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RESUMO 

Ao longo dos anos, as bactérias desenvolveram vários mecanismos de resistência aos 

antimicrobianos, nomeadamente bombas de efluxo. Uma estratégia promissora para 

combater e prevenir a resistência mediada por sistemas de efluxo em bactérias Gram-

negativas, incluindo Escherichia coli, é a utilização de fármacos não antibióticos que, 

quando utilizados em combinação com antibióticos, promovem ou restauram a atividade 

destes últimos. Vários estudos sugerem que os inibidores de efluxo mais eficazes atuam 

a nível do metabolismo energético, nomeadamente na fosforilação oxidativa. 

Uma estratégia para a identificação de inibidores de efluxo consiste no reposicionamento 

de fármacos, uma abordagem menos dispendiosa e mais curta do que o processo 

convencional de desenvolvimento de novos medicamentos.  

Nesta Dissertação, avaliou-se a atividade in vitro de fármacos aprovados, identificados 

previamente por um método de reposicionamento in silico como potenciais inibidores de 

proteínas envolvidas no metabolismo energético, em E. coli. 

Os compostos candidatos a reposicionamento testados neste trabalho foram: 

doxorubicina, acetazolamida, tiabendazol, atovaquone, benztiazida, topiramato, 

amlodipina, sulpirida e metformina. Para estudar o mecanismo de ação dos compostos 

candidatos, utilizou-se um sistema modelo de expressão de bombas de efluxo em E. coli, 

que inclui as estirpes seguintes: AG100, com o sistema de efluxo AcrAB-TolC funcional; 

AG100A, com o sistema AcrAB-TolC inativo; AG100TET, que apresenta sobre-expressão 

de bombas de efluxo, incluindo AcrAB-TolC. Estes compostos foram também avaliados 

quanto ao seu efeito adjuvante da atividade de antibióticos selecionados em E. coli, 

através da determinação da concentração mínima inibitória (CMI) de antibióticos na 

presença e na ausência do composto candidato, e quanto à sua capacidade de inibição de 

efluxo, através de um método fluorométrico semiautomático. Os resultados obtidos 

demonstraram que a doxorrubicina, a amlodipina e o atovaquone apresentam maior 

atividade antimicrobiana na estirpe AG100, do que os restantes compostos. No entanto, 

a doxorrubicina demonstrou ser substrato do sistema de efluxo AcrAB-TolC. 

Por outro lado, verificou-se efeito significativo dos compostos na redução da CMI da 

gentamicina e do brometo de etídio na estirpe AG100A, que apresenta o sistema AcrAB-

TolC inativo. Este estudo também  demonstrou que a amlodipina foi o composto com 

atividade inibitória de efluxo mais promissora nos ensaios de fluorometria em tempo real. 

Este composto também promoveu a redução significativa da CMI da tetraciclina, 

gentamicina e brometo de etídio em isolados clínicos de E. coli resistentes à tetraciclina.  

Concluindo, os resultados obtidos neste trabalho permitiram identificar a amlodipina 

como um composto promissor, com potencial aplicação no desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas futuras para combater a emergência de resistência em E. coli e 

outras bactérias Gram-negativas. 

 

 

Palavras-chave: 

Escherichia coli, resistência aos antibióticos, bombas de efluxo, inibidor de efluxo, 

reposicionamento de fármacos. 
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ABSTRACT 

Over the years, bacteria developed several drug resistance mechanisms, namely efflux 

pumps. A promising strategy to fight and prevent efflux systems-mediated resistance in 

Gram-negative bacteria, including Escherichia coli, is the use of non-antibiotics that, 

when used in combination with antibiotics, promote or restore the latter’s activity. Several 

studies have suggested that the most effective efflux inhibitors act at the level of energy 

metabolism, namely oxidative phosphorylation. 

A strategy for the identification of efflux inhibitors consists in drug repositioning, a more 

inexpensive and shorter approach than the conventional drug development process. 

In this Dissertation, we evaluated the in vitro activity of approved drugs, previously 

identified by an in silico repositioning method as potential inhibitors of proteins involved 

in energy metabolism, in E. coli. 

The repositioning candidate compounds tested in this work were: doxorubicin, 

acetazolamide, thiabendazole, atovaquone, benzthiazide, topiramate, amlodipine, 

sulpiride and metformin. To study the mechanism of action of the candidate compounds, 

we used an efflux pump expression model system in E. coli that includes the following 

strains:  AG100, with a functional AcrAB-TolC efflux system; AG100A, with an inactive 

AcrAB-TolC system; AG100TET that presents overexpression of efflux pumps, including 

AcrAB-TolC. These compounds were also evaluated for their adjuvant effect of the 

activity of selected antibiotics in E. coli, by the determination of the minimum inhibitory 

concentration (MIC) of antibiotics in the presence and absence of compound, and for their 

efflux inhibition capacity, by a semiautomatic fluorometric method. 

The obtained results demonstrated that doxorubicin, amlodipine and atovaquone present 

higher antimicrobial activity in the AG100 strain, than the remaining compounds. 

However, doxorubicin was shown to be a substrate of the AcrAB-TolC efflux system. 

On the other hand, there was a significant effect of the compounds in the reduction of the 

MIC of gentamycin and ethidium bromide in the strain AG100A, which presents an 

inactive AcrAB-TolC system. This study also demonstrated that amlodipine was the 

compound with the most promising efflux inhibition activity in the real time fluorometric 

assays. This compound also promoted significant reduction of the MIC of tetracycline, 

gentamycin, and ethidium bromide in E. coli clinical isolates resistant to tetracycline. 

In conclusion, the results obtained in this work allowed the identification of amlodipine 

as a promising compound, with potential application in the development of future 

therapeutic options to fight the emergence of resistance in E. coli and other Gram-

negative bacteria. 

 

Keywords: 

Escherichia. coli, antibiotic resistance, efflux pumps, efflux inhibitor, drug 

repositioning. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os antibióticos são fármacos utilizados na prevenção e tratamento de infeções bacterianas 

(1). Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, foram desenvolvidos vários 

antibióticos que permitiram combater grande parte das doenças infeciosas, diminuindo as 

elevadas taxas de mortalidade provocadas por infeções bacterianas em todo o mundo (2) 

Nos últimos anos, a utilização dos antibióticos de forma contínua tem vindo a contribuir 

para a resistência aos antibióticos (3), fenómeno que ocorre quando as bactérias se 

adaptam em resposta ao uso desses medicamentos (1). Infeções como a pneumonia, 

tuberculose, gonorreia e doenças associadas a alimentos contaminados, como infeções 

gastrointestinais, são exemplos de doenças contra as quais os antibióticos se estão a tornar 

ineficazes para tratamento (1). A resistência aos antibióticos ocorre como consequência 

de: i) falta de recomendações de tratamento padrão em certos países (1); ii) uso 

prolongado e inapropriado dos antibióticos; iii) escassas condições de higiene; iv) fluxo 

de viajantes; e v) elevado período de tempo por vezes necessário ao diagnóstico de 

infeções bacterianas (2). 

Até ao ano 2000, a resistência a antibióticos era mais predominante em ambiente 

hospitalar, mas atualmente encontra-se presente também na comunidade (4). De facto,  o 

desenvolvimento e produção de novos antibióticos para a prevenção e tratamento de 

doenças infeciosas não tem conseguido acompanhar a emergência de vários mecanismos 

de resistência bacteriana (5). 

A EARS-Net é uma Rede Europeia de Vigilância da Resistência Antimicrobiana, gerida 

e coordenada pelo Centro Europeu de Prevenção e Controle de Doenças (ECDC). Esta 

rede funciona como banco de dados central e abrangente da União Europeia (UE), 

concentrando-se em oito bactérias patogénicas distintas, entre as quais: Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Streptococcus 

pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (6). 

A situação da resistência aos antibióticos é comunicada anualmente à EARS-Net pelos 

países da UE (6). Entre 2016 e 2020, observou-se uma diminuição de bactérias resistentes, 

mas um aumento de resistência aos carbapenemos em E. coli e K. pneumoniae, bem como 

um aumento significativo de resistência à vancomicina em E. faecium (7). 

Um estudo recente demonstrou que, em 2019, ocorreram cerca de 1,27 milhão de mortes 

atribuíveis a bactérias resistentes aos antibióticos e as taxas de mortalidade foram mais 
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altas em alguns países de baixa e média renda (8). No entanto, estima-se que este número 

tenderá a aumentar exponencialmente para mais de 10 milhões de mortes anuais em 2050 

(9).  

Em 2017, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou uma lista de bactérias 

resistentes aos antibióticos de acordo com o seu nível de prioridade: crítica, alta e média 

(10). Esta categorização tem como objetivo orientar a pesquisa e o desenvolvimento de 

novos fármacos de acordo com os impactos negativos causados por bactérias resistentes 

aos antibióticos, em termos de morbidade e mortalidade, em todo mundo (11). 

 Dentro da categoria de prioridade crítica, encontram-se as bactérias Gram-negativas, em 

particular da ordem Enterobacterales, como a E. coli. (Figura 1). 

 

 

Figura 1 - Lista da OMS de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas agrupadas em três 

categorias prioritárias de acordo com a sua resistência a antibióticos: crítica, alta e média, 

para incentivar a pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos [adaptado de (11)]. 
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1.1. Bactérias Gram-negativas clinicamente relevantes 

As células bacterianas possuem um invólucro celular constituído por várias camadas, que 

as protege do ambiente adverso e permite a sua distinção, pela técnica de coloração de 

Gram, em dois grupos principais: Gram-positivas e Gram-negativas. As bactérias Gram-

positivas não possuem membrana externa, mas apresentam uma camada espessa de 

peptidoglicano. Pelo contrário, a parede celular das bactérias Gram-negativas é 

constituída por um envelope celular complexo contendo uma membrana externa, que 

possui um folheto interno e, na maioria das bactérias, um folheto externo, em que o 

principal componente é um glicolípido anfifílico (lipopolissacarídeo, LPS), particular das 

bactérias Gram-negativas (12). O LPS é fundamental para a forma e função da membrana 

externa, determina as propriedades de proteção da membrana externa, e intervém na 

interação hospedeiro-agente patogénico (12).  Estas diferenças de paredes celulares são 

demonstradas na Figura 2. 

 

 

As bactérias Gram-negativas com elevado nível de resistência a diversas classes de 

antibióticos estão a aumentar no ambiente hospitalar, em particular nas Unidades de 

Cuidados Intensivos (UCI), sendo responsáveis por elevadas taxas de mortalidade (14). 

O perfil das infeções bacterianas pode ser distinto em ambiente hospitalar das infeções 

adquiridas na comunidade, em particular no que respeita à frequência, ao local de infeção 

Figura 2 - Comparação entre as paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas [Adaptado de (13)]. 
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e ao tipo de microrganismo (15). As infeções adquiridas no ambiente hospitalar e durante 

o tratamento hospitalar são designadas de infeções nosocomiais (16). Entre elas as mais 

recorrentes são as do trato urinário, respiratório e ao nível da corrente sanguínea (15) 

provocadas por bactérias pertencentes à ordem Enterobacterales, tais como Enterobacter 

spp., K. pneumoniae, E. coli, e por outros bacilos Gram-negativos não fermentadores, tais 

como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (14). Como referido 

anteriormente, de acordo com a lista publicada em 2017 pela OMS, estas bactérias 

encontram-se categorizadas como prioridade crítica para o desenvolvimento de novos 

fármacos. 

A bactéria A. baumannii é causa frequente de infeções em UCI e depressa tornou-se 

resistente à maioria dos antibióticos. Esta bactéria tem a capacidade de colonizar feridas 

abertas, cateteres e tubos de ventilação (17). A bactéria P. aeruginosa é uma bactéria 

oportunista, umas da principais causas de infeção nosocomial e, por vezes, a principal 

causa de morte, uma vez que a falha terapêutica é cada vez mais comum (18). Um estudo 

recente demonstrou que A. baumannii foi a principal bactéria a contaminar o equipamento 

de proteção individual dos profissionais de saúde, enquanto P. aeruginosa foi o segundo 

agente patogénico multirresistente mais comum (19). 

A ordem Enterobacterales é constituída por bacilos Gram-negativos, aeróbios-anaeróbios 

facultativos, não formadores de esporos, imóveis ou móveis, fermentadores de glucose, 

catalase positivos, citocromo-oxidase negativos, que se encontram na natureza ou como 

parte da flora natural do Homem (20). O habitat da bactéria Enterobacter spp. é o solo e 

a água, sendo que também pode ser encontrada nas fezes humanas e no trato respiratório 

(21). Esta bactéria pode causar diversas infeções nosocomiais, onde essas bactérias são 

contaminantes de superfícies, equipamentos médicos e equipamento hospitalar pessoal 

(22). Muitas infeções por K. pneumoniae são nosocomiais, frequentemente em UCI, 

sendo a pneumonia e bacteremia as infeções mais recorrentes (23). Estas infeções podem 

ocorrer em indivíduos saudáveis, mas normalmente desenvolvem-se em doentes 

imunocomprometidos, e estão associadas aos ventiladores hospitalares. Alguns fatores de 

risco como a idade, alcoolismo ou diabetes mellitus podem complicar estas infeções (22). 

A espécie E. coli é a bactéria mais comum causadora de diarreia e infeções do trato 

urinário (ITU). Cerca de 80% das infeções urinárias são adquiridas na comunidade e 30% 

em ambiente hospitalar (16). 
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1.1.1. Escherichia coli 

A espécie E. coli foi descoberta em 1885, através de estudos da flora intestinal de bebés, 

tendo sido designada inicialmente por Bacterium coli commune pelo pediatra alemão 

Theodor Escherich (24). Tal como referido anteriormente, E. coli pertence à ordem 

Enterobacterales, apresenta a forma de bacilo com coloração Gram-negativa, é anaeróbio 

facultativo (25) fermenta carboidratos, incluindo a lactose (24) e não produz esporos (26). 

Possuí cerca de 2 µm de comprimento, 1 µm de diâmetro, e apresenta forma de bastonete 

(27). Podem ser imóveis, ou móveis, neste caso com flagelos laterais ou fímbrias por 

forma a aderirem a outras células ou aos tecidos do hospedeiro (28). Uma vez que cada 

serotipo é característico/associado a diferentes tipos de infeção, a serotipagem dos 

isolados clínicos é relevante (29). Na sua parede celular, a bactéria E. coli apresenta o 

antigénio somático O, próprio de cada estirpe, o antigénio flagelar H e, por vezes, o 

antigénio capsular K (30). 

A bactéria E. coli faz parte da microbiota natural de diferentes hospedeiros e, 

normalmente, não causa infeção. No entanto, tem a capacidade de causar infeções graves 

em humanos e animais através de diferentes vias de transmissão. Por exemplo, através de 

contato direto, pelo contato com excreções de animais e pela cadeia alimentar (26). Ao 

entrar no organismo, esta bactéria pode aderir às superfícies mucosas ou disseminar-se 

por todo o corpo (25).  

Tal como referido, E. coli é conhecida comummente por ser a principal causa de infeções 

do trato urinário, mas também pode causar meningite, abscessos em diferentes órgãos do 

corpo, enterite aguda em humanos e animais, e a conhecida 'diarreia do viajante' (24). As 

estirpes de E. coli que causam infeções diarreicas distribuem-se em diferentes grupos, 

cada um com mecanismos distintos que originam doença diarreica com sintomas clínicos 

diferentes: enterotoxigénicas que causam a diarreia do viajante; entero-hemorrágica, 

associadas com colite hemorrágica e síndrome hemolítico-urémica; enteroagregantes, que 

causam diarreia persistente; e enteropatogénicas associadas por exemplo à diarreia aquosa 

de lactentes (25).  

Até à data, uma das estirpes de E. coli mais estudada é a estirpe entero-hemorrágica 

O157:H7, pelo seu elevado nível de patogenicidade (24). Esta estirpe adapta-se a diversas 

condições tornando-se hábil para causar doença em humanos. É o serotipo mais 

frequentemente isolado em doentes nos Estados Unidos, Japão e Reino Unido e, devido 
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ao elevado número de surtos e aos custos anuais associados a estas infeções, tornou-se 

umas das bactérias patogénicas mais importantes de origem alimentar (31). 

Ao longo dos anos, as infeções causadas por E. coli têm vindo a apresentar um aumento 

de morbilidade e mortalidade, tornando-se cada vez mais um problema de saúde pública, 

na comunidade e em meio hospitalar, precisamente pelo surgimento de estirpes resistentes 

aos antibióticos (32). 

