da CMI da azitromicina devido à importância deste fármaco no tratamento 

atual da gonorreia. 

Um estudo de reposicionamento de fármacos realizado na área do cancro identificou também o 

atovaquone como fármaco promissor para inibir o complexo bc1 do citocromo de células tumorais, de 

forma a prevenir a expansão das “Cancer Stem-like Cells” e do crescimento do tumor (112). No entanto, 

demonstrou-se que o atovaquone, apesar de ser um composto efetivo, não é apropriado para regimes de 

monoterapia devido ao risco elevado de desenvolvimento de resistências. De facto, no caso do 

tratamento da malária, este fármaco é administrado em combinação com proguanil (109). Assim, apesar 
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dos resultados promissores que este fármaco apresentou neste trabalho, poderá ser relevante avaliar o 

risco de aquisição de resistências em N. gonorrhoeae e ponderar a sua utilização apenas em regimes de 

terapia combinada. 

 

4.2.3 Dequalinio 

O dequalinio é um antisséptico e antimicrobiano que atua em bactérias de coloração Gram positiva e 

negativa, leveduras e protozoários, causando o aumento da permeabilidade celular com subsequente 

perda da atividade enzimática. Atua também ao nível das proteínas e ácidos nucleicos causando a 

desnaturação das proteínas, a paragem da síntese proteica nos ribossomas e a precipitação do ácido 

nucleico. Devido aos múltiplos modos de ação deste fármaco, pensa-se que o desenvolvimento de 

resistência será pouco provável (113). Assim, devido à sua ação antimicrobiana, seria de esperar que 

este fármaco conseguisse inibir o crescimento de N. gonorrhoeae. De facto, para a maioria das estirpes 

testadas, o dequalinio apresentou valores de CMI baixas (entre 1 e 8 µg/mL), exceto para os isolados 

clínicos 12245 e 12316 (64 µg/mL). Isto é particularmente importante para as estirpes mais resistentes, 

pois mesmo que estas apresentem resistência a um ou vários dos mecanismos de ação do dequalinio, a 

inibição do crescimento bacteriano pode na mesma ser atingida através de um dos outros mecanismos 

disponíveis. Num trabalho realizado por Mohsen et al. o dequalinio apresentou também valores de CMI 

iguais ou inferiores a 16 µg/mL para as duas estirpes em estudo (93), o que reforça os resultados obtidos 

neste trabalho. No entanto, não se observou efeito do dequalinio na CMI de nenhum dos antibióticos 

testados. É possível que isto se deva ao facto de o dequalinio ser substrato de bombas de efluxo, e de o 

alvo preditivo do fármaco neste estudo ser precisamente uma bomba de efluxo de membrana (93). Desta 

forma, o composto poderá ser expulso das células não atingindo a concentração necessária para se 

observar um efeito na CMI do antibiótico. Apesar disso, dado que o dequalinio foi, dos fármacos 

testados, aquele que apresentou os valores de CMI mais baixos, seria interessante continuar a estudá-lo, 

nomeadamente para esclarecer o seu modo de ação em N. gonorrhoeae e, eventualmente, para 

desenvolver derivados que apresentem menor afinidade para as bombas de efluxo e que possuam maior 

efeito adjuvante na atividade dos antibióticos utilizados no tratamento destas infeções. 

 

4.2.4 Doxorrubicina 

A doxorrubicina é um fármaco utilizado no tratamento do cancro que atua intercalando-se nos pares de 

bases do ADN, causando a quebra das cadeias de ADN e a inibição tanto da síntese de ADN como de 

ARN (114). Desta forma, poderíamos também assumir que a doxorrubicina consegue intercalar-se no 