 

1.2. Agentes antimicrobianos e mecanismos de ação 

A descoberta dos antibióticos foi muito importante até aos dias de hoje no controlo das 

doenças infeciosas (3). Desta forma, ao longo dos anos foram vários os avanços no 

desenvolvimento destes fármacos, sendo o marco a descoberta da penicilina em 1928 

(33). A definição de antibiótico “ideal” é aquele que inibe o crescimento de bactérias 

patogénicas de um hospedeiro, sem prejudicar a microbiota natural do intestino, 

independentemente do local de infeção, e sem ser tóxico para o hospedeiro (34). Os 

antibióticos podem ser naturais ou sintéticos, e caracterizam-se pela capacidade de inibir 

o crescimento ou causar a morte da célula bacteriana sendo assim designados de 

bacteriostáticos ou bactericidas, respetivamente (35). 

Até aos dias de hoje, os antibióticos naturais ou semissintéticos são classificados como 

β-lactâmicos, tetraciclinas, aminoglicosídeos, macrolídeos, glicopeptídeos, 

lipodepsipéptidos, estreptograminas, liconsamidas, cloranfenicol e rifamicinas (4). Já os 

antibióticos sintéticos são constituídos pelas sulfonamidas, fluoroquinolonas e 

oxazolidinonas (4). A Figura 3 ilustra as datas da patente inicial ou descoberta para cada 

antibiótico. 
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As diferentes classes de antibióticos distinguem-se não só pela sua estrutura química, mas 

também pelo seu mecanismo de ação, que lhes confere a capacidade de atuar de forma 

distinta (37). Os antibióticos possuem diversos mecanismos de ação dentro da célula 

bacteriana inibindo diferentes processos celulares tais como a replicação, tradução, 

transcrição, síntese da parede celular (38), síntese proteica, incluindo ainda a alteração da 

permeabilidade da membrana celular (39). A Figura 4, demonstra as diferentes classes de 

antibióticos e seus mecanismos de ação em bactérias. 

 

 

 

Figura 3 – Cronologia da descoberta das diferentes classes de antibióticos [Adaptado de 

(36)]. 
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1.2.1. Antibióticos para o tratamento de infeções por E. coli 

No ano de 2015, E. coli foi a bactéria patogénica resistente a antibióticos mais 

frequentemente isolada na UE, tendo sido responsável por mais de 300000 infeções e 

mais de 9000 mortes (41). A identificação destas bactérias e a determinação da sua 

suscetibilidade aos antibióticos é fundamental para o tratamento destas infeções (42). 

Normalmente, têm sido administrados antibióticos da classe dos ꞵ-lactâmicos, 

fluoroquinolonas, aminoglicosídeos e trimetoprim-sulfametoxazol, para o tratamento de 

infeções comunitárias e hospitalares provocadas por E. coli ao longo dos anos (43). 

 

1.2.1.1. ꞵ-lactâmicos 

Os antibióticos ꞵ-lactâmicos constituem a classe mais vezes prescrita para o tratamento 

às infeções bacterianas, representando cerca de 65% do consumo total de antibióticos 

(44). No entanto, nos dias de hoje o uso desta classe de antibióticos está associado à 

resistência bacteriana (44). Os antibióticos ꞵ-lactâmicos possuem, em comum, um anel 

composto por três carbonos e um azoto, tornando este anel bastante reativo (44). O 

mecanismo de ação desta classe de antibióticos envolve a inibição da última etapa da 

síntese do peptidoglicano por acilação da transpeptidase (45). Esta classe de antibióticos 

atravessa a membrana externa, tendo como alvo as Penicillin-binding proteins (PBPs) 

que catalisam a transpeptidação da camada de peptidoglicano em bactérias Gram-

Figura 4 - Classes de antibióticos e respetivos mecanismos de ação em bactérias [adaptado 

de (40)]. 
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negativas (46). Quando o antibiótico atinge este alvo, ocorre interrupção do processo de 

transpeptidação e, como consequência, perda de viabilidade e lise da célula bacteriana 

(45). 

Dentro desta classe existem diferentes subclasses: penicilinas, cefalosporinas, 

monobactamos e carbapenemos (47). Todas as subclasses apresentam o anel ꞵ-lactâmico 

na sua estrutura, e ligam-se e inativam as PBPs responsáveis pela formação da parede 

celular bacteriana (48). 

As penicilinas inibem a síntese da parede celular bacteriana, e a sua atividade 

antibacteriana depende do grupo ao qual pertencem, por exemplo as penicilinas de origem 

natural apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas e as aminopenicilinas 

contra algumas Gram-negativas e Gram-positivas (49).  

As cefalosporinas contêm um anel de dihidrotiazina junto ao núcleo β-lactâmico e são 

mais resistentes à abertura do anel β-lactâmico por hidrólise, quando comparadas com as 

penicilinas (50). As cefalosporinas de primeira geração são mais eficientes contra 

bactérias Gram-positivas, mas apresentam alguma ação em bactérias Gram-negativas 

como E. coli (50). Estas cefalosporinas incluem os antibióticos cefalexina, cefadroxil, 

cefalotina e cefapirina (50). A segunda geração de cefalosporinas é mais eficiente contra 

bactérias Gram-negativas, constituindo o grupo terminal C3 a principal diferença 

relativamente à primeira geração. Esta geração de cefalosporinas inclui os antibióticos 

cefaclor, loracarbef, cefprozil, cefuroxima, cefprozil e cefamandol (50). 

A terceira geração de cefalosporinas contém diferentes graus de hidrofilia, cujo aumento 

contribui para a difusão através de porinas da parede celular de bactérias Gram-negativas 

(50), e apresenta maior estabilidade à ação das β-lactamases do que as duas gerações 

anteriores, em particular às β-lactamases produzidas por bactérias Gram-negativas. 

Cefotaxima, ceftizoxima, ceftriaxona e cefoperazona são alguns exemplos de 

cefalosporinas de 3ª geração (50). 

Quando comparadas às de terceira geração, as cefalosporinas de quarta geração possuem 

o mesmo espectro de atividade em bactérias Gram-negativas, maior atividade contra 

Gram-positivas, e são menos sensíveis à hidrólise por β-lactamases. Estes antibióticos 

também apresentam uma difusão rápida pela membrana externa das bactérias Gram-

negativas, devido ao aumento da polaridade. Este grupo inclui os antibióticos 

semissintéticos cefepime e cefpiroma (50). Por último, as cefalosporinas de quinta 
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geração incluem ceftarolina e ceftobiprole (50), sendo as primeiras ativas contra 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina, e organismos produtores de ꞵ-lactamases 

(51), e as segundas ativas contra E. faecalis produtores de β-lactamase e resistentes à 

vancomicina (52). 

Os monobactamos podem ser sintetizados, como o aztreonam aprovado em 1984, ou 

podem ser encontrados na natureza, porém estes têm menor atividade antimicrobiana 

(50). O aztreonam contém uma estrutura monobactâmica ligada ao ácido sulfónico, no 

grupo de azoto do anel β-lactâmico (50). A estabilidade do aztreonam às β-lactamases 

deve-se a presença do substituinte metil no carbono β (C2) do anel β-lactâmico (50). 

Devido às suas propriedades físico-químicas singulares, este antibiótico tem um espectro 

amplo contra bactérias aeróbias Gram-negativas, pela fácil difusão na membrana externa, 

todavia não apresenta atividade contra bactérias anaeróbias ou Gram-positivas (50). 

Os carbapenemos, que incluem o doripenem, ertapenem, imipenem e meropenem, são 

considerados os antibióticos ꞵ-lactâmicos mais promissores contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (48). São resistentes à hidrólise pela maioria das β-

lactamases, podendo em alguns casos agir como inibidores de β-lactamases (50). Os 

carbapenemos já foram considerados o último recurso mais confiável no tratamento de 

infeções por microrganismos Gram-negativos de tratamento mais difícil em doentes 

hospitalares (48). No entanto, já existem bactérias produtoras de carbapenemases, 

atualmente (41). 

 

1.2.1.2. Fluoroquinolonas 

As fluoroquinolonas foram introduzidas após os antibióticos ꞵ-lactâmicos e são 

conhecidas por possuírem um sistema bicíclico na sua estrutura. O mecanismo de ação 

das fluoroquinolonas deve-se à inibição da replicação do DNA bacteriano. A DNA girase 

constitui o alvo primário de ação das fluoroquinolonas. Esta enzima promove uma 

estrutura super-helicoidal do DNA da bactéria, pelo que a sua inibição impede a 

replicação do material genético da bactéria (53). Para além da inibição da atividade da 

DNA girase, as fluoroquinolonas também podem inibir a atividade das topoisomerases 

IV responsável pelo relaxamento do DNA (53). É uma classe de antibióticos altamente 

ativa contra bactérias aeróbias Gram-positivas e Gram-negativas (53). As 

fluoroquinolonas de primeira geração incluem por exemplo a cinoxacina, a segunda 
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geração é constituída por norfloxacina, lomefloxacina, enoxacina, ofloxacina e 

ciprofloxacina, e as de terceira geração incluem levofloxacina, esparfloxacina 

gatifloxacina, e moxifloxacina (53). Por último, as fluoroquinolonas de quarta geração 

incluem o antibiótico trovafloxacina (53). 

 

1.2.1.3. Aminoglicosídeos 

Os aminoglicosídeos são constituídos por um grupo amino e um grupo de açúcar e a sua 

atividade é mais favorável a pH alcalino (54). O seu mecanismo de ação consiste em inibir 

a síntese proteica, através da ligação à pequena subunidade (30S) dos ribossomas das 

células bacterianas (55). Em termos de espetro de atividade, os aminoglicosídeos são 

eficazes contra a maioria das bactérias aeróbias Gram-negativas adquiridas na 

comunidade, P. aeruginosa e E. coli multirresistentes. No entanto, são ineficazes contra 

bactérias anaeróbias porque não existe energia derivada do metabolismo aeróbio e, 

consequentemente, não ocorre absorção do antibiótico através das membranas celulares 

bacterianas (56). Os principais aminoglicosídeos incluem tobramicina, gentamicina, 

estreptomicina, amicacina, netilmicina, canamicina e a neomicina (57). Entre estes, a 

gentamicina é a mais utilizada, não só pelo seu baixo custo, mas também pela sua 

atividade segura no tratamento de infeções por bactérias aeróbias Gram-negativas (57). 

 

1.2.1.4. Trimetoprim-sulfametoxazol 

O trimetoprim-sulfametoxazol (SMX) é uma combinação de trimetoprim com 

sulfametoxazol, um fármaco da classe de antibióticos das sulfonamidas. É 

frequentemente utilizada no tratamento de várias infeções bacterianas, pela interferência 

com a biossíntese de ácido tetrahidrofólico, fundamental para a síntese de proteínas e 

nucleotídeos das bactérias (58). Na sua forma individual, ambos os medicamentos atuam 

apenas de forma bacteriostática (40). 

 

1.3. Mecanismos de resistência aos antibióticos 

Os antibióticos permitiram, ao longo das últimas décadas, reduzir o impacte das doenças 

infeciosas, em milhões de pessoas em todo o mundo (59). Contudo, estes benefícios foram 

confrontados pelo surgimento de estirpes bacterianas resistentes aos antibióticos ao longo 

dos anos (59).  
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A resistência bacteriana pode ser intrínseca ou adquirida (60). A resistência intrínseca é 

independente da pressão seletiva antibiótica e da transferência horizontal de genes e pode 

dever-se a: i) ausência de afinidade do antimicrobiano pelo alvo celular; ii) 

inacessibilidade do antimicrobiano, devido a permeabilidade reduzida ou à sua expulsão 

por bombas de efluxo; iii) degradação enzimática (61) (62). A resistência adquirida é 

mediada por mecanismos tais como: a transferência horizontal de genes (transformação, 

transdução e conjugação); mutações no DNA cromossómico da bactéria (modificação do 

alvo, inativação do fármaco, sobre-expressão de bombas de efluxo); transmissão de genes 

de resistência mediada por plasmídeos (63). Esta diversidade de mecanismos de 

resistência encontra-se demonstrada na Figura 5 (64). 

 

 

1.3.1. Evolução da resistência aos antibióticos em E. coli 

O principal mecanismo de resistência aos antibióticos β-lactâmicos em E. coli é a 

produção de β-lactamases (59). Estas enzimas hidrolisam o anel β-lactâmico, formando-

se um metabolito que não se liga as PBPs e, como consequência, não ocorre inibição da 

síntese do peptidoglicano (50). Os genes que codificam para as β-lactamases encontram-

se frequentemente em plasmídeos que codificam para diferentes genes de resistência. A 

aquisição desses genes de resistência e a sua transferência dão origem a bactérias 

multirresistentes (59). Desde a sua descoberta, foi necessário utilizar determinados 

critérios para diferenciar e classificar as β-lactamases, nomeadamente: ponto isoelétrico; 

massa molecular; atividade relativa para diferentes β-lactâmicos; interação com 

Figura 5 - Representação esquemática de mecanismos de resistência aos antibióticos em 

bactérias [Adaptado de (64)]. 
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inibidores; características do sítio ativo; sequência de aminoácidos; e estrutura 

tridimensional (50). De acordo com a sua homologia de sequência e características do 

sítio ativo, as β- lactamases podem ser categorizadas em quatro classes de enzimas (41). 

As classes A, C e D contém no seu sítio ativo um resíduo de serina (para a hidrólise do 

anel β-lactâmico), enquanto a classe B (metalo-β- lactamases) requer o cofator de ião 

zinco (41) (50). A Figura 6 demonstra o diagrama da classificação de Ambler das β-

lactamases. 

 

Em E. coli, foram identificadas diversas β-lactamases, tais como a AmpC, β-lactamase 

de largo espectro (ESBL), e carbapenemases das classes A, B e D (41). As ESBLs 

incluem as variantes SHV-ESBLs, TEM-ESBLs e CTX-M-ESBLs (41). A utilização de 

cefalosporinas de terceira geração e de fluoroquinolonas foi identificada como fator de 

risco para seleção de ESBLs (65). De facto, as estirpes de E. coli resistentes às 

cefalosporinas de terceira geração foram responsáveis por 297000 infeções anuais na UE 

das quais 88,6% foram provocadas por E. coli produtoras de ESBLs (41). De forma a 

contornar este mecanismo de resistência, tentou-se desenvolver uma série de penicilinas 

semissintéticas (66).  

O uso combinado de antibióticos β-lactâmicos de largo espectro e inibidores de β-

lactamases tem sido frequentemente utilizado  no tratamento destas infeções (50). No 

Figura 6 - Diagrama da classificação de Ambler baseado na estrutura primária da proteína 

de cada enzima [adaptado de (41)]. Abreviaturas: ESBL: β-lactamase de largo espectro; 

TEM, Temoniera; SHV, variável sulfidrila; CTX-M, Cefotaxima β-lactamase; KPC, 

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase; OXA, oxacilinase; IMP, imipenemase; NDM-1, 

New Delhi metalobetalactamase; VIM, Verona integron-borne metallo-β-lactamase. 
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entanto, devido ao aumento da resistência às cefalosporinas de terceira geração e de 

estirpes produtoras de ESBL e AmpC, a utilização de carbapenemos tornou-se a única 

opção de tratamento para infeções graves por E. coli e outras bactérias Gram-negativas 

(67). Porém, nos últimos anos, têm se vindo a observar resistência aos carbapenemos em 

E. coli e outras bactérias Gram-negativas, por carbapenemases, resultando na resistência 

a todos os antibióticos β-lactâmicos disponíveis (67). Para além da produção de 

carbapenemases, a resistência aos carbapenemos pode resultar também  da produção das 

bombas de efluxo e superexpressão de AmpC ou ESBLs (41). As carbapenemases mais 

prevalentes em E. coli incluem a NDM (Classe A) e a OXA-48 (Classe D) (41). Na UE, 

entre os anos 2007-2015, o número de infeções por E. coli resistente a carbapenemases 

aumentou em cerca de 2000 e 5 vezes mais em mortalidade (41). O tratamento com 

antibióticos de último recurso como tigeciclina ou colistina poderá ser uma estratégia para 

tratamento de infeções por E. coli resistente aos carbapenemos (67). Porém, já foi 

observada resistência à colistina por aquisição mediada por plasmídeo dos genes mcr-1 e 

mcr-2, o primeiro identificado em 32 países e o segundo em apenas um país (41).  

As principais enzimas encontradas em E. coli, associadas à resistência aos 

aminoglicosídeos, por modificarem estes antibióticos, incluem as acetiltransferases, 

fosfotransferases e nucleotidiltransferases (41).  

A combinação de SMX, utilizado para o tratamento da infeção urinária adquirida na 

comunidade, caiu em desuso, devido ao desenvolvimento de resistência. Os mecanismos 

de resistência incluem a superprodução de diidrofolato redutase por mutação do 

promotor, causando resistência ao trimetoprim, ou por mutações no gene do 

dihidropteroato sintase que causa resistência ao sulfametoxazol (41). 

As fluoroquinolonas e quinolonas foram bastante usadas no tratamento de infeções 

provocadas por bactérias Gram-negativas, nomeadamente infeções urinárias (4). No 

entanto, devido ao seu uso generalizado, surgiu resistência a esta classe de antibióticos 

(68). Atualmente, a resistência às fluoroquinolonas em E. coli é elevada em países 

europeus, variando de 25% a 50% e a incidência de estirpes resistentes tem vindo a 

aumentar (69). A resistência às fluoroquinolonas encontra-se associada a: mutações nas 

regiões conservadas dos genes alvo gyrA/B, parC/E e gyrB; concentrações reduzidas do 

fármaco no local alvo devido a mutações na porina OmpF localizada na membrana 

externa; e sobre-expressão da bomba de efluxo AcrAB-TolC (69). Em condições “wild-
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type”, a expressão desta bomba de efluxo é baixa devido à regulação negativa exercida 

por AcrR (repressor local). No entanto, foi descrito que mutações em acrR contribuem 

para a sobre-expressão deste sistema de efluxo (68).  

Dos mecanismos de resistência referidos, o trabalho efetuado nesta Dissertação focou-se 

na resistência mediada por bombas de efluxo em E. coli. 

 

1.4. Sistemas de efluxo em E. coli 

As bombas de efluxo atuam como mecanismo de resistência em bactérias Gram-

negativas, pela extrusão de solutos para exterior da célula (70). Este mecanismo, permite 

às bactérias regular o seu ambiente intracelular removendo substâncias tóxicas, que 

incluem antimicrobianos, metais pesados e poluentes orgânicos (71). As bombas de 

efluxo podem ser de espetro específico e exportar apenas um substrato ou substratos da 

mesma classe química, ou amplo e exportar substratos estruturalmente diferentes (72). O 

primeiro mecanismo de resistência a antibióticos mediado por bombas de efluxo foi 

descoberto para a tetraciclina. Atualmente, reconhece-se que as bombas de efluxo 

constituem um mecanismo de resistência presente em todos os organismos (71).  

Os sistemas de efluxo podem ser classificados de acordo com as suas características 

bioenergéticas e estruturais: transportadores primários e transportadores secundários 

(Figura 7). Os primeiros incluem as proteínas do tipo ATP-binding cassete (ABC), e os 

segundos, são constituídos por 4 famílias: Major Facilitator Superfamily (MFS), Small 

Multidrug Resistance (SMR), Resistance/Nodulation/cell Division (RND), e Multidrug 

And Toxic compounds Extrusion (MATE) (73).  
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Qualquer uma destas famílias apresenta domínios transmembranares que vão alterando a 

sua conformação consoante as diferentes condições de transporte do substrato (73). 

Recentemente, foi descoberta a família Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux 

(PACE). Não se sabe muito acerca desta família de transportadores, mas pensa-se que 

estará envolvida no efluxo de antimicrobianos (73). 

 

1.4.1. Transportadores primários  

A família de transportadores ABC (73) é constituída por proteínas de membrana cuja 

função é transportar ativamente substratos (75) contra o gradiente de concentração, 

através da hidrólise de ATP (78). Estas proteínas possuem um papel fulcral no transporte 

de agentes antimicrobianos, açucares, toxinas, proteínas, polissacáridos, aminoácidos e 

iões (78). Os transportadores ABC possuem duas unidades centrais: um dímero de 

domínio de ligação de nucleotídeo intracelular (NBD) e um dímero de domínio de 

membrana (DM). O NBD liga-se e hidrolisa ATP na interface do dímero, enquanto o DM 

atua como uma via transmembranar para substratos (73). A proteína MsbA faz o 

transporte de LPS da camada interna (citoplasmática) para a camada externa da 

membrana interna (periplasmática), e reconhece e transporta um amplo espectro de 

moléculas de fármacos (77).  

 

Figura 7 - Esquema das principais famílias dos transportadores transmembranares 

[Adaptado de (74)]. 
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1.4.2. Transportadores secundários  

Os transportadores secundários usam um gradiente eletroquímico e um gradiente de 

protões, designado de Força Proto-Motriz (FPM), para efetuarem o transporte de 

moléculas (73). Relativamente à atividade de efluxo, estas bombas dependem da 

utilização de um gradiente de protões, trocando um ião H+ por uma molécula de 

antibiótico, mediado por dois domínios transmembranares, o TM4 e o TM10 (78). Os 

transportadores mais relevantes, em bactérias Gram-negativas, são membros da 

superfamília RND (78), sendo que o genoma de E. coli revelou a presença de pelo menos 

7 proteínas transportadoras desta família (79). Até ao momento, o sistema de efluxo RND 

melhor caracterizado é o AcrAB-TolC de E. coli. Trata-se de um sistema tripartido 

(Figura 8) constituído por uma proteína transportadora na membrana interna (AcrB) que 

aprisiona os substratos dentro da bicamada fosfolipídica da membrana interna da célula 

e, posteriormente, transporta-os para o meio extracelular através de um canal de proteína 

da membrana externa (TolC). No entanto, esta associação AcrB e TolC só é possível 

devido a uma proteína acessória periplasmática, a AcrA (78).  Em E. coli, a proteína MarA 

tem um papel importante, uma vez que é a responsável por controlar a expressão do 

operão acrAB e tolC (78). 

 

Figura 8 - Esquema do sistema tripartido AcrAB-TolC [Adaptado de (80)] 
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A maior família de transportadores secundários é a MFS. A nível estrutural é muito 

conservada e têm especificidades de substrato distintas (73). A família MFS é constituída 

por sistemas de efluxo tripartidos, estimulados pela FPM, responsáveis pelo transporte de 

açúcares, aminoácidos, vitaminas e outros iões, através de 3 formas distintas: uniporte, 

simporte ou antiporte (81). Já foram descritas pelo menos 3 proteínas de membrana do 

tipo MFS em E. coli: Bcr, EmrD e MdfA (82). A proteína Bcr é responsável pela 

resistência à biciclomicina e, possivelmente, a outros antibióticos estruturalmente não 

relacionados (82). A proteína EmrD protege contra desacopladores, por exemplo, o 

carbonilcianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP), enquanto MdfA está associada com a 

resistência ao cloranfenicol (82).  

Os transportadores da família SMR são compostos por cerca de 100 a 120 resíduos de 

aminoácidos, por vezes compostos por duas subunidades homólogas (73). A proteína 

ErmE de é um transportador desta família, que através do antiporte substrato/protão pela 

FPM, promove a saída de catiões lipofílicos como etídio, detergentes, desinfetantes, 

tetraciclina, eritromicina, entre outros (73). A proteína YnfA é outro transportador SMR 

em E. coli que se pensa estar associado com a resistência aos antibióticos (83).  

Os transportadores da família MATE usam um gradiente eletroquímico, por vezes 

mediado por iões de sódio, para efetuar a extrusão de substâncias catiónicas endógenas, 

substâncias lipofílicas e xenobióticos (73). Pensa-se que estarão associados ao 

desenvolvimento de resistência a múltiplos fármacos tais como aciclovir, procainamida, 

cefalexina, cimetidina e metformina (84).  

Dada a sua importância na emergência de resistência aos antimicrobianos, as bombas de 

efluxo constituem alvos atrativos para o desenvolvimento de fármacos que possam ser 

utilizados em novas estratégias terapêuticas. 

 

1.5. Inibidores de efluxo e modo de ação 

Atualmente, devido ao aumento de bactérias Gram-negativas multirresistentes, existe 

uma redução das opções terapêuticas disponíveis, e, por isso, estamos perante um 

problema grave para a saúde humana (85). Portanto, é crucial o desenvolvimento de novos 

agentes antimicrobianos ou novos adjuvantes da ação de antibióticos atuais que permitam 

combater a emergência da resistência (85).  
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O desenvolvimento de inibidores de efluxo (IEs) aumenta a suscetibilidade das bactérias 

Gram-negativas aos antibióticos, uma vez que já foi demonstrado que estes compostos 

promovem a atividade dos antibióticos em bactérias resistentes (85). Para além disso, os 

IEs permitem reduzir a seleção de mutantes resistentes e diminuir a virulência de estirpes 

patogénicas (85). A inibição das bombas de efluxo por compostos IEs, pode ocorrer 

através da inibição da atividade, da expressão ou da montagem do sistema de efluxo (85). 

Por exemplo, a família RND pode ser inibida através do comprometimento da FPM, ou  

pela inibição do local de ligação do composto nessa mesma bomba (86). 

Para identificar potenciais IEs, pode-se fazer uma pesquisa de fármacos que já sejam 

usados em uso clínico e reposicioná-los para este alvo. No entanto, existem duas 

condições que devem estar bem descritas: a sua farmacocinética e toxicologia. Esta 

estratégia é vantajosa uma vez que é mais rápida e o custo associado é menor, 

comparativamente com o que seria necessário ao desenvolver um novo fármaco (87). 

Atualmente, já foram identificadas diferentes classes de IEs, tais como: 

peptidomiméticos, piperazinas, piridopirimidinas e piranopirimidinas (87). No entanto, 

estes inibidores não estão disponíveis clinicamente (88) devido à sua toxicidade (87). A 

Tabela 1 demonstra alguns dos exemplos de potenciais IEs em E. coli. 

 

Tabela 1 - Potenciais IEs, respetivos alvos em E. coli, e antibióticos com os quais se 

demonstrou efeito sinérgico. 

Potenciais IEs Alvo Sinergia com antibióticos Referência 

CCCP FPM - (89) 

PaβN e cloranfenicol 
Transportador 

RND 
Cefalosporinas (90) 

NMP 
Transportador 

RND 

Fluoroquinolonas, 

ciprofloxacina, tetraciclina 

e florfenicol 

(86) (91) 

Cpz 

Tz 

Transportador 

RND 
Aminoglicosídeos (92) 

MBX2319 AcrB 
Ciprofloxacina, 

levofloxacina e piperacilina 
(93) (94) 

Ácido clorogénico AcrB 
Tetraciclina e ácido 

nalidíxico 
(95) 

CCCP, Cianeto de carbonil m -clorofenilhidrazona. NMP, 1-(1-naftilmetil)-piperazina. Cpz, 

Clorpromazina, Tz, tioridazina. 



Introdução 

20 

 

 

Estudos anteriores descreveram outros potenciais IEs. O PA-Fluor apresentou um efeito 

sinérgico com o brometo de etídio (EtBr), clorpromazina (Cpz) e com os antibióticos 

ciprofloxacina, e norfloxacina (96). O 4-bromopirrol-2-carboxilato de etila demonstrou 

um potencial efeito como adjuvante da atividade de vários antibióticos em bactérias 

Gram-negativas (88). Para além destes, o composto Difenilmetano também demonstrou 

ser um potencial inibidor das bombas de efluxo em E. coli resistente a antibióticos (97).  

O uso de inibidores de efluxo, em combinação com antibióticos, tem vindo a demonstrar 

resultados promissores ao tornar suscetíveis bactérias que eram resistentes a esse 

antibiótico (86). No entanto, este efeito depende do antibiótico em estudo, concentração 

em que é testado, diferentes locais de ligação do antibiótico, e/ou do inibidor em estudo. 

Assim, é importante clarificar a classificação dos diferentes potenciais IEs, relativamente 

à sua atividade nos sistemas de efluxos e, a sua eventual sinergia  com as diversas classes 

de antimicrobianos, de forma a obter informação essencial para próximos estudos e 

pesquisas (98). 

 

1.5.1. Fenotiazinas 

As fenotiazinas são utilizadas para tratar patologias do foro psiquiátrico, tais como 

esquizofrenia, comportamentos violentos e transtornos de bipolaridade. Estes agentes 

atuam nos recetores dopaminérgicos bloqueando a neurotransmissão através da ligação a 

diversos recetores, como os da dopamina (99). As fenotiazinas destabilizam o potencial 

de membrana por serem bloqueadoras dos canais de cálcio (100). Em células procariotas, 

as fenotiazinas atuam ao nível da membrana plasmática, nomeadamente na regulação da 

permeabilidade, na inibição de enzimas envolvidas na produção de energia (ATPases), e 

nos sistemas de efluxo (101).  

A primeira fenotiazina utilizada como antipsicótico foi a Cpz (99), originalmente 

administrada em indivíduos com esquizofrenia ou maníaco-depressivos (102). Verificou-

se que existiam menos casos de infeções bacterianas nas enfermarias psiquiátricas quando 

comparadas a outros serviços hospitalares, levando a que nos anos seguintes fosse 

determinada a atividade antimicrobiana da Cpz (101). 

Após aproximadamente 30 anos de investigação, este fármaco demonstrou atividade 

antimicrobiana em concentrações elevadas (101). No entanto, observou-se que em 

concentrações mais baixas, a Cpz promove a ação de vários antibióticos e aumenta a 
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acumulação de EtBr e outros substratos da bomba de efluxo AcrB dentro da célula (87). 

A fenotiazina tioridazina (Tz) é também um antipsicótico conhecido por ter propriedades 

de inibição de efluxo, semelhantes aos da Cpz (100). 

 

1.6. Estratégias para o desenvolvimento de novos fármacos 

A resistência aos antimicrobianos está a aumentar cada vez mais e a tornar-se um 

problema mundial severo (103). Existem algumas estratégias utilizadas para tentar  

contornar esta problemática, tais como usar antibióticos de espetro estreito, uso 

combinado de fármacos, e o desenvolvimento de novos antibióticos (103). Porém, o 

processo de desenvolvimento de novos antibióticos não está a conseguir acompanhar a 

emergência de resistência (103).  

São muitos os desafios no desenvolvimento de novos fármacos, sendo algumas das 

limitações o tempo prolongado (superior a 10 anos) e altos custos associados à sua 

pesquisa e desenvolvimento (104). As principais limitações que contribuem para as falhas 

do desenvolvimento de um novo medicamento são as condições de segurança na fase 

inicial e, posteriormente, a baixa eficácia em ensaios clínicos de Fase III (105). 

Frequentemente, a eficácia de um novo antibiótico requer a utilização de doses mais altas, 

quando comparado a outros fármacos e, consequentemente, pode ocorrer a falha em 

estudos de toxicidade (103). 

Assim, é importante encontrar estratégias mais eficientes quanto ao desenvolvimento de 

novos antibióticos eficazes e que entrem em uso clínico. Atualmente, o reaproveitamento 

ou reposicionamento de medicamentos tem sido uma estratégia utilizada na identificação 

de novos potenciais antimicrobianos (104). É considerada uma estratégia mais económica 

porque identifica novas indicações para fármacos já aprovados ou em investigação, 

contorna o alto risco em termos de segurança e apresenta menores custos e tempo de 

desenvolvimento associados à sua investigação e desenvolvimento (106). Por estes 

motivos, o reposicionamento de fármacos tem mostrado ser uma estratégia promissora, 

que acelera o todo o processo de desenvolvimento de um novo medicamento (104).  
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A Figura 9 demonstra a comparação do processo convencional de descoberta de novos 

medicamentos com o reposicionamento de fármacos, até os mesmos chegarem ao 

mercado. 

 

Observando a Figura 9, é possível verificar que o processo de desenvolvimento de um 

novo fármaco demora cerca de 10 a 17 anos até chegar ao mercado, e o reposicionamento 

cerca de 3 a 12 anos. O segundo processo tem maiores probabilidades de sucesso, quando 

comparado ao primeiro, pois os parâmetros de segurança e farmacocinética já são 

previamente conhecidos (107). 

 

1.6.1. Reposicionamento de fármacos 

O reposicionamento é uma estratégia atraente em termos comerciais e sociais (105). O 

risco de falha em ensaios clínicos é menor, possui a possibilidade de prolongar a patente 

de um medicamento, e promove colaborações mútuas e oportunidades financeiras (108). 

Desta forma, tem sido considerada uma estratégia promissora, uma vez que permite o 

desenvolvimento de medicamentos mais seguros para os doentes e oferece benefícios a 

quem os desenvolver (105). Porém, existem algumas limitações nesta estratégia, tais 

como: investimento inicial, diretrizes regulatórias bem definidas, potencial perda de 

tempo de desenvolvimento, requer conhecimento das vias biológicas e moleculares e as 

interações com biomoléculas endógenas, e por vezes, disponibilidade limitada de 

voluntários (108). 