ADN bacteriano, inibindo N. gonorrhoeae. No entanto, neste trabalho, o alvo preditivo da doxorrubicina 
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é a NADH desidrogenase. A ação deste fármaco na desidrogenase é responsável no corpo humano por 

potenciar a formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) que contribuem para os efeitos secundários 

cardiotóxicos da doxorrubicina. Estas ROS podem então causar stress oxidativo na bactéria e levar à sua 

morte (115). Assim, podemos também assumir que este possa ser um dos mecanismos de ação da 

doxorrubicina em N. gonorrhoeae, responsável pelos resultados obtidos neste trabalho. De facto, a 

doxorubicina apresentou valores de CMI baixos (2 a 8 µg/mL) na maioria das estirpes em estudo e mais 

elevadas nos isolados 12245 e 12316 (>64 µg/mL). Além disso, a doxorrubicina reduziu 

significativamente a CMI da penicilina, gentamicina, tetraciclina e azitromicina na estirpe de referência 

ATCC 49226. Em particular, observou-se um efeito semelhante ao obtido com a acetazolamida, em que 

a redução da CMI (de 0,5 µg/mL para ≤ 0,06 µg/mL) da penicilina na presença de doxorrubicina 

correspondeu à passagem do perfil de “suscetível, exposição aumentada” para suscetível, de acordo com 

as “guidelines” do EUCAST (85). Além disso, a combinação doxorrubicina e penicilina foi a única que 

apresentou uma interação sinérgica (FICI ≤ 0,50). Estes resultados preliminares indicam que a 

doxorrubicina apresenta características promissoras que podem ser exploradas em estudos futuros para 

o tratamento de N. gonorrhoeae. No entanto, é importante realçar que este fármaco pode produzir efeitos 

secundários graves, nomeadamente, efeitos cardiotóxicos. De facto, a doxorrubicina surgiu em 1939 

como antibiótico, mas devido à sua elevada toxicidade a sua utilização apenas foi implementada em 

1960, quando se descobriu as suas propriedades antitumorais (116) (117). Mais tarde, constatou-se que 

a encapsulação do fármaco em lipossomas pode reduzir os seus efeitos tóxicos sem diminuir a sua 

eficácia (118). Assim, desenvolveram-se outros estudos que exploraram o uso da doxorrubicina no 

tratamento de doenças infeciosas. Um deles pretendia utilizar a doxorrubicina para o tratamento da 

leishmaniose visceral recorrendo precisamente à encapsulação do fármaco em lipossomas como forma 

de tratamento. De facto, demonstrou-se que a doxorrubicina possuía uma elevada atividade contra a 

leishmaniose, uma importante doença causada por parasitas protozoários (117). Um estudo recente 

testou vários compostos contra o SARS-CoV-2 (COVID-19) sendo que a doxorrubicina foi o fármaco 

que apresentou maior interação com a proteína “Spike” do vírus indicando que a mesma pode inibir a 

proteína viral e, consequentemente, evitar o acesso do vírus às células hospedeiras (118). 

Os resultados apresentados nesta dissertação, bem como os estudos anteriormente descritos, 

demonstram o potencial da doxorrubicina enquanto antimicrobiano para o tratamento de infeções e o 

uso deste fármaco para o tratamento de N. gonorrhoeae como uma hipótese a ser explorada no futuro. 

Contudo, é importante ter em conta os efeitos tóxicos severos deste fármaco e, portanto, tentar reduzir 

essa toxicidade, por exemplo recorrendo a tecnologia de nanopartículas, ou através da criação de 

derivados que consigam minimizar esses efeitos secundários sem, no entanto, comprometer a eficácia 

do fármaco. 



83 
 
 

4.2.5 Amlodipina 

A amlodipina é um vasodilatador que atua nos canais de cálcio reduzindo a pressão arterial, levando ao 

relaxamento do músculo liso com consequente vasodilatação (119). 