Os progressos na área da bioinformática permitiram desenvolver ainda mais as estratégia 

de reposicionamento, ao disponibilizar uma variedade de ferramentas in silico  (106). De 

Figura 9 - Comparação do cronograma da descoberta de novos antibióticos com o 

cronograma de reposicionamento de fármacos [Adaptado de (107)]. 
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facto, o reposicionamento de fármacos é constituído por duas estratégias (108): 

experimental, correspondente a ensaios de ligação, triagem fenotípica, interações de 

ligação de moléculas e identificação de compostos candidatos a partir de bibliotecas de 

compostos; e  computacional que inclui abordagens fundamentadas em mecanismos 

através da bioinformática e que exploram alvos conhecidos, fármacos, biomarcadores ou 

vias de doenças para estabelecer novos métodos. Por outro lado, distinguem-se três 

métodos principais  de reposicionamento: o primeiro  consiste na realização de ensaios 

fenotípicos através da triagem de compostos em bibliotecas de compostos farmacêuticos 

comerciais; o segundo envolve a utilização de abordagens de genómica e bioinformática;  

e o terceiro baseia-se numa abordagem de descoberta aleatória independentemente dos 

tipos de configurações. Se for identificada uma molécula com resultados promissores, 

esta será sujeita as etapas de avaliação clínica (109). As triagens virtuais reduzem o tempo 

e custos, ao permitir a identificação rápida e económica de ligantes-alvo a partir de 

grandes bibliotecas de compostos aprovados, com características farmacológicas e 

citotoxicidade já conhecidas (110). 

Alguns compostos anti-inflamatórios, antidepressivos, antipsicóticos e estatinas já 

demonstraram potencial em inibir/reduzir o crescimento de microrganismos (111). Entre 

esses compostos estão incluídos os anti-inflamatórios não esteroides (AINEs), tais como: 

acetaminofeno, ácido acetilsalicílico, diclofenaco e ibuprofeno. Os inibidores da 

recaptação de serotonina são a principal classe de antidepressivos, e têm demonstrado 

atividade antimicrobiana, nomeadamente pela inibição de bombas de efluxo (111). O 

mesmo estudo determinou a atividade da sertralina, de forma individual e em combinação 

com sete antibióticos, em estirpes de referência de E. coli, demonstrando algum efeito 

antibacteriano (111). As estaninas constituem medicamentos hipolipemiantes, que 

incluem a atorvastatina e a sinvastatina, e também já foram destacadas pelos seus efeitos 

antimicrobianos (111). 

Geralmente, quando é identificada uma nova atividade de um composto aprovado, este 

na sua forma isolada poderá não ser o suficiente como terapêutica clínica. Porém, é 

expectável que, ao utilizar combinações sinergéticas com outros fármacos, seja possível 

aumentar a sua eficácia (112).  
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1.6.2.  Interações sinérgicas entre fármacos reposicionados e antibióticos 

A utilização de um fármaco reposicionado em combinação com um antibiótico em uso 

clínico pode constituir uma estratégia mais promissora no combate contra bactérias 

resistentes aos antimicrobianos (113). Os fármacos reposicionados podem apresentar 

capacidade de adjuvante, através da modulação da atividade de antibióticos já 

conhecidos, potenciando a entrada de outros antimicrobianos nas células-alvo. Desta 

forma, são designados de compostos adjuvantes (104). Esta estratégia é vantajosa, pois 

permite utilizar concentrações inferiores às que seriam necessárias se os compostos 

fossem utilizados individualmente (113), expande a gama de antibióticos disponível e 

diminui o desenvolvimento de resistência (112). Porém, são necessários novos ensaios 

clínicos por forma a garantir a segurança e eficácia destas combinações (112), pois os 

efeitos colaterais tóxicos podem ser mais significativos (109).  

O reposicionamento de fármacos, e combinações sinergéticas dos mesmos com 

antibióticos, poderá constituir uma estratégia promissora para futuras investigações como 

novas opções terapêuticas contra estirpes resistentes de E. coli. 
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1.7. Objetivos 

Esta Dissertação tem como objetivo principal avaliar a atividade de fármacos já 

aprovados e potenciais candidatos a reposicionamento em E. coli.  

Os compostos estudados neste trabalho foram identificados num estudo anterior de 

reposicionamento in silico de fármacos contra Neisseria gonorrhoeae (118). Partindo do 

prossuposto de que alvos semelhantes (116) possuem fármacos semelhantes, então os 

fármacos que foram identificados para N. gonorrhoeae poderão também ser promissores 

contra E. coli. 

Assim, pretende-se avaliar a atividade antimicrobiana ou ação adjuvante de antibióticos,  

dos compostos candidatos a reposicionamentos, em estirpes de referência e isolados 

clínicos de E. coli. Pretende-se também determinar se estes compostos apresentam 

atividade de inibição da  atividade de bombas de efluxo, em particular o sistema de efluxo 

AcrAB-TolC, envolvidas na resistência aos antimicrobianos. 

Os objetivos específicos deste trabalho consistem em:  

i) determinar a atividade antimicrobiana in vitro dos fármacos candidatos a 

reposicionamento contra três estirpes de referência e um painel de isolados clínicos de E. 

coli com diferentes perfis de suscetibilidade aos antibióticos;  

ii) avaliar o efeito dos fármacos candidatos sobre o valor de CMI de antibióticos e 

determinar a existência de uma potencial ação adjuvante;  

iii) avaliar o efeito dos fármacos candidatos na atividade de efluxo de E. coli, por  

fluorometria em tempo real.  

Este estudo poderá contribuir para o desenvolvimento de uma nova abordagem de 

identificação de fármacos eficazes contra E. coli e para o combate e prevenção da 

resistência aos antimicrobianos. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Materiais 

2.1.1. Estirpes bacterianas 

Neste trabalho, utilizaram-se três estirpes isogénicas e seis isolados clínicos de E. coli 

com diferentes perfis de suscetibilidade aos antibióticos (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Estirpes e isolados clínicos de E. coli utilizadas neste estudo. 

E. coli 1 Características de interesse2 

Estirpes de 

referência 

AG100(115) Wild-type” 

AG100A(115) CANR 

AG100TET
(89) TETR 

Isolados clínicos 

27 ERIR OXAR 

30 TETR  ERIR AMPR AMOR OXAR WR SXTR 

31 
TETR ERIR CIPR  OFLR AMPR AMOR PRLR OXAR CIPR 

LEVR NAR NORR CXMR 

159 TETR ERIR AMPR AMOR OXAR WR SXTR 

181 TETR ERIR AMPR AMOR OXAR WR SXTR 

182 ERIR OXAR WR SXTR 

1Coleção da Unidade de Microbiologia Médica do IHMT-NOVA, 2Perfil de 

suscetibilidade determinado pelo método de difusão em disco, de acordo com as 

recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (114). TET, 

tetraciclina; ERI, eritromicina; CIP, ciprofloxacina; OFL, ofloxacina; GEN, gentamicina; AMP, ampicilina; 

AMO, amoxicilina; PRL, piperacilina; OXA, oxacilina; CXM, cefuroxima; LEV, levofloxacina; NA, ácido 

nalidíxico; NOR, norfloxacina; W, trimetoprim; SXT, Trimetoprim – sulfametoxazol; S, suscetível; R, 

resistente. 

 

As estirpes de E. coli utilizadas neste trabalho foram as seguintes: E. coli K-12 AG100, 

de tipo selvagem, que possui o sistema de bomba de efluxo AcrAB-TolC funcional 

(argE3 thi-l rpsL xil mtl-(galuvrB)supE44); E. coli AG100A, com o sistema de bomba de 

efluxo AcrAB-TolC inativo (ΔacrAB::Tn903Kanr), resultado da inserção do transposão 

Tn903 no operão acrAB da estirpe AG100 (115). E. coli AG100TET que derivou da estirpe 

AG100, por exposição a concentrações crescentes de tetraciclina, até se obter uma CMI 
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de 12 mg/L devida à sobreexpressão de diferentes genes que codificam para bombas de 

efluxo, nomeadamente o sistema AcrAB (89). 

Os isolados clínicos 27, 30, 31, 159, 181 e 182 são fazem parte da coleção do Laboratório 

de IST da Unidade de Microbiologia Médica do IHMT. O perfil de suscetibilidade de 

cada isolado foi determinado pelo método de difusão em disco, de acordo com as 

recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para os seguintes 

antibióticos: penicilinas (ampicilina, amoxicilina-ácido clavulânico, oxacilina, 

piperacilina, piperacilina-tazobactam e temocilina); cefalosporinas (cefoxitina, 

cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime e cefuroxima); monobactamos 

(aztreonam); carbapenemos (doripenem, ipinem e meropenem); tetraciclina e tigeciclina; 

quinolonas e fluoroquinolonas (ácido nalidíxico, ciprofloxacina, levofloxacina, 

norfloxacina e ofloxacina); aminoglicosídeos (amicacina, gentamicina, netilmicina, 

tobramicina); macrólidos (eritromicina); cloranfenicol; trimetoprim e trimetoprim-

sulfametoxazol.  

Os isolados 27 e 182  apresentam resistência à eritromicina e à oxacilina. No entanto, o 

isolado 182 também demonstra resistência ao trimetoprim e a trimetoprim-

sulfametoxazol. No caso dos isolados 30, 159 e 181, ocorre resistência a alguns 

antibióticos da subclasse das penicilinas (ampicilina, amoxicilina-ácido clavulânico e 

oxacilina), à tetraciclina, à eritromicina, ao trimetoprim, e trimetoprim-sulfametoxazol. 

O isolado 31 apresenta resistência a alguns antibióticos da subclasse das penicilinas 

(ampicilina, amoxicilina-ácido clavulânico, piperacilina e oxacilina), à tetraciclina, à 

eritromicina, cefuroxima e a todos os antibióticos testados da classe das fluoroquinolonas. 

A manipulação laboratorial dos microrganismos utilizados nesse trabalho efetuou-se de 

acordo com as regras de biossegurança para agentes patogénicos de nível 2. 
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2.1.2. Meios de cultura 

A composição dos meios de cultura utilizados para o crescimento das estirpes e isolados 

clínicos de E. coli encontra-se descrita na Tabela 3. Os meios de cultura foram preparados 

em água destilada e esterilizados por autoclavagem a 121ºC durante 15 minutos. 

 

Tabela 3 -  Composição dos meios de cultura utilizados neste trabalho. 

MEIO DE CULTURA COMPOSIÇÃO (L) 

LURIA BERTANI AGAR (LA) 

5 g de extrato de levedura1 

10 g de peptona de caseína1 

10 g de cloreto de sódio2 

20 g agar3 

MULLER-HINTON BROTH (MH) 3 

300 g de infusão desidratada de carne 

17,5 g de caseína hidrolisada 

1,5 g de amido 

0,4347 g Ca2+ 

0,6202 g Mg2+ 

1Merck (Darmstadt, Alemanha), 2Panreac Química SA, Barcelona, Espanha, 3Oxoid Ltd., Basingstoke, 

Inglaterra. 

 

 

2.1.3. Reagentes e soluções 

A composição e modo de preparação dos antibióticos, compostos, glucose e EtBr 

utilizados neste trabalho encontra-se descrita na Tabela 4. Todas as soluções stock dos 

compostos foram armazenadas a -20ºC, exceto as soluções de EtBr, glucose e resazurina, 

que foram armazenadas a 4ºC, ao abrigo da luz. 
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Tabela 4 - Preparação das soluções stock de antibióticos, fármacos candidatos a 

reposicionamento e outros reagentes utilizados neste trabalho. 

COMPOSTOS1 NOME 

PESO 

MOLECULAR 

g/mol 

CONCENTRAÇÃO 

STOCK 

FÁRMACOS 

Acetazolamida 222,245 10 mg/mL em ddH2O 

Amlodipina 408,879 10 mg/mL em DMSO 

Atovaquone 366,837 10 mg/mL em DMSO 

Benztiazida 431,940 10 mg/mL em DMSO 

Clorpromazina 318,860 10 mg/mL em ddH2O 

Doxorubicina 543,520 10 mg/mL em ddH2O 

Metformina 129,164 6,7 mg/mL em ddH2O 

Sulpirida 341,427 10 mg/mL em ddH2O 

Tiabendazol 201,249 10 mg/mL em DMSO 

Topiramato 339,363 10 mg/mL em ddH2O 

ANTIBIÓTICOS 

Canamicina 484,499 10 mg/mL em ddH2O 

Ceftriaxona 554,580 10 mg/mL em DMSO 

Ciprofloxacina 331,346 
10 mg/mL em ddH2O + 

NaOH 0,1M 1:1 (v/v) 

Eritromicina 733,93 10 mg/mL em metanol 

Gentamicina 477,596 
10 mg/mL em ddH2O + 

NaOH 0,1M 1:1 (v/v) 

Ofloxacina 361,368 
20 mg/mL em ddH2O + 

NaOH 0,1M 1:1 (v/v) 

Tetraciclina 444,435 10 mg/mL em DMSO 

OUTROS 

REAGENTES 

Brometo de etídio 394,294 10 mg/mL em ddH2O 

Glucose 180,16 20% (p/v) em ddH2O 

Tampão fosfato 

salino (PBS) 
- 

Dissolução de uma 

pastilha em 200 mL H2O 

Resazurina 251,173 10 mg/mL em ddH2O 

1Merck (Darmstadt, Alemanha). 20,01 M tampão fosfato; 0,0027 M KCl; 0,137 M NaCl; pH 7,4; 

autoclavado a 12ºC por 15 minutos e armazenamento à temperatura ambiente. Soluções preparadas em 

DMSO diluídas em ddH2O.   ddH2O, água bidestilada estéril; DMSO, dimetil sulfóxido; NaOH, Hidróxido 

de sódio; EtBr, brometo de etídio; Cpz, clorpromazina; PBS, tampão fosfato salino.  
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2.2. Métodos 

2.2.1. Comparação das sequências proteicas dos alvos preditivos dos fármacos 

candidatos identificados em N. gonorrhoeae com a sequência de E. coli 

Com base na identificação in silico de fármacos candidatos a reposicionamento contra N. 

gonorrhoeae (116, 117, 118), selecionou-se um grupo de nove compostos que 

apresentaram como alvos preditivos proteínas envolvidas no metabolismo energético.  

Para verificar se estes alvos em N. gonorrhoeae seriam semelhantes aos presentes em E. 

coli, fez-se um alinhamento das sequências proteicas de N. gonorrhoeae, contra as 

sequências de E. coli. Desta forma, determinou-se a percentagem de identidade entre as 

proteínas de N. gonorrhoeae e E. coli, de modo a prever a potencial afinidade pelo mesmo 

fármaco. 

Para esta análise, recorreu-se à base de dados UniProt (https://www.uniprot.org/), que 

contem inúmeras sequências de proteínas e respetivas anotações (119), para obter a 

sequência proteica em formato FASTA do alvo em N. gonorrhoeae. De seguida, utilizou-

se a plataforma online NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e 

selecionou-se o algoritmo blastp (protein-protein BLAST). Inseriu-se a sequência de 

aminoácidos em formato FASTA da proteína de N. gonorrhoeae, e selecionaram-se os 

seguintes parâmetros de pesquisa: Standard databases; Non-redundant protein 

sequences; Escherichia coli K-12 (120).  

  

2.2.2. Crescimento e manutenção das estirpes bacterianas 

O crescimento das estirpes de referência e isolados clínicos de E. coli foi realizado em 

meio LA, após repicagem do stock armazenado a -70ºC, com incubação a 37ºC durante a 

noite. No caso das estirpes AG100A e AG100TET, o meio de cultura foi suplementado 

com 100 mg/L de canamicina e com 8 mg/L de tetraciclina, respetivamente. 

 

2.2.3. Determinação de concentrações mínimas inibitórias (CMI) pelo método 

de microdiluição.  

2.2.3.1. Preparação do inóculo 

A partir das culturas das 3 estirpes de E. coli e dos 6 isolados clínicos em meio sólido, 

foram preparadas culturas em 5 mL de meio MH, suplementado com 100 mg/L de 

canamicina e com 8 mg/L de tetraciclina, para AG100A e AG100TET, respetivamente. 
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Posteriormente, incubou-se a 37ºC com agitação de 220 rpm, até se atingir a uma 

densidade ótica a 600 nm (DO600) de 0,8, medida através de um espetrofotómetro 

Ultrospec 10 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Este tempo de incubação foi mais 

longo para AG100TET (aproximadamente 24 h). De seguida, preparou-se uma suspensão 

bacteriana em PBS correspondente a 0,5 da escala McFarland Standard e, desta 

suspensão, efetuou-se uma diluição de 1/20 em meio líquido MH. 

 

2.2.3.2. Determinação de CMIs dos compostos candidatos, antibióticos e EtBr 

Para a determinação das CMIs dos compostos candidatos a reposicionamento, 

antibióticos e EtBr, utilizou-se o método de microdiluição, segundo as recomendações do 

CLSI (114). Assim, para cada composto em estudo e antibiótico, estabeleceu-se uma 

gama de concentrações a testar, de acordo com a Tabela 5. 

 

Tabela 5 -  Gama de concentrações (mg/L) testada para cada composto e  antibiótico. 

  Gama de concentração testada (mg/L) Estirpe 

Compostos 

Doxorubicina 125-0, 2 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Acetazolamida 1000-2 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Tiabendazol 1000-2 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Atovaquone 1000-2 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Benztiazida 1000-2 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Amlodipina 
1000-2 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

1000-2 Isolados clínicos 

Topiramato 1500-2,9 

AG100 

AG100A 

AG100TET 
1 Excepto a estirpe 27, em que a gama de concentrações testada para a tetraciclina foi de 3,12-0,05 mg/L. 2 

Excepto a estirpe 31, em que a gama de concentrações testada para a ciprofloxacina foi de 100-1,56 mg/L. 
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Tabela 5 -  Gama de concentrações (mg/L) testada para cada composto e  antibiótico 

(continuação). 

  Gama de concentração testada (mg/L) Estirpe 

Compostos 

Sulpirida 1500-2,9 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Metformina 1500-2,9 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

Antibióticos 

Tetraciclina 

10-0,02 AG100 

15-0,03 AG100A 

100-0,2 AG100TET 

200-3,12 Isolados clínicos1 

Eritromicina 

500- 0,01 AG100 

50-0,1 AG100A 

800-1,6 AG100TET 

Ciprofloxacina 
1,6-0,003 

AG100 

AG100A 

AG100TET 

0,04-0,0006 Isolados clínicos2 

Canamicina 

60-0,12 AG100 

500-0, 98 AG100A 

40-0,1 AG100TET 

Ofloxacina 
3-0,006 

AG100 

AG100A 

4-0,01 AG100TET 

Ceftriaxona 

0,8-0,002 AG100 

0,6- 0,001 AG100A 

0,8-0,002 AG100TET 

Gentamicina 

8-0,02 AG100 

2,5-0,005 
AG100A 

AG100TET 

3,12-0,04 Isolados clínicos 

  600-1,2 AG100 

EtBr  10-0,02 AG100A 

  500-1,0 AG100TET 

  600-1,2 Isolados clínicos 
1 Excepto a estirpe 27, em que a gama de concentrações testada para a tetraciclina foi de 3,12-0,05 mg/L. 2 

Excepto a estirpe 31, em que a gama de concentrações testada para a ciprofloxacina foi de 100-1,56 mg/L.  
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Distribuiu-se 0,090 mL de MH ao longo dos poços da placa, à exceção da primeira coluna 

que diz respeito à concentração mais alta do composto a testar. Posteriormente, 

adicionou-se 0,180 mL da concentração mais alta para cada composto ao primeiro poço, 

retirou-se 0,090 mL dos poços da primeira coluna fazendo diluições de 1:2 ao longo da 

linha, rejeitando 0,090 mL da última. Reservou-se uma coluna para o controlo positivo 

(com inóculo, sem composto) e uma coluna para controlo negativo (sem inóculo). Por 

último, adicionou-se 0,010 mL de inóculo, previamente preparado, e incubou-se na estufa 

a 37°C (121). Após 18 h de incubação, efetuou-se a leitura visual dos resultados e 

adicionou-se 0,030 mL de uma solução de resazurina a 0,1 mg/mL a todos os poços. Na 

presença de células viáveis, este composto é convertido na sua forma reduzida 

(resorufina), mudando a sua cor de azul para cor-de-rosa. Ao fim de cerca de 1 h de 

incubação a 37ºC, efetuou-se a leitura dos resultados sendo a CMI definida como a menor 

concentração de composto para a qual não se observou crescimento de E. coli. Nos poços 

onde ocorreu crescimento de E. coli, observou-se uma mudança de cor de azul para rosa, 

enquanto nos poços do controlo negativo permaneceu a cor azul. 

Os ensaios foram validados pela presença de crescimento no controlo positivo (controlo 

de crescimento) e ausência de crescimento na coluna do controlo negativo (controlo de 

esterilidade). Foram realizados três ensaios independentes para as estirpes de referência 

AG100, AG100A, AG100TET, e para os isolados clínicos de forma a confirmar os 

resultados obtidos. Nos casos em que obtiveram valores de CMI discrepantes, calculou-

se a média dos três ensaios. 
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As placas de 96 poços foram preparadas de acordo com a representação da Figura 10. 

 

Para avaliação da suscetibilidade aos antibióticos através da determinação das CMIs, os 

resultados obtidos foram interpretados por comparação com valores de breakpoint de 

referência, disponíveis em diretrizes e recomendações como o European Committee for 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (123) e o CLSI (114). 

 

Tabela 6 - Recomendações de acordo com a EUCAST e CLSI dos breakpoints da CMI dos 

antibióticos testados em E. coli. 

Antibiótico Suscetível ≤ Resistente1,2 Referência 

Tetraciclina 4 16 (114) 

Eritromicina - - - 

Ciprofloxacina 0,25 0,5 (123) 

Canamicina 16 64 (114) 

Ofloxacina 0,25 0,5 (123) 

Ceftriaxona 1 2 (123) 

Gentamicina 2 2 (123) 

1EUCAST R > (123). 2CLSI R≥ (114). 

 

Figura 10 - Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para determinação de 

CMIs [adaptado de (122)]. C+, Controlo positivo; C-, Controlo negativo; MH, Muller Hinton 

Broth 

 



Materiais e métodos 

35 

 

 

2.2.3.3. Determinação do efeito dos novos compostos sobre o valor de CMIs de 

antibióticos e EtBr 

De modo a determinar o efeito dos compostos candidatos a reposicionamento na CMI de 

antibióticos e do EtBr, determinaram-se as CMIs destes últimos na presença dos 

compostos a ¼ da CMI. Assim, distribuiu-se 0,080 mL de MH em todos dos poços da 

placa, à exceção da primeira coluna que corresponde à concentração mais alta do 

composto a testar. De seguida, adicionou-se 0,160 mL da concentração mais alta do 

antibiótico/EtBr ao primeiro poço, retirou-se 0,080 mL dos poços da primeira coluna 

fazendo diluições de 1:2 ao longo da linha, rejeitando 0,080 mL da última. Adicionou-se 

0,010 mL de cada composto a ¼ da sua CMI a cada poço, reservando uma coluna para o 

controlo positivo (com inóculo, sem composto), uma coluna para controlo negativo (sem 

inóculo), e uma coluna para o controlo de inibidor (com inóculo e inibidor). Por fim 

adicionou-se 0,010 mL de inóculo, preparado de acordo com a descrição em 2.2.3.1. e 

incubou-se na estufa a 37°C. Após 18 h de incubação, a leitura foi realizada visualmente 

e, posteriormente, para uma melhor visualização dos resultados adicionou-se 0,030 mL 

de uma solução de resazurina a 0,1 mg/mL a todos os poços. A interpretação dos 

resultados foi efetuada do mesmo modo como descrito no ponto 2.2.3.2. Foram realizados 

três ensaios independentes de forma a confirmar os resultados obtidos. Nos casos em que 

se obteve valores de CMI discrepantes, calculou-se a média dos três ensaios. 

As placas de 96 poços foram preparadas de acordo com a representação da Figura 11. 
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2.2.4.  Ensaios de fluorometria em tempo-real 

O efeito dos compostos candidatos a reposicionamento na atividade de efluxo das três 

estirpes de referência de E. coli foi avaliado pelo método de fluorometria em tempo-real, 

desenvolvido na Unidade de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina 

Tropical (124, 125). 

O EtBr é um substrato fluorescente e frequentemente utilizado como marcador,  uma vez 

que emite fluorescência fraca em solução aquosa (fora das células) e emite forte 

fluorescência em meio não polar e hidrofóbico, como por exemplo, no espaço 

periplasmático de bactérias Gram-negativas (125). Assim, este método permite a 

monitorização em tempo real da acumulação de EtBr no interior das células, da sua 

extrusão por efluxo, e avaliar a potencial atividade de inibição de efluxo dos compostos 

em estudo (124). 

Figura 11 - Representação esquemática de uma microplaca de 96 poços para 

determinação de CMIs dos antibióticos na presença dos compostos a 1/4 da CMI 

[Adaptado de (122)]. CI, Controlo de inibidor; C+, Controlo positivo; C-, Controlo negativo; 

MH, Muller Hinton Broth.                                        



Materiais e métodos 

37 

 

 

 

2.2.4.1. Preparação da suspensão bacteriana 

A partir das culturas em LA das 3 estirpes de referência de E. coli, foram preparadas 

culturas com 5mL de meio MH, durante a noite a 37ºC e agitação a 220 rpm, como 

descrito em 2.2.2. O crescimento celular foi acompanhado, através da medição da DO600, 

através de um espetrofotómetro Ultrospec 10, até atingir uma DO600 de 0,6 (fase 

exponencial de crescimento). 

As bactérias foram recolhidas por centrifugação a 12000 rpm, durante três minutos, à 

temperatura ambiente numa centrifuga Biofuge Pico Heraeus (Kendro Laboratory 

Products, Osterode, Alemanha). Lavou-se o sedimento bacteriano duas vezes em PBS e 

ajustou-se a DO600 a 0,3 (para ensaios de acumulação) ou 0,6 (para ensaios de efluxo) 

(124, 125).  

 

2.2.4.2. Ensaio de acumulação de EtBr na presença dos compostos candidatos 

Para avaliar a sua potencial atividade de inibição de efluxo, efetuaram-se ensaios de 

acumulação de EtBr na presença dos compostos candidatos a reposicionamento.  Como 

controlo positivo de inibição de efluxo, utilizou-se o composto clorpromazina, tal como 

descrito na literatura (124). 

Assim, preparam-se tubos de 0,2 mL contendo 0,095 mL de suspensão celular a DO600 

de 0,3, na presença ou ausência de glucose a 0,4% (v/v), com EtBr na concentração de 1 

mg/L para AG100 e AG100TET e 0,25 mg/L para AG100A (123). Adicionou-se 0,005 mL 

Figura 12 -  Termociclador em tempo real  RotorGeneTM 3000 [Adaptado de (126)] 
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do composto em estudo ao tubo respetivo ou de água destilada estéril ao controlo sem 

composto. Assim, as condições de reação testadas foram as seguintes:  

(i) Bactérias em PBS com glucose;  

(ii) Bactérias em PBS com glucose e EtBr;  

(iii) Bactérias em PBS com glucose, EtBr  e o composto a ¼ da CMI;  

(iv) PBS com EtBr;  

(v) PBS com EtBr e composto a ¼ da CMI; 

Posteriormente, os microtubos de 0,2 mL foram colocados no Rotor-GeneTM 3000 

(Corbett Research, Sydney, Austrália), e a medição de fluorescência ocorreu durante 60 

minutos, sendo que as leituras foram realizadas em ciclos de 60 segundos a 37ºC, com 

aquisição de fluorescência a cada minuto a comprimento de onda de excitação e emissão 

de 530 nm e 585 nm, respetivamente. 

Após a leitura de fluorescência no Rotor-GeneTM 3000, foi feita a análise dos resultados 

de forma a quantificar o efeito do composto em estudo. Assim, determinou-se o valor de 

Fluorescência Final Relativa (FFR). Este parâmetro foi determinado através da seguinte 

fórmula: 

 

FFR(∆60min)=
 Fluorescência final (E. coli com EtBr e fármaco) - Fluorescência final (E. coli com EtBr)

Fluorescência final (𝐸. 𝑐𝑜𝑙𝑖 com EtBr) 
 

 

Equação 1 – Equação para a determinação da Fluorescência Final Relativa (FFR). 

 

2.2.4.3. Ensaio de efluxo de EtBr na presença dos compostos candidatos 

Para efetuar o ensaio de efluxo, é necessário preparar previamente as células bacterianas  

“carregadas” com EtBr nas condições que promovem a acumulação máxima (ausência de 

glucose, presença do composto que promoveu maior acumulação de EtBr, e incubação à 

temperatura ambiente) (125). 

Assim, começou-se por tratar as culturas para as três estirpes de referência de E. coli como 

descrito no ponto 2.2.2. Quando se atingiu uma DO600 de 0,6, as células foram 

centrifugadas a 12000 rpm durante 3 min, lavadas em PBS, e a sua D.O600 ajustada a 0,6. 

Posteriormente, as células foram incubadas ao longo de 60 min, à temperatura ambiente, 

com EtBr (1 mg/L para AG100 e AG100TET e 0,25 mg/L para AG100A) e com o 
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composto que promoveu maior acumulação de EtBr a ¼ da sua CIM, na ausência de 

glucose (125). 

Após o período de incubação, centrifugaram-se as células a 12000 rpm durante 3 min, 

descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em PBS frio de forma a obter 

uma suspensão bacteriana a uma DO600 de 0,6. De seguida, adicionou-se 0,095 mL de 

suspensão bacteriana aos microtubos de 0,2 mL de modo a testar as seguintes condições: 

i) Bactérias “carregadas”, com glucose a 0,4% (v/v); 

ii) Bactérias “carregadas”, sem glucose; 

iii) Bactérias “carregadas”, sem glucose + 0,005 mL de composto a ¼ da CMI 

iv) Bactérias “carregadas”, com glucose a 0,4% (v/v) + 0,005 mL de composto a ¼ da 

CMI. 

Por fim, os microtubos foram colocados no Rotor-GeneTM 3000 e a fluorescência foi 

registada a cada 30 segundos durante 30 minutos a 37ºC, a comprimento de onda de 

excitação e emissão de 530 nm e 585 nm, respetivamente. 

Para efetuar a análise dos resultados de efluxo, realizou-se uma normalização dos dados 

obtidos pelo Rotor-GeneTM 3000, na qual a fluorescência produzida pelas células 

“carregadas” com EtBr na presença do composto e ausência de glucose, foi definido como 

o valor de fluorescência máximo. A fluorescência relativa das restantes condições 

testadas foi obtida através do rácio entre os valores de fluorescência de efluxo para cada 

estirpe testada e o valor de fluorescência máxima, por unidade de tempo. 
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3. RESULTADOS  

3.1. Caracterização dos alvos dos compostos candidatos a reposicionamento em 

E. coli 

Através da identificação dos genes envolvidos no metabolismo energético e transporte 

membranar em N. gonorrhoeae (116, 117, 118), determinou-se percentagem de 

identidade dessas sequências com o alvo correspondente em E. coli. Com esta análise foi 

permitido estimar a probabilidade de ambas as proteínas de N. gonorrhoeae e E. coli 

partilharem afinidade pelo mesmo fármaco. Os resultados obtidos encontram-se na 

Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Alvos preditivos dos 9 compostos candidatos, identificados em N. gonorrhoeae 

por reposicionamento in silico, e correspondente alvo em E. coli determinado por análise 

BLAST. 

Composto Classe 
Alvo Ng FA 

1090 (118) 
Alvo em E. coli 

Query 

Cover 

(%) 

E-

value 

Identidade 

(%) 

Doxorubicina 
Tratamento do 

cancro 

NADH-

quinona 

oxirredutase 

NGO1750 

Subunidade 

NuoB da 

NADH-quinona 

oxidoredutase 

HBP1535419 

91 2e-39 48,98 

Subunidade 

NuoB da 

NADH-quinona 

oxidoredutase 

WP_046608242 

93 1e-39 48,98  

NADH-

quinona 

oxirredutase 

NGO1749 

Subunidade C/D 

da NADH-

quinona 

oxidoredutase 

HBP1713931 

57 8e-17 31,90 

Subunidade C 

da NADH-

quinona 

oxidoredutase 

WP_208324317 

54 4e-17 33,03 

NADH-

quinona 

oxirredutase 

NGO1748 

Subunidade C/D 

da NADH-

quinona 

oxidoredutase 

HBP1713931 

97 4e-99 39,81 
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Tabela 7 - Alvos preditivos dos 9 compostos candidatos, identificados em N. gonorrhoeae 

por reposicionamento in silico, e correspondente alvo em E. coli determinado por análise 

BLAST (continuação). 