Neste trabalho, os alvos preditivos da amlodipina são as AC e não os canais de cálcio. No entanto, um 

estudo realizado por Puscas et al. chegou à conclusão de que este fármaco era também um forte inibidor 

da AC I em humanos. Assim, este estudo concluiu que a amlodipina poderia ter uma dupla ação: o 

primeiro mecanismo consistia na sua ação ao nível dos canais de cálcio (como já se sabia) e o segundo 

mecanismo (proposto nesse trabalho) consistia em inibir a AC I presente no músculo liso (120). A 

possível ação da amlodipina nas ACs pode então ajudar a explicar os resultados obtidos neste trabalho 

se assumirmos que, uma vez que este fármaco atua nas ACs humanas, também o possa fazer nas de N. 

gonorrhoeae. De facto, este fármaco apresentou valores de CMI relativamente baixos na estirpe de 

referência e na maioria dos isolados clínicos (8 a 64 µg/mL) e mais elevados nos isolados XDR 12245 

e 12316 (256 µg/mL). Além disso, este fármaco conseguiu reduzir significativamente a CMI da 

canamicina na estirpe de referência e também nos isolados clínicos XDR 12245 e 12316. Assim, este 

efeito inibitório poderá ser resultado da ação da amlodipina nas ACs de N. gonorrhoeae. No entanto, os 

dois isolados clínicos XDR apresentaram, como referido, CMIs mais elevadas. Desta forma, e como já 

proposto para outros fármacos, poder-se-ão desenvolver derivados da amlodipina com uma afinidade e 

potência maiores para as ACs de N. gonorrhoeae de forma a reduzir ainda mais as concentrações 

necessárias para inibir o crescimento da bactéria, principalmente nas estirpes MDR e XDR. Além disso, 

estes derivados poderão também permitir um efeito adjuvante com outros antibióticos para além da 

canamicina. 

 

4.2.6 Clomipramina 

Este fármaco é utilizado no tratamento do transtorno obsessivo-compulsivo. Este fármaco inibe a 

recaptação de serotonina devido a uma forte afinidade para o seu transportador. Isto resulta num aumento 

da transmissão serotoninérgica, potencializando os seus efeitos (121). Neste trabalho, o alvo preditivo 

da clomipramina em N. gonorrhoeae são também dois transportadores (NGFG_01564 e NGFG_01192), 

mas estes não estão totalmente caracterizados. Tal como na amlodipina, este fármaco apresentou valores 

de CMI entre 8 e 32 µg/mL na maioria das estirpes e mais elevados nos isolados 12245 e 12316 (128 e 

256 µg/mL, respetivamente). Pode-se propor que, apesar de se desconhecer qual o papel dos 

transportadores alvo deste fármaco em N. gonorrhoeae, estes poderão desempenhar uma função 

importante para a bactéria, tal como o transportador de serotonina em humanos, e que a sua inibição 

tenha impacto na viabilidade de N. gonorrhoeae. 
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Estudos demonstraram que a clomipramina produz uma interação de sinergia quando em combinação 

com outros antibióticos, como por exemplo a tetraciclina em Staphylococcus epidermidis. No entanto, 

esse mesmo estudo demonstrou que este fármaco não produziu efeito em E. coli e Pseudomonas 

aeruginosa (122), o que está de acordo com os resultados obtidos neste trabalho em que não ocorreu 

efeito da clomipramina na CMI de antibióticos em N. gonorrhoeae. Apesar disso, este fármaco 

demonstrou, neste trabalho, alguns resultados interessantes para potencial uso em monoterapia devido 

aos valores baixos de CMIs. Adicionalmente, devido às evidências na literatura de que a clomipramina 

poderá ser adjuvante da ação de antibióticos em algumas espécies bacterianas, talvez seja possível 

melhorá-la de forma a torná-la mais ativa em N. gonorrhoeae e com capacidade de produzir sinergia 

com a ação de antibióticos. Entender qual ou qual(is) os transportadores(es) alvo da clomipramina em 

N. gonorrhoeae pode ajudar a atingir esses objetivos. 

 