Composto Classe 
Alvo Ng FA 

1090 (118) 
Alvo em E. coli 

Query 

Cover 

(%) 

E-

value 

Identidade 

(%) 

Tiabendazol 

Inibidor de 

Anidrase 

Carbónica 

(AC) 

Sucinato 

desidrogenase 

NGO0921 

Flavoproteína 

da subunidade 

da sucinato 

desidrogenase 

CQR80312 

100 0,0 55,01 

Flavoproteína 

da subunidade 

da sucinato 

desidrogenase 

WP_000775527 

100 0,0 55,01 

Atovaquone Inibidor de AC 
Citocromo B 

NGO2030 

Citocromo B 

MRF39042 
91 0,0 69,93 

Acetazolamida Inibidor de AC 
AC 

NGO0574 

AC 

EFH8032264 
93 5e-72 46,41 

Benztiazida Inibidor de AC 
AC  

NGO0574 

AC 

EFH8032264 
93 5e-72 46,41 

Topiramato Anticonvulsivo 
AC  

NGO0574 

AC 

EFH8032264 
93 5e-72 46,41 

Amlodipina 

Bloqueador de 

canais de 

cálcio 

AC  

NGO0574 

AC 

EFH8032264 
93 5e-72 46,41 

Sulpirida Antipsicótico 
AC  

NGO0574 

AC 

EFH8032264 
93 5e-72 46,41 

Metformina 
Anti-

hiperglicémico 

Flavoproteína-

ubiquinona 

oxidoredutase 

NGO1396 

Proteína de 

ligação a 

NAD(P) 

MRF67502 

100 0,0 57,19 

 

O E-value descreve o número de ocorrências que se prevê que surjam ao pesquisar um 

banco de dados de um determinado tamanho A percentagem de identidade indica a 

semelhança da sequência da N. gonorrhoeae com a sequência de E. coli, sendo que quanto 

maior for esta percentagem mais evidente é a identidade.  
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Através da análise dos resultados obtidos, verifica-se que se obteve um valor de Query 

cover entre 91-100% e  que a percentagem de identidade variou aproximadamente entre 

30% a 70%, sendo a mais elevada verificada para o alvo do composto atovaquone 

(citocromo B, 69,93 %).É possível que exista elevado nivel de conservação de resíduos 

funcionais de aminoácidos entre os alvos de N. gonorrhoeae e E. coli, que permita uma 

afinidade semelhante para estes compostos. 

 

3.2. CMIs dos compostos candidatos nas estirpes E. coli AG100, AG100A e 

AG100TET. 

Começou-se por estudar três estirpes de E. coli que serviram de modelo para o estudo do 

sistema de efluxo AcrAB-TolC. Para tal, utilizou-se uma estirpe que possui um sistema 

AcrAB-TolC funcional (AG100), uma estirpe com o sistema AcrAB-TolC inativo 

(AG100A) e uma estirpe com sobre-expressão deste sistema (AG100TET). Através do uso 

deste modelo, foi possível avaliar o efeito dos compostos candidatos a reposicionamento 

no sistema AcrAB-TolC. 

Desta forma, determinaram-se as CMIs dos compostos candidatos para avaliação da sua 

atividade antimicrobiana e para definir as concentrações dos compostos a ¼ da CMI a 

serem utilizadas em ensaios posteriores, nomeadamente na determinação do efeito dos 

compostos na CMI de antibióticos e nos ensaios de fluorometria em tempo-real. A Tabela 

8 apresenta os valores de CMIs dos compostos candidatos a reposicionamento para as três 

estirpes de E. coli AG100, AG100A e AG100TET. 

 

Tabela 8 - CIM dos 9 compostos (mg/L) em estudo nas três estirpes de E. coli 

Composto 
CMI (mg/L) ¼ da CMI (mg/L) 

AG100 AG100A AG100TET AG100 AG100A AG100TET 

Doxorrubicina 125 0,5 15,6 31,25 0,12 3,9 

Acetazolamida >1000 >1000 >1000 500 500 500 

Tiabendazol >1000 >1000 1000 500 500 250 

Atovaquone 250 >250 >500 62,5 125 250 

Benztiazida >1000 >1000 1000 500 500 250 

Amlodipina 125 125 250 31,25 31,25 62,5 

Topiramato >1500 >1500 1500 750 750 375 
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Tabela 8 - CIM dos 9 compostos (mg/L) em estudo nas três estirpes de E. coli (continuação). 

Composto 
CMI (mg/L) ¼ da CMI (mg/L) 

AG100 AG100A AG100TET AG100 AG100A AG100TET 

Sulpirida 1500 1500 1500 375 375 375 

Metformina >1500 >1500 >1500 750 750 750 

 

Entre os compostos testados, os que apresentaram valores de CMI mais baixas foram a 

doxorubicina, o atovaquone e a amlodipina, sugerindo potencial atividade antimicrobiana 

destes compostos. No entanto, os restantes compostos (CMI >1000 mg/L) não foram 

excluídos dos ensaios seguintes, uma vez que poderão apresentar efeito adjuvante na 

redução da CMI de antibióticos e potencial atividade inibitória de efluxo nas estirpes 

padrão de E. coli estudadas 

Na estirpe AG100A, em que o sistema AcrAB-TolC está inativo, a CMI da doxorubicina 

diminuiu, sugerindo que este composto é substrato de sistemas de efluxo AcrAB-TolC, o 

que está de acordo com a literatura (127). Na estirpe AG100TET, na qual o sistema de 

efluxo AcrAB-TolC encontra-se sobre-expresso, verificou-se um aumento de CMI do 

atovaquone e da amlodipina, quando comparada à estirpe AG100 (wild-type), 

demonstrando que estes compostos poderão ser substratos deste sistema de efluxo. 

Por outro lado, a CMI da amlodipina apenas apresentou um ligeiro aumento (2x) na 

estirpe AG100TET, enquanto a CMI do atovaquone aumentou tanto na estirpe AG100A 

como na AG100TET. Este resultado para o composto atovaquone poderá tratar-se de um 

problema de solubilidade, dado que este problema foi observado durante a execução do 

protocolo de determinação de CMI. 

 

3.3. Efeito dos compostos candidatos nas CMIs dos antibióticos e do EtBr nas 

estirpes de E. coli, AG100, AG100A, AG100TET. 

Para avaliar o efeito compostos em estudo nas CMIs de antibióticos e do EtBr, 

determinaram-se as CMIs destes últimos na presença dos compostos a ¼ da sua CMI 

(para garantir que os compostos não interferiam com a viabilidade bacteriana). Os 

resultados obtidos apresentam-se na Tabela 9. Para a interpretação e análise dos 

resultados considerou-se uma diminuição significativa de CMI do antibiótico ou do EtBr, 

quando o composto em estudo promoveu uma redução de pelo menos 4x (128). 
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Tabela 9 - Efeito dos compostos na CMI dos antibióticos e do EtBr nas estirpes AG100, 

AG100A e AG100TET. 

Antibiótico Composto 
CMI mg/L 

AG100 AG100A AG100TET 

Tetraciclina 

- 1,5 1,0 25 

Doxorubicina 0,6 ↓2,5x 1,0 25 

Acetazolamida 1,1* 1,2* 12,5  ↓2x 

Tiabendazol 4,5* 1,0 12,5 ↓2x 

Atovaquone 0,5 ↓3x 1,0 25 

Benztiazida 1,1* 1,0 12,5 ↓2x 

Amlodipina 1,1* 0,7* 12,5 ↓2x 

Topiramato 1,1* 0,7* 12,5 ↓2x 

Sulpirida 0,7* ↓2x 1,0 25 

Metformina 1,5 1,5 25 

Eritromicina 

- 62,5 1,6 100 

Doxorubicina 62,5 0,8 ↓2x 100 

Acetazolamida 62,5 1,6 50 ↓2x 

Tiabendazol 46,9* 1,6 50 ↓2x 

Atovaquone 125 1,6 50 ↓2x 

Benztiazida 46,9* 1,6 100 

Amlodipina 62,5 0,8 ↓2x 100 

Topiramato 62,5 0,8 ↓2x 100 

Sulpirida 31,3 ↓2x 0,8 ↓2x 50 ↓2x 

Metformina 62,5 0,8 ↓2x 100 

Ciprofloxacina 

- 0,01 0,006 0,05 

Doxorubicina 0,01 0,003 ↓2x 0,05 

Acetazolamida 0,02 0,003 0,05 

Tiabendazol 0,02 0,003 0,05 

Atovaquone 0,03 0,006 0,03 ↓2x 

Benztiazida 0,02 0,003 ↓2x 0,05 

Amlodipina 0,03 0,006 0,05 

Topiramato 0,02 0,006 0,05 

Sulpirida 0,02 0,006 0,05 

Metformina 0,02 0,006 0,05 

EtBr, Brometo de etídio; Clorpromazina; Compostos testados a ¼ da sua CMI. CMI da clorpromazina = 60 

mg/L para AG100, 20 mg/L para AG100A e 140 mg/L para AG100TET, respetivamente (89). *valor 

correspondente à média de três ensaios independentes. 
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Tabela 9 - Efeito dos compostos na CMI dos antibióticos e do EtBr nas estirpes AG100, 

AG100A e AG100TET (continuação). 

Antibiótico Composto 
CMI mg/L 

AG100 AG100A AG100TET 

Canamicina 

- 1,9 >500 1,3 

Doxorubicina 0,9 ↓2x 500 0,6 ↓2x 

Acetazolamida 0,9 ↓2x 500 0,6 ↓2x 

Tiabendazol 1,9 250 ↓2x 1,3 

Atovaquone 3,8 500 0,6 ↓2x 

Benztiazida 0,9 ↓2x 250 ↓2x 1,3 

Amlodipina 1,9 500 1,3 

Topiramato 0,9 ↓2x 250 ↓2x 1,3 

Sulpirida 1,9 500 1,3 

Metformina 1,9 500 1,3 

Ofloxacina 

- 0,1 0,01 0,25 

Doxorubicina 0,05 ↓2x 0,01 0,50 

Acetazolamida 0,1 0,03 0,50 

Tiabendazol 0,1 0,01 0,50 

Atovaquone 0,1 0,03 0,50 

Benztiazida 0,05 ↓2x 0,01 0,25 

Amlodipina 0,1 0,03 0,13 ↓2x 

Topiramato 0,1 0,006 ↓2x 0,50 

Sulpirida 0,1 0,03 0,50 

Metformina 0,1 0,013 0,50 

Ceftriaxona 

- 0,03 0,04 0,05 

Doxorubicina 0,06 0,04 0,10 

Acetazolamida 0,03 0,04 0,10 

Tiabendazol 0,03 0,08 0,05 

Atovaquone 0,06 0,04 0,05 

Benztiazida 0,03 0,08 0,05 

Amlodipina 0,06 0,04 0,05 

Topiramato 0,03 0,08 0,05 

Sulpirida 0,06 0,04 0,05 

Metformina 0,03 0,04 0,10 

EtBr, Brometo de etídio; Clorpromazina; Compostos testados a ¼ da sua CMI. CMI da clorpromazina = 60 

mg/L para AG100, 20 mg/L para AG100A e 140 mg/L para AG100TET, respetivamente (89). *valor 

correspondente à média de três ensaios independentes. 
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Tabela 9 - Efeito dos compostos na CMI dos antibióticos e do EtBr nas estirpes AG100, 

AG100A e AG100TET (continuação). 

Antibiótico Composto 
CMI mg/L 

AG100 AG100A AG100TET 

Gentamicina 

- 0,48 1,30 0,16 

Doxorubicina 0,48 0,65 ↓2x 0,16 

Acetazolamida 0,48 0,65 ↓2x 0,33 

Tiabendazol 0,48 0,33 ↓4x 0,33 

Atovaquone 0,48 0,65 ↓2x 0,16 

Benztiazida 0,48 0,33 ↓4x 0,16 

Amlodipina 0,48 0,33 ↓4x 0,33 

Topiramato 0,48 0,33 ↓4x 0,16 

Sulpirida 0,24 ↓2x 0,33 ↓4x 0,16 

Metformina 0,48 0,65 ↓2x 0,16 

EtBr 

- 150 2,50 250 

Doxorubicina 75 ↓2x 2,50 250 

Acetazolamida 150 2,50 250 

Tiabendazol 150 2,50 125 ↓2x 

Atovaquone 150 2,50 500 

Benztiazida 150 2,50 125 ↓2x 

Amlodipina 150 0,3↓8x 250 

Topiramato 150 1,25 ↓2x 250 

Sulpirida 150 2,50 250 

Metformina 150 2,50 250 

Clorpromazina 75 ↓2x 0,6 ↓4x 250 

EtBr, Brometo de etídio; Clorpromazina; Compostos testados a ¼ da sua CMI. CMI da clorpromazina = 60 

mg/L para AG100, 20 mg/L para AG100A e 140 mg/L para AG100TET, respetivamente (89). *valor 

correspondente à média de três ensaios independentes. 

 

A clorpromazina foi utilizada como controlo positivo uma vez que há estudos que indicam 

que aumenta o potencial de muitos antibióticos e promove a acumulação de EtBr dentro 

da célula. Relativamente aos valores de CMIs dos antibióticos e do EtBr para as três 

estirpes, observou-se que a estirpe AG100A (acrAB::Tn903Kanr) apresentou maior 

suscetibilidade à tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina, ofloxacina e EtBr, 

relativamente à estirpe selvagem AG100. Pelo contrário, a estirpe AG100TET apresentou 

valores de CIM mais elevados para estes antibióticos e EtBr, relativamente à estirpe 

selvagem AG100. Estes resultados sugerem que estes compostos poderão ser substratos 

do sistema de efluxo AcrAB, o que está de acordo com o descrito na literatura (72, 89). 
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Considerou-se uma diminuição significativa de CMI quando o composto em estudo 

promoveu uma redução de pelo menos 4x na CMI do antibiótico ou EtBr (128). 

Assim, a partir da análise dos resultados descritos na Tabela 9, verificou-se um efeito 

significativo dos compostos apenas na estirpe AG100A: a CMI gentamicina diminuiu 4x 

na presença de tiabendazol, benztiazida, amlodipina, topiramato e sulpirida; e a CMI do 

EtBr apresentou uma redução de 4x e 8x na presença de clorpromazina e amlodipina, 

respetivamente.  

Para as estirpes AG100 e AG100TET, apenas se observou uma redução ligeira (2-3x) da 

CMI para algumas combinações de antibióticos e compostos.   

Tendo em conta os resultados obtidos, é importante perceber se estes compostos 

promoveram a redução da CMI dos antibióticos e do EtBr por inibição dos sistemas de 

efluxo, em particular do sistema de efluxo AcrAB-TolC de E. coli.  De forma a analisar 

este efeito, utilizou-se uma metodologia que permite a visualização do efluxo e a sua 

inibição por um determinado composto em tempo real, identificando potenciais inibidores 

de efluxo, e selecionando o(s) composto(s) mais promissor(es). 

 

3.4. Avaliação da atividade de efluxo por fluorometria em tempo real 

3.4.1. Efeito dos compostos candidatos na acumulação de EtBr 

Para avaliar o efeito do transporte do EtBr na presença dos compostos candidatos 

procedeu-se de acordo com o descrito em 2.2.4.2. dos Materiais e Métodos. Realizaram-

se dois tipos de ensaios: de acumulação de EtBr e de efluxo de EtBr. A acumulação de 

EtBr resulta do equilíbrio entre a entrada do composto e a expulsão do mesmo pelos 

sistemas de bombas de efluxo, em particular do AcrAB-TolC (124). Assim, na presença 

de um IE, quanto maior a acumulação de EtBr observada (relativamente ao controlo sem 

IE), maior será a inibição da atividade de efluxo. Para verificar se os compostos 

candidatos promoviam a acumulação de EtBr no interior da célula, começou-se por 

realizar os ensaios de acumulação por fluorometria em tempo real. Não foi possível 

avaliar o efeito da doxorrubicina e da benztiazida, pois estes compostos emitem 

fluorescência que interfere  na leitura da fluorescência do EtBr.  Por esta razão, os 

resultados destes compostos não se encontram representados nas figuras seguintes. 

Assim, os resultados destes ensaios para as três estirpes de E. coli  encontram-se 

apresentados na Figura 13. 
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Figura 13 - Ensaio de acumulação de EtBr na presença dos 9 compostos a 1/4 da sua CMI 

a 37ºC na presença de glucose a 0,4%. Concentração de EtBr (1 mg/L para AG100 e 

AG100TET, e 0,25 mg/L para a estirpe AG100A). Acet, acetazolamida; tia, tiabendazol; atov, 

atovaquone; amlo, amlodipina; topi, topiramato; sulpi, sulpirida; met, metformina; cpz, 

clorpromazina; IE, inibidor de efluxo. 
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Neste estudo, a clorpromazina foi incluída como controlo positivo de inibição de efluxo 

nos ensaios de acumulação e de efluxo de EtBr, tal como descrito anteriormente (124) 

(125). As concentrações de equilíbrio de EtBr selecionadas para cada estirpe são 

essenciais para garantir que a concentração de EtBr utilizada não interfere com a 

viabilidade celular ao intercalar no cromossoma da bactéria, comprometendo a sua 

replicação celular (124). 