4.2.7 Metformina 

A metformina é o fármaco de primeira linha para o tratamento da diabetes tipo 2 devido ao seu efeito 

na redução dos níveis de glucose no sangue, perfil de segurança bem estabelecido e custo relativamente 

baixo. Esta diminuição dos níveis de glicose é mediada, principalmente, pela inibição da gliconeogénese 

hepática (123). Desde 2005, que a metformina tem vindo a ser estudada em vários trabalhos de 

reposicionamento de fármacos para o tratamento do cancro, doenças cardíacas e renais, entre outras, 

com alguns resultados promissores (124) (125) (126). No entanto, de todos os fármacos testados neste 

trabalho, a metformina foi aquela que apresentou os piores resultados de atividade in vitro contra N. 

gonorrhoeae. A CMI para este fármaco foi superior a 1024 µg/mL para a estirpe de referência e todos 

os isolados clínicos estudados e não teve nenhum efeito significativo na CMI de nenhum dos antibióticos 

testados. Este fármaco foi selecionado pela análise realizada na ConSurf, o que significa que o alvo 

preditivo deste fármaco em N. gonorrhoeae tinha uma homologia igual ou superior a 60% com o seu 

alvo homólogo, e que, portanto, haveria uma maior probabilidade de o fármaco manter a afinidade pelo 

alvo em N. gonorrhoeae. No entanto, a atividade in vitro de um fármaco depende de outros fatores tais 

como baixa permeabilidade, atividade de bombas de efluxo, menor afinidade para o seu alvo, que podem 

assim ter contribuído para a ausência de efeito da metformina verificada neste trabalho. 

 

4.2.8 Topiramato 

O Topiramato é um antiepilético utilizado em monoterapia ou como adjuvante no tratamento de doentes 

com epilepsia e enxaquecas. Este fármaco atua bloqueando os canais de sódio dependentes de voltagem, 

o que provavelmente leva ao controlo das despolarizações durante uma convulsão. O topiramato 
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aumenta também a atividade do recetor GABAA, o que aumenta os seus efeitos inibitórios (127) (128). 

Existem evidências de que este fármaco é um fraco inibidor das ACs, apesar de possuir uma estrutura 

semelhante às mesmas, e de desempenhar um papel pouco claro ao nível das ACs na prevenção de 

enxaquecas (128) (129). Este facto é importante para este trabalho, pois a CMI do topiramato foi elevada 

para todas as estirpes (≥ 512 µg/mL, exceto para a estirpe de referência e o isolado 11530 onde a CMI 

foi de 128 µg/mL). Adicionalmente, não se observou efeito do topiramato nas CMIs dos antibióticos 

testados em nenhuma das estirpes. Estes resultados poderão ser explicados precisamente pelo facto do 

topiramato ser um fraco inibidor das ACs, alvos preditivos deste composto em N. gonorrhoeae pela 

análise in silico (101, 102). Desta forma, o topiramato poderá não ser a melhor solução no tratamento 

de infeções por N. gonorrhoeae, a não ser que se desenvolvam derivados deste composto com maior 

afinidade para as ACs e, portanto, com maior atividade potencial contra N. gonorrhoeae. 

 

4.2.9 Sulpirida 

A sulpirida é um antipsicótico antagonista seletivo da dopamina D2 e D3 usado no tratamento da 

esquizofrenia, neurose e depressão (130). Tal como a metformina, este fármaco apresentou valores de 

CMI elevados em todas as estirpes (256 µg/mL na estirpe de referência e ≥ 512 µg/mL nos isolados 

clínicos). No entanto, a sulpirida reduziu significativamente a CMI da canamicina na estirpe de 

referência. Estes resultados sugerem que a sulpirida não é indicada para uso em regime de monoterapia, 

mas que o seu efeito adjuvante da ação de antibióticos pode ser explorado para a criação de derivados 

da sulpirida mais indicados para uma possível terapia combinada. 

Além do seu uso no tratamento das doenças acima descritas pouco mais se sabe sobre outras utilidades 

da sulpirida para além do possível reposicionamento para o tratamento do cancro (131) e, portanto, mais 

estudos serão necessários de forma a obter mais dados sobre as potenciais utilidades deste fármaco. 

 

4.2.10 Tiabendazol 

O tiabendazol é um parasiticida cujo mecanismo de ação ainda não é totalmente conhecido. No entanto, 

sabe-se que atua ao nível da fumarato redutase (FR), inibindo a produção de ATP (132). O alvo preditivo 

do tiabendazol em N. gonorrhoeae, identificado neste trabalho, foi a succinato desidrogenase (SD). Um 

estudo realizado por Armson et al. sobre o efeito deste fármaco na FR e na SD em Strongyloides ratti 

(parasita gastro intestinal) mostrou que a FR era mais sensível à inibição pelo tiabendazol do que a SD 

(133). A menor sensibilidade da SD ao tiabendazol pode explicar o facto de que, neste trabalho, todas 

as estirpes apresentarem valores de CMI elevadas (≥ 128 µg/mL), exceto a estirpe de referência (32 
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µg/mL). Isto significa que o efeito inibitório originado pela ação do tiabendazol neste alvo em N. 

gonorrhoeae é baixo. Outras razões para explicar os resultados aqui obtidos podem ser a baixa 

permeabilidade das células a este fármaco, o efluxo do mesmo para o exterior das células ou a sua 

degradação enzimática. No entanto, sabendo que o efeito do tiabendazol na FR é superior ao seu efeito 

na SD uma hipótese seria sintetizar derivados com maior afinidade para a FR de N. gonorrhoeae e, 

assim, aumentar a suscetibilidade da bactéria a este fármaco. 

 

4.2.11 Benztiazida 

A benztiazida é um anti-hipertensivo cuja ação se julga ser exercida através do seu efeito nas ACs no 

músculo liso ou por ação nos canais de potássio ativados por cálcio (134). Na análise in silico, o alvo 

preditivo da benztiazida em N. gonorrhoeae são as ACs. Assim, é surpreendente que os valores de CMI 

da benztiazida neste trabalho tenham sido elevadas na maioria das estirpes (≥ 128 µg/mL) e sem se 

observar efeito deste composto na redução da CMI em nenhum dos antibióticos testados. Algumas 

explicações para estes resultados poderão ser degradação enzimática do fármaco, baixa permeabilidade 

da parede celular das bactérias que limita a entrada do composto, atividade de efluxo ou baixa afinidade 

para o alvo em N. gonorrhoeae.  

 

4.2.12 Verapamil, tioridazina e clorpromazina 

O verapamil é um antiarrítmico que inibe os canais de cálcio do tipo L no músculo liso vascular e do 

miocárdio. A tioridazina é um antipsicótico que bloqueia os recetores de dopamina D1 e D2 no cérebro. 

A clorpromazina é um antipsicótico que atua num conjunto variado de recetores no cérebro (135) (136) 

(137). Estes fármacos, apesar de não terem sido selecionados após a análise dos domínios funcionais 

pela ConSurf, foram incluídos na fase laboratorial deste trabalho por serem fármacos classicamente 

utilizados como inibidores do metabolismo energético e de bombas de efluxo em outras bactérias tais 

como E. coli, S. aureus e Mycobacterium tuberculosis (49) (50) (51) (138) (139) (87) (88). 

Neste trabalho, a tioridazina e a clorpromazina apresentaram valores de CMI baixas na maioria das 

estirpes (2 a 64 µg/mL para a tioridazina e 8 a 64 µg/mL para a clorpromazina). No entanto, observaram-

se valores de CMI mais elevados (128 µg/mL) para a clorpromazina em três isolados clínicos (11693, 

12245 e 12316). Assim, podemos concluir que apesar de um fármaco não ser selecionado na análise de 

domínios funcionais por se encontrar associado a um alvo homólogo com semelhança inferior a 60% ao 

alvo em N. gonorrhoeae, não impede que esse fármaco seja capaz de produzir um efeito inibitório no 

organismo em estudo. Isso pode acontecer porque, por exemplo, o fármaco pode ter mais do que um 
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alvo em N. gonorrhoeae e aquele que foi identificado pela análise in silico pode não ser o alvo principal. 