De acordo com os resultados obtidos, nas três estirpes de E. coli AG100, AG100A e 

AG100TET o composto que promoveu maior acumulação de EtBr foi a amlodipina, o que 

sugere que este composto é um potencial inibidor de efluxo. Na estirpe AG100A, 

observaram-se valores de fluorescência mais reduzidos devido à utilização de uma 

concentração de equilíbrio de EtBr mais baixa (0,25 mg/L) do que para as restantes 

estirpes. Nesta estirpe, a concentração de equilíbrio de EtBr utilizada foi de 0,25 mg/L 

porque uma concentração maior iria representar um aumento da concentração intracelular 

de EtBr relativamente à sua extrusão, aumentando em demasia o sinal de fluorescência 

para esta estirpe.  Por outro lado, a utilização de uma concentração inferior, representaria 

uma situação na qual a acumulação de EtBr é residual relativamente à taxa de efluxo do 

EtBr (124).  

Por fim, estes resultados indicam que a amlodipina apresenta um potencial efeito 

inibitório nos sistemas de efluxo de E. coli, em particular sobre o sistema AcrAB-TolC. 

Com base nos valores de fluorescência no final de 60 min de ensaio, determinou-se a 

FFR, um parâmetro que reflete a capacidade do composto em estudo em promover a 

acumulação do substrato (neste caso EtBr) no interior da célula (129). Considera-se um 

composto potencial inibidor de efluxo se apresentar  FFR ≥ 1, sendo que quanto maior 

for a diferença entre o valor da fluorescência na presença do composto, em relação à 

fluorescência da estirpe na ausência desse composto, maior é o efeito inibitório exercido 

sobre os sistemas de efluxo. Os resultados obtidos para os valores de FFR encontram-se 

na Tabela 10. 
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Tabela 10 - Valores de fluorescência final relativa (FFR) para os compostos candidatos 

obtidos após os ensaios de acumulação de EtBr 

FFR 

(média ± desvio padrão) 

Composto AG100 AG100A AG100TET 

Acetazolamida -0,09 ± 0,05 -0,42 ± 0,05 -0,14 ± 0,14 

Tiabendazol 0,13 ± 0,11 - 0,21 ± 0,06 -0,14 ± 0,21 

Atovaquone -0,02 ± 0,07 0,03 ± 0,08 -0,07 ± 0,11 

Amlodipina 3,55 ± 0,73 2,22 ± 0,25 3,19 ± 1,48 

Topiramato 0,97 ± 0,44 0,51 ± 0,37 0,10 ± 0,26 

Sulpirida 0,27 ± 0,33 1,29 ± 1,12 -0,04 ± 0,08 

Metformina 0,06 ± 0,06 0,01 ± 0,13 0,03 ± 0,12 

Clorpromazina 3,41 ± 0,71 2,26 ± 1,11 4,55 ± 2,88 

Os valores de FFR correspondem à média ± desvio padrão de três ensaios independentes. 

 

Para a estirpe AG100, verificou-se que os compostos que apresentaram uma maior 

capacidade para promover a acumulação de EtBr foram a amlodipina, seguida da 

clorpromazina. Na estirpe AG100A, a clorpromazina foi o composto que apresentou um 

maior efeito na acumulação de EtBr, seguida da amlodipina e da sulpirida. Por último, na 

estirpe AG100TET, verificou-se que os compostos que apresentaram maior capacidade 

para promover a acumulação de EtBr foram a clorpromazina e a amlodipina.  

Entre os compostos potenciais a inibidores de efluxo, à exceção da clorpromazina que já 

foi descrita anteriormente (124), a amlodipina foi o composto com atividade de inibição 

de efluxo mais promissora. 

 

3.4.2. Efeito dos compostos candidatos no efluxo de EtBr 

Os ensaios de efluxo de EtBr foram realizados como descrito nos Materiais e Métodos, 

ponto 2.2.4.3. De forma a confirmar os resultados obtidos nos ensaios de acumulação, 

foram realizados ensaios de efluxo de EtBr (124, 125), que permitiram a visualização em 

tempo real do efluxo e da sua inibição pela presença dos compostos que promoveram 

acumulação significativa de EtBr (FFR >1), a sulpirida (apenas para a AG100A), a 
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amlodipina e a clorpromazina. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na 

Figura 14. 

 

Figura 14 - Ensaio de efluxo de EtBr na presença dos compostos que 

promoveram  acumulação de EtBr  a 1/4 da sua CMI, na estirpe AG100 

(Gráfico A), AG100A (Gráfico B) e AG100TET (Gráfico C). Encontram-se 

representados os resultados para os primeiros 5 minutos de ensaio, 

correspondentes ao período de maior atividade de efluxo. 
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Analisando os resultados obtidos, confirma-se o que já havia sido descrito para a 

clorpromazina em que a mesma é um inibidor de efluxo em E. coli (124). Para além deste 

resultado foi possível identificar outro composto inibidor de sistemas de efluxo em E. 

coli, a amlodipina. Apesar do sistema AcrAB-TolC se encontrar inativo na estirpe 

AG100A, houve inibição de efluxo de EtBr pela amlodipina e clorpromazina. Este 

resultado indica que outros sistemas de efluxo poderão estar a ser inibidos por estes 

compostos nesta estirpe. 

Na estirpe AG100TET, seria de esperar uma atividade de efluxo de EtBr na presença de 

glucose mais acentuada do que a observada para a AG100, tal como descrito na literatura 

(124) (125). No entanto, neste estudo, o efluxo de EtBr na presença de glucose foi 

semelhante nas duas estirpes. Este resultado pode ser consequência de uma limitação 

técnica do método, pois o período de tempo necessário à preparação do ensaio pode 

dificultar a deteção em tempo real do efluxo de EtBr em estirpes com sobre-expressão de 

bombas de efluxo.  

Por outro lado, foi possível confirmar a potencial atividade inibitória de efluxo da 

amlodipina para a estirpe AG100TET que sobre expressa o sistema de efluxo AcrAB-TolC. 

 

3.5. Efeito da amlodipina nas CMIs de antibióticos em isolados clínicos de E. coli 

Com base nos resultados dos ensaios anteriores, selecionou-se a amlodipina como o 

composto mais promissor como inibidor de efluxo. Assim, determinou-se a CMI da 

amlodipina em 6 isolados clínicos de E. coli (Tabela 11) e avaliou-se o efeito deste 

composto na CMI dos antibióticos tetraciclina, ciprofloxacina, gentamicina e do EtBr 

(Tabela 12). Estes antibióticos foram selecionados com base no perfil de suscetibilidade 

destes isolados (Tabela 2) e por ter sido descrito que a tetraciclina e a ciprofloxacina são 

substratos de sistema AcrAB (124) e a gentamicina da bomba AcrD (130). 
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Tabela 11 - CMI da amlodipina para cada um dos isolados clínicos de E. coli estudados 

Isolado  CMI (mg/L) ¼ CMI (mg/L) 

27 125 31,25 

30 500 125 

31 500 125 

159 500 125 

181 500 125 

182 125 31,25 

 

Apenas os isolados 27 e 182 apresentaram um valor de CMI de amlodipina mais baixo 

(125 mg/L) relativamente ao valor observado para os restantes isolados (500 mg/L). Estes 

resultados são semelhantes aos observados para a estirpes de E. coli AG100, AG100A e 

AG100TET, em que o valor da CMI da amlodipina foi mais baixa nas estirpes AG100 e 

AG100A (125 mg/L), relativamente à AG100TET que apresentou um valor de CMI mais 

elevado (250 mg/L). Posteriormente, avaliou-se o efeito da amlodipina na CMI de 

antibióticos e do EtBr nos isolados clínicos. Os resultados encontram-se apresentados na 

Tabela 12. 

 

Tabela 12 - Efeito da amlodipina na CMIs de antibióticos e EtBr nos isolados clínicos de E. 

coli 

Isolados clínicos / CMI (mg/L) 

Antibiótico 27 30 31 159 181 182 

Tetraciclina 0,78 200 200 200 200 50 

  + Amlodipina 0,78 25 ↓8x 100 ↓2x 25 ↓8x 25 ↓8x 25 ↓2x 

Ciprofloxacina 0,01 0,01 50 0,01 0,01 0,01 

  + Amlodipina 0,005 ↓2x 0,005 ↓2x 25↓2x 0,005  ↓2x 0,005 ↓2x 0,01 

Gentamicina 0,39 0,39 1,56 0,78 0,78 0,78 

  + Amlodipina 0,19 ↓2x 0,19 ↓2x 0,78 ↓2x 0,19 ↓4x 0,19 ↓4x 0,39 ↓2x 

EtBr 150 150 75 150 150 75 

  + Amlodipina 75 ↓2x 18,75 ↓8x 37,5 ↓2x 18,75 ↓8x 18,75 ↓8x 37,5↓2x 

Amlodipina utilizada a 1/4 da CMI. CMI, concentração mínima inibitória. É considerada redução 

significativa da CMI, quando o composto em estudo promove uma redução de pelo menos 4x no valor da 

CMI do antibiótico ou do EtBr (128).  
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Relativamente às CMIs dos antibióticos testados, no geral, os resultados foram 

concordantes com perfil de suscetibilidade determinado previamente no Laboratório de 

ISTs do IHMT-NOVA e interpretados de acordo com as recomendações do CLSI e da 

EUCAST (114, 123). De facto, observou-se que 6 isolados clínicos estudados apresentam 

um perfil distinto de suscetibilidade às diferentes classes dos antibióticos.  

Assim, apenas o isolado 27 demonstrou suscetibilidade à tetraciclina, enquanto os 

restantes isolados (30, 31, 159, 181 e 182) apresentaram resistência a este antibiótico, de 

acordo com as recomendações da EUCAST (123). No entanto, a CMI do isolado clínico 

182 não vai ao encontro ao apresentado na Tabela 2, visto que o esperado seria ser 

suscetível, de acordo com os dados anteriores. Confirmou-se também que o isolado 31 

apresenta resistência à ciprofloxacina, enquanto todos os isolados demonstram 

suscetibilidade à gentamicina. Quanto ao EtBr, os valores de CMI foram semelhantes (75-

150 mg/L) para todos os isolados. 

Relativamente ao efeito da amlodipina na CMI dos antibióticos e do EtBr, observou-se 

uma redução da CMI de alguns antibióticos apenas nas estirpes 30, 159 e 181. Na estirpe 

30, observou-se redução da CMI da tetraciclina (8x) e do EtBr (8x) na presença de 

amlodipina. Por outro lado, nas estirpes 159 e 181, para além da redução da CMI da 

tetraciclina (8x) e do EtBr (8x), a amlodipina promoveu também uma redução de 4x da 

CMI da gentamicina. 
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4. DISCUSSÃO  

No ambiente hospitalar, podem estar presentes agentes patogénicos virulentos e 

oportunistas capazes de causar infeção, sendo que entre as mais frequentes encontram-se 

as do trato urinário causadas por E. coli (15). A descoberta dos antibióticos constituiu um 

marco importante no controlo das doenças infeciosas, porém ao longo da sua utilização 

surgiu a resistência aos antimicrobianos, com consequências graves para a saúde humana, 

devido à escassez de opções terapêuticas eficazes (3). Uma vez que o desenvolvimento 

de um novo antibiótico é um processo longo, em que é necessário no mínimo 10 anos 

para este chegar ao mercado, com elevado custo económico associado, uma estratégia 

alternativa é o reposicionamento de fármacos já existentes e aprovados (104). 

Nesta Dissertação, utilizou-se uma estratégia de reposicionamento in vitro, utilizando 

fármacos já aprovados para uso clínico e com potencial aplicação contra E. coli. Estes 

compostos apresentam como alvos preditivos proteínas envolvidas no metabolismo 

energético e, desta forma, espera-se que atuem ao nível de diferentes processos 

fisiológicos, incluindo bombas de efluxo que conseguem transportar antibióticos de 

diferentes classes do interior para o exterior da célula bacteriana. A potencial capacidade 

inibitória de efluxo destes compostos em E. coli, permitiria restaurar a atividade de 

antibióticos efluxáveis em estirpes resistentes. 

A estratégia inicial utilizada neste trabalho consistiu em selecionar nove compostos para 

validação in vitro, incluindo também a clorpromazina, um composto com atividade de 

inibição de efluxo e do metabolismo energético, com atividade conhecida em diferentes 

espécies de bactérias (87). Dos nove compostos testados, a amlodipina destacou-se como 

o composto mais promissor. 

 

4.1. Avaliação da atividade antimicrobiana in vitro dos compostos candidatos nas 

estirpes E. coli AG100, AG100A e AG100TET 

A atividade in vitro dos nove compostos candidatos a reposicionamento foi determinada 

para as estirpes E. coli AG100, AG100A e AG100TET. Inicialmente, determinaram-se as 

CMIs dos compostos, e verificou-se que os que apresentaram maior efeito antimicrobiano 

foram a doxorubicina, o atovaquone, e a amlodipina. Os restantes compostos não 

apresentaram atividade antimicrobiana mas não foram excluídos dos estudos seguintes, 
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pois poderiam apresentar efeito adjuvante da atividade de  antibióticos e capacidade de 

inibição de efluxo em E. coli.  

As secções seguintes constituem uma avaliação individual dos resultados obtidos dos 

ensaios in vitro para cada um dos compostos testados. 

 

4.1.1.  Doxorubicina 

A doxorrubicina é um fármaco que induz danos por intercalação no DNA/RNA. Desta 

forma, causa citotoxicidade em humanos e, possivelmente por mecanismos semelhantes, 

inibe o crescimento de bactérias como E. coli. Por outro lado, já foi descrita resistência a 

este composto em E. coli K-12 (131). 

Este fármaco é responsável por potenciar a formação de espécies reativas de oxigénio 

(ROS), pela sua ação na NADH desidrogenase (alvo preditivo neste trabalho), originando 

efeitos secundários como stress oxidativo, conduzindo a morte celular (132). Este 

mecanismo de ação da doxorrubicina poderá ter contribuído para os resultados obtidos 

neste trabalho em E. coli,  

A doxorubicina apresentou valores de CMI para AG100, AG100A e AG100TET de 125, 

0,5 e 15,6 mg/L, respetivamente. A estirpe AG100 apresentou um valor de CMI elevado 

quando comparado com as restantes estirpes (Tabela 8). No entanto, este valor de CMI é 

significativamente mais baixo na estirpe AG100A (sistema AcrAB inactivo) 

relativamente à estirpe AG100, o que sugere que a doxorrubicina é substrato do sistema 

AcrAB, tal como descrito na literatura (127). Assim, seria de esperar que a estirpe 

AG100TET apresentasse um valor de CMI superior em relação ao observado na AG100, 

porém tal não se verificou (Tabela 8). 

Por outro lado, a doxorrubicina reduziu ligeiramente a CMI do antibiótico tetraciclina 

(2,5x) na estirpe AG100, mas não demonstrou nenhum efeito significativo para nenhum 

dos outros antibióticos testados nas três estirpes (Tabela 9). 

Estes resultados sugerem que a doxorrubicina apresenta características promissoras que 

poderiam ser exploradas em estudos futuros. No entanto, este composto origina efeitos 

secundários graves, nomeadamente efeitos cardiotóxicos (131) e, portanto, seria 

interessante explorar derivados com menor toxicidade. 

O efeito na acumulação e efluxo do EtBr não foi avaliado para a doxorrubicina, uma vez 

que a presença de cor do composto interfere com a leitura da fluorescência emitida pelo 
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EtBr. É pertinente recorrer a uma técnica alternativa, pois seria interessante estudar o 

efeito deste composto na atividade de efluxo. 

 

4.1.2. Acetazolamida 

A acetazolamida é frequentemente utilizada em doentes com epilepsia, podendo também 

ser utilizada em conjunto com outras drogas antiepiléticas (133). É uma sulfonamida 

aromática (134) conhecida por ser um inibidor forte da anidrase carbónica (AC) (135). 

As ACs são metaloenzimas (Nocentini, Hewitt, Mastrolorenzo, Flaherty, & Supuran, 

2021) que participam em reações essenciais, como a homeostase do CO2 /HCO3, das vias 

metabólicas bacterianas (135), regulando o pH e agindo como fator de 

virulência (136). Existem quatro famílias de ACs, as α-, β-, γ- e ι-CAs, algumas já 

descritas em bactérias como E. coli, e têm vindo a ser consideradas potenciais alvos para 

o desenvolvimento de fármacos. De facto, existem estudos que demonstraram o efeito 

bacteriostático ou bactericida resultante da inibição destas enzimas (136). 

Em estudos anteriores, a acetazolamida demonstrou um efeito inibitório em E. coli, a 

concentrações aproximadamente de 4000 mg/L (135). Neste trabalho o valor da CMI da 

acetazolamida, nas três estirpes de E. coli estudadas, foi superior a 1000 mg/L, o que 

indica que este composto não apresenta efeito antimicrobiano (Tabela 8). Este composto 

também não promoveu a redução significativa (≥ 4×) da CMI dos antibióticos testados 

(Tabela 9).  

Por fim, o valor de FFR que mede o efeito deste composto na acumulação de EtBr foi <1, 

indicando que o mesmo não terá potencial para inibir os sistemas de efluxo (Tabela 10).  

Pensa-se que a presença de sistemas de efluxo RND impede uma atividade elevada de 

compostos não antibióticos, em particular, em bastonetes Gram-negativos (137), o que 

poderá ser uma possível explicação para estes resultados. No entanto, outros fatores 

poderão estar envolvidos, tais como a sobreexpressão de ACs,  que torna necessária a 

presença de elevadas concentrações de composto para inibir estas enzimas. Por outro 

lado, poderá não ocorrer atividade significativa destas proteínas e, por isso, o fármaco 

não atinge e inibe este alvo. Para além disso, a permeabilidade celular também poderá 

comprometer a entrada da acetazolamida na célula bacteriana, ou poderá ocorrer 

degradação enzimática do composto.  
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4.1.3. Tiabendazol 

O tiabendazol é um fungicida e parasiticida, também conhecido por ser um agente 

quelante (138). O seu mecanismo de ação em parasitas não é totalmente conhecido, mas 

pensa-se que consiste na inibição da enzima fumarato redutase (138). Prevê-se que o 

tiabendazol atue na subunidade de flavoproteína da enzima fumarato redutase em E. coli, 

comprometendo a atividade da enzima succinato desidrogenase (138). Deste modo, as 

duas enzimas ligadas à membrana, contendo flavina-adenina dinucleótido (FAD), 

catalisam a interconversão de fumarato e succinato pelo que a succinato desidrogenase é 

necessária para o crescimento em condições aeróbias (138). 

Neste trabalho, a CMI do tiabendazol foi de 1000 mg/L na estirpe  AG100TET e superior 

a 1000 mg/L para a AG100 e AG100A. Estes resultados demonstraram que este composto 

não apresenta qualquer efeito antimicrobiano (Tabela 8). Porém, na estirpe AG100A, 

promoveu a diminuição significativa (4x) da CMI da gentamicina (Tabela 9). 

Relativamente ao efeito do composto na acumulação de EtBr, demonstrou-se que não é 

um potencial inibidor de efluxo (FFR < 1) (Tabela 10.) 

Assim, os resultados observados para a CMI da gentamicina na estirpe AG100A, poderão 

dever-se à atividade de outras bombas de efluxo RND, por exemplo o sistema AcrEF-

TolC (124). No sistema de E. coli estudado, este composto poderá não inibir a enzima 

fumarato redutase, ser alvo de degradação enzimática, não conseguir entrar no meio 

intracelular devido a permeabilidade reduzida ou ser expelido por bombas de efluxo. 

 

4.1.4. Atovaquone 

O atovaquone é um análogo da ubiquinona, ou uma hidroxinaftoquinona, e é 

frequentemente indicado para a prevenção e tratamento da pneumonia por Pneumocystis 

jirovecii e da malária por Plasmodium falciparum. Nesta última, sugere-se que o alvo do 

atovaquone seja o complexo citocromo bc1 (Complexo III), constituído por várias 

enzimas associadas à cadeia de transporte de eletrões mitocondrial via ubiquinona (139). 

O atovaquone inibe o transporte de eletrões e, consequentemente, causa a inibição indireta 

das enzimas metabólicas, podendo comprometer de seguida a inibição do ácido nucleico 

e da síntese de ATP (139). No entanto, estudos sugerem que os parasitas da malária 

desenvolvem rápida resistência ao atovaquone (140). 
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Neste trabalho, a CMI do atovaquone foi de 250 a >500 mg/L para as estirpes AG100, 

AG100A, e AG100TET (Tabela 8). Porém, não foi possível testar uma gama mais alta de 

concentração de atovaquone, uma vez que a partir da concentração 250 mg/L o composto 

precipita, impedindo a visualização correta dos resultados, levando a uma interpretação 

pouco fidedigna. 

Este fármaco permitiu também reduzir ligeiramente a CMI da tetraciclina na estirpe 

AG100 (Tabela 9).  No entanto, este efeito não se verificou para as restantes estirpes, nem 

para outros antibióticos. 

Apesar de promover uma ligeira diminuição da CMI da tetraciclina (na estirpe AG100), 

no ensaio de acumulação de EtBr, o atovaquone não demonstrou atividade de inibição do 

efluxo (FFR < 1) (Tabela 10). Assim, é possível que o efeito deste composto na CMI da 

tetraciclina seja devido a outro(s) mecanismo(s). Desta forma, não é expectável que uma 

monoterapia com este composto seja promissora, mas talvez possa ser explorado o seu 

uso em regimes de terapia combinada. 

 

4.1.5. Benztiazida 

A benztiazida é frequentemente utilizada para tratar hipertensão e edema, uma vez que 

inibe a reabsorção de Na+/Cl- dos túbulos contorcidos distais nos rins. No entanto, o 

mecanismo da benztiazida é pouco conhecido, mas pensa-se que pode ser mediado por 

ação nas anidrases carbónicas no músculo liso (141). 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a benztiazida não apresenta atividade 

antimicrobiana, pois obtiveram-se valores de CMI > 1000 mg/L, para as estirpes AG100 

e AG100A, e 1000 mg/L para a AG100TET  (Tabela 8). Na estirpe AG100A (sistema 

AcrAB inactivo), observou-se a redução significativa da CMI da gentamicina, na 

presença da benztiazida. Porém, nas restantes estirpes não se observou qualquer efeito 

deste composto nas CMIs dos antibióticos testados (Tabela 9).  

É possível que, ao inativar o sistema AcrAB-TolC, o efeito do composto na redução da 

CMI da gentamicina seja mais evidente. Por motivos técnicos (fluorescência do 

composto) não foi possível complementar o resultado anterior com os ensaios de 

acumulação de EtBr. 
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4.1.6. Amlodipina 

A amlodipina é um medicamento anti-hipertensivo que pertence ao grupo de 

medicamentos chamados bloqueadores dos canais de cálcio dihidropiridínicos e, por isso, 

é frequentemente administrada no tratamento da hipertensão e da angina. Sabe-se que a 

amlodipina possui uma alta afinidade para as membranas celulares (142). No entanto, o 

seu mecanismo de ação não está totalmente elucidado (143). 

Pensa-se que a presença de cloro (halogénio) seja a principal responsável pela atividade 

antimicrobiana deste composto (144). Outros autores sugerem que esta ação 

antibacteriana é resultado da inibição da enzima β-lactamase, ou da inibição de bombas 

de efluxo (145). 

Em estudos anteriores, a amlodipina demonstrou atividade antibacteriana e de adjuvante 

da ação de alguns antibióticos, em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (146). Na 

estirpe E. coli K-12, um estudo demonstrou o efeito antimicrobiano da amlodipina (143), 

porém outros autores não observaram atividade antimicrobiana deste composto, mas 

verificaram a sua interação sinérgica com vários antibióticos, tais como cefuroxima, 

tigeciclina e claritromicina (147). 

Estudos anteriores, também efetuados em E. coli, demonstraram que a amlodipina 

apresentou valores de CMI entre 50 e 800 mg/L (144, 148), enquanto para estirpe de 

referência e isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa a CIM foi de 15 mg/L (145). 

Neste trabalho, a CMI da amlodipina foi de 125 mg/L nas estirpes AG100 e AG100A, e 

de 250 mg/L para a estirpe AG100TET (Tabela 8), resultado que está de acordo com os 

estudos previamente mencionados (144, 148). Por outro lado, os ensaios de acumulação 

também evidenciam a potencial inibição da atividade de efluxo deste composto para as 

estirpes AG100 (wild-type) e AG100TET (sobreexpressão do AcrAB-TolC), em que o FFR 

foi de 3,55 e 3,19, respetivamente (Tabela 10). Estes resultados sugerem este composto 

poderá ser um potencial inibidor do sistema de efluxo AcrAB-TolC. Também se verificou 

efeito significativo da amlodipina na redução da CMI da gentamicina (4x) e do EtBr (8x), 

na estirpe AG100A, e no aumento da acumulação de EtBr (Tabela 9). Desta forma, estes 

resultados poderão ser explicados pela inibição de outros sistemas  de efluxo que não o 

AcrAB-TolC. 

Para confirmar a potencial atividade inibitória de efluxo da amlodipina, realizaram-se os 

ensaios de efluxo de EtBr em paralelo com o inibidor clorpromazina (controlo positivo). 
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Os resultados evidenciaram que a amlodipina impediu o efluxo de EtBr nas estirpes 

AG100, AG100A e AG100TET, podendo afirmar que este é um inibidor de bombas de 

efluxo (Figura 14). 

 

4.1.7. Topiramato 

O topiramato é um anticonvulsivante, frequentemente utilizado no controlo da epilepsia 

e na profilaxia e tratamento de enxaquecas. No entanto, o seu mecanismo de ação no 

tratamento da enxaqueca ainda não está completamente caracterizado. Porém, sabe-se 

que atua nos canais de sódio dependentes de voltagem e inibe as enzimas ACs (149). 

Neste trabalho, a CMI do topiramato foi de >1500 mg/L nas estirpes AG100 e AG100A 

e 1500 mg/L na AG100TET (Tabela 8). Na estirpe AG100A, a CMI da gentamicina sofreu 

uma diminuição de 4x na presença de topiramato. Este efeito adjuvante da atividade da 

gentamicina apenas se verificou na estirpe AG100A, que não expressa o sistema de efluxo 

AcrAB (Tabela 9). No entanto, é pouco provável que esta redução de CMI resulte da 

inibição de outros sistemas de efluxo, uma vez que o valor de FRR foi inferior a 1 nos 

ensaios de acumulação de EtBr (Tabela 10). 

 

4.1.8. Sulpirida 

A sulpirida é frequentemente indicada para o tratamento da esquizofrenia crónica e 

aguda, sendo um antagonista do receptor de dopamina D2. É possível que o alvo preditivo 

deste fármaco seja a AC, em E. coli (150). Neste estudo, este fármaco apresentou valores 

de CMI elevados em todas as estirpes testadas (1500 mg/L) (Tabela 8). No entanto, a 

sulpirida reduziu em 8x a CMI da gentamicina na estirpe de AG100A (Tabela 9). Tendo 

em conta que a sulpirida também promoveu a acumulação de EtBr (FRR > 1,29) (Tabela 

10), então a diminuição da CMI da gentamicina poderá ser resultado da inibição de outros 

sistemas de efluxo, que não o AcrAB. 

 

4.1.9. Metformina 

A metformina é frequentemente utilizada para tratamento de doentes com diabetes do tipo 

II. Trata-se de um anti-hiperglicémico biguanida, que reduz a concentração de glucose no 

sangue, sem causar hipoglicemia. Este composto promove uma diminuição da resistência 

à insulina, reduz os níveis de insulina no plasma em jejum, e induz  perda de peso (151). 
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Para além de ser frequentemente utilizado como antidiabético, também já foi descrita 

atividade antibacteriana para este composto (145). De facto, existem estudos que indicam 

que a metformina possui uma CMI de 400 mg/L em diversas espécies bacterianas, 

nomeadamente em E. coli. Desta forma, sugeriu-se que este composto possui ação 

antibacteriana, possivelmente devido ao rompimento da membrana interna da bactéria 

(145). Outros estudos sugerem que a metformina induz diversos mecanismos 

antimicrobianos em células uroepiteliais, provavelmente quando associada com a 

resposta imune inata (152). 

Porém, este estudo demonstra que a metformina não é um antimicrobiano promissor, uma 

vez que nas três estirpes de E. coli a CMI deste composto foi >1500 mg/L (Tabela 8). 

Também não se observou efeito adjuvante da atividade dos antibióticos utilizados neste 

estudo (Tabela 9), nem demonstrou ser um potencial inibidor de efluxo (FFR<1) (Tabela 

10). 

Desta forma, tendo em conta que a atividade in vitro de um fármaco pode depender da 

permeabilidade celular, atividade de bombas de efluxo, e afinidade para o alvo, um destes 

fatores poderá ser a causa para a ausência de atividade da metformina neste trabalho. 

 

4.1.10. Clorpromazina 

A clorpromazina é um antipsicótico administrado no tratamento de náuseas e vómitos, da 

ansiedade pré-operatória, em casos de esquizofrenia, e em doentes com transtorno 

bipolar, entre outras indicações (153). Estudos anteriores demonstraram que a 

clorpromazina, liga-se a AcrB, interfere na ligação a outros substratos, atua como inibidor 

de efluxo e aumenta a acumulação intracelular de EtBr pela ligação à bolsa distal de AcrB 

(87). Desta forma, a clorpromazina foi incluída como controlo positivo nos ensaios de 

acumulação e de efluxo do EtBr, neste estudo. 

Apenas se verificou efeito significativo deste composto na CMI do EtBr na estirpe 

AG100A (redução de 4x) (Tabela 9). Tendo em conta que a clorpromazina promoveu a 

acumulação de EtBr (FRR = 2,26) (Tabela 10), então a diminuição do valor da CMI 

poderá ser explicada, pelo menos em parte, pela inibição da atividade de bombas de 

efluxo (que não o sistema AcrAB). Por outro lado, não se verificou efeito na CMI dos 

antibióticos nas restantes estirpes estudadas (Tabela 9).  
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No entanto, os ensaios de acumulação e de efluxo de EtBr revelaram que este composto 

é um potencial inibidor de efluxo (Figuras 13 e 14), conforme descrito na literatura (87). 

No entanto, não se observou correlação com efeito da clorpromazina na CMI do EtBr, o 

que poderá ser explicado  pelas diferenças técnicas entre as duas metodologias. Os 

resultados verificados para a clorpromazina são semelhantes aos obtidos para a 

amlodipina, sugerindo que ambos os compostos poderão apresentar uma atividade 

inibitória de efluxo idêntica. 

 

4.2. Avaliação da atividade antimicrobiana do composto mais promissor contra 

isolados clínicos de E. coli. 

Os resultados anteriores permitiram selecionar a amlodipina como o composto com 

atividade inibitória de efluxo mais promissora. Posteriormente, determinou-se a atividade 

antimicrobiana da amlodipina e o seu potencial efeito adjuvante da ação da tetraciclina, 

ciprofloxacina, gentamicina e EtBr, em 6 isolados clínicos de E. coli. 

O isolado 27 foi o que demonstrou maior suscetibilidade à tetraciclina (CMI < 8 mg/L) 

(Tabela 12), o que vai ao de encontro com o perfil de suscetibilidade previamente 

determinado no laboratório de ISTs do IHMT. Esperava-se que o isolado 182 também 

apresentasse suscetibilidade a este antibiótico, mas demonstrou resistência pela 

determinação de CMI por microdiluição (CMI >8 mg/L) (123). As restantes estirpes 

apresentaram resistência à tetraciclina, de acordo com o esperado. Quanto à 

ciprofloxacina, todos os isolados clínicos testados, à exceção do isolado 31, foram 

suscetíveis a este antibiótico (Tabela 12, CMI ≤ 0,25 mg/L) (123),  conforme os dados 

anteriores do laboratório.  

Os resultados obtidos demonstraram que todos os isolados são suscetíveis à gentamicina 

(Tabela 12) (123), confirmando os resultados já descritos. 

Na presença de amlodipina, a CMI da tetraciclina e reduziu significativamente (8x), nos 

isolados 30, 159 e 181 e sofreu uma ligeira diminuição (2x) nos restantes isolados 31 e 

182 (Tabela 12). A CMI da ciprofloxacina na presença de amlodipina diminuiu 

ligeiramente (2x) em todos os isolados, à exceção da 182, onde não se verificou nenhum 

efeito (Tabela 12). A CMI da gentamicina na presença do mesmo composto reduziu 

significativamente (4x) nos isolados 159 e 181, mas apenas ligeiramente (2x) nos 

restantes (Tabela 12). Relativamente à CMI do EtBr, a amlodipina promoveu uma 
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redução significativa (8x) nos isolados 30, 159 e 181, mas apenas uma ligeira diminuição 

(2x) nos restantes isolados 27, 31 e 182. 

Resumindo, os isolados 30, 159 e 181 apresentaram um perfil de suscetibilidade 

semelhante, e um maior efeito da amlodipina na CMI dos antibióticos. Os isolados 27, 31 

e 182 apresentam perfil de suscetibilidade mais