Por outro lado, o verapamil apresentou CMIs entre 64 e ≥ 512 µg/mL, demonstrando assim um efeito 

inibitório mais reduzido. Este composto teve efeito na redução da CMI do brometo de etídio na estirpe 

de referência N. gonorrhoeae ATCC 49226, o que sugere inibição da atividade de efluxo. No entanto, 

nenhum destes três fármacos apresentou efeito na redução de CMI para nenhum dos antibióticos 

testados, ao contrário do que se encontra descrito para outras espécies bacterianas (87) (88) (49) (50). 

No futuro, serão necessários mais estudos para esclarecer se estes compostos ou os seus derivados terão 

potencial como agentes antimicrobianos ou como adjuvantes da ação de antibióticos no tratamento de 

infeções por N. gonorrhoeae.  
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5 Conclusão 

N. gonorrhoeae é cada vez mais uma preocupação global devido ao elevado número de infeções que 

causa anualmente. Em 2016, foram detetados quase 87 milhões de novos casos no mundo e, em 2018, 

cerca de 100 mil casos na Europa, segundo o ECDC. Estes números serão, certamente, superiores na 

realidade uma vez que, principalmente em países pobres e com poucos recursos, a doença não é 

notificada ou detetada devido à ausência de métodos de diagnóstico apropriados (6). 

Uma vez que ainda não existe vacinação, o controlo desta doença passa pela existência de medidas 

preventivas, vigilância epidemiológica e pela utilização de uma terapêutica antimicrobiana eficiente. No 

entanto, N. gonorrhoeae tem apresentado uma capacidade muito grande ao longo dos tempos para a 

aquisição de resistências aos fármacos introduzidos no seu tratamento. Desta forma, e de acordo com o 

recomendado pela OMS, o tratamento atual é limitado a três fármacos - ceftriaxona ou cefixima e 

azitromicina - para os quais também têm vindo a haver aumentos nos seus valores de CMI, com relatos 

de estirpes XDR (H041) e falhas de tratamento a ocorrer em alguns países (24) (140) (141) (142) (143) 

(144). 

Em Portugal, como no resto do mundo, o número de casos também tem vindo a aumentar e, em 2018, 

foram registados 2190 casos de acordo com dados do site do Ministério da Saúde 

(https://transparencia.sns.gov.pt/) (145). 

Desta forma, a procura por novas opções terapêuticas é cada vez mais urgente, mas o processo de 

desenvolvimento de um novo fármaco demora geralmente entre 11 e 16 anos e, muitas vezes, não resulta 

em nenhum que seja aceite pelas entidades reguladoras e, consequentemente, comercializado. 

Assim, surgiram novas estratégias de desenvolvimento de fármacos, nomeadamente o reposicionamento 

in silico que permite poupar tempo e recursos do processo de desenvolvimento e comercialização de 

novos fármacos, pois este processo foca-se na descoberta de novas aplicações de fármacos já aprovados 

para uso humano. Deste modo, é possível reduzir o tempo necessário em algumas etapas do processo 

clássico de descoberta de novos fármacos, como por exemplo a etapa inicial da pesquisa de novos 

compostos que pode demorar até cinco anos. 

Foi precisamente esta a técnica utlizada neste trabalho e que permitiu no espaço de um ano criar uma 

lista de potenciais novos fármacos para o tratamento da gonorreia e testá-los in vitro. No total obtiveram-

se 681 fármacos que poderiam atuar num conjunto variado de alvos preditivos em N. gonorrhoeae e 

que, portanto, eram candidatos a validação laboratorial. No entanto, por razões de tempo, dinheiro e 

recursos humanos foi impossível testar um volume tão grande de compostos que assim, tiveram de ser 

submetidos a alguns passos de triagem para se obter uma lista mais pequena e possível de ser trabalhada 

nesta dissertação. Com essa triagem reduzimos a lista inicial a 11 fármacos que foram posteriormente 

https://transparencia.sns.gov.pt/
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avaliados in vitro para a sua capacidade de inibir várias estirpes de N. gonorrhoeae. Obtiveram-se 

resultados promissores, principalmente com o atovaquone, a doxorubicina, a acetazolamida, o 

dequalinio, a clomipramina e a amlodipina. Assim, foi possível propor, com este trabalho, novos 

fármacos com potencialidade para originar futuras opções terapêuticas para o tratamento da gonorreia. 

No entanto, é importante ter em conta que o ideal seria sempre testar os 681 fármacos obtidos 

inicialmente, porque existe o risco de os critérios definidos durante o processo de análise in silico terem 

excluído alguns fármacos que poderiam ser bastante promissores para os objetivos deste trabalho. A 

prova disso mesmo é o facto de que fármacos como a tioridazina e a clorpromazina, que foram excluídos 

nos passos de triagem, terem apresentado capacidade de inibir o crescimento N. gonorrhoeae. Por isso, 

é importante não só continuar a estudar aqueles fármacos que deram resultados mais promissores nos 

testes laboratoriais como analisar os 670 que foram excluídos ao longo dos diferentes passos de análise, 

de forma a perceber se algum deles apresenta também propriedades interessantes no que toca à sua 

capacidade de inibição desta bactéria. 

Além disso, mesmo para os fármacos testados que deram resultados promissores, são ainda necessários 

trabalhos futuros para caracterizar com mais detalhe a atividade destes compostos em N. gonorrhoeae. 

Por exemplo, é necessário efetuar a validação molecular dos alvos identificados em N. gonorrhoeae, 

pois, apesar deste trabalho nos ter fornecido um conjunto de fármacos associados a várias proteínas 

homólogas às de N. gonorrhoeae, esses alvos são apenas preditivos e, portanto, mesmo que o fármaco 

demonstre capacidade de inibir a bactéria, nada garante que essa inibição seja por ação do fármaco no 

alvo identificado e não em outro alvo para o qual ele também possa ter afinidade. 

É ainda importante realçar que este estudo apenas testou os fármacos in vitro e que o tratamento de uma 

infeção no organismo humano é muito mais complexo, uma vez que o fármaco precisa de ultrapassar 

um conjunto de barreiras no organismo para, dentro do corpo, conseguir atingir o seu alvo. Assim, é 

também necessário realizar ensaios ex vivo e in vivo como, por exemplo, ensaios de toxicidade, para 

garantir que os fármacos selecionados não apresentam efeitos adversos severos que os excluiriam da 

lista de possíveis opções terapêuticas. Adicionalmente, ensaios de biodisponibilidade também podem 

ser necessários. A biodisponibilidade refere-se à extensão e à velocidade com que um fármaco, na sua 

forma inalterada, entra na circulação sistémica alcançando assim o seu local de ação. Esta depende de 

fatores como a absorção e a entrada na circulação. Alguns fármacos podem falhar nestes testes se não 

demonstrarem capacidade de chegar ao seu local de ação nas concentrações necessárias para se atingir 

a cura do doente. 

Em conclusão, este trabalho identificou compostos promissores para o desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento de infeções por N. gonorrhoeae. No entanto, serão necessários estudos 

adicionais a este projeto piloto, como os acima mencionados e quaisquer outros que possam ser 
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necessários, para avançar no processo de desenvolvimento de novos antimicrobianos para o tratamento 

destas infeções.  

Espera-se que este estudo exploratório possa contribuir de forma importante para a tão necessária busca 

por novos tratamentos para a gonorreia, em particular fármacos que possam ser utilizados como 

inibidores de bombas de efluxo e prevenir o desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos em N. 

gonorrhoeae. No futuro, a estratégia de reposicionamento in silico de fármacos utilizada neste trabalho 

poderá ser a base para o desenvolvimento de um novo paradigma de desenvolvimento de medicamentos 

que permita aumentar a probabilidade de identificação de fármacos eficazes e, assim, contribuir para a 

luta contra N. gonorrhoeae MDR e XDR. 
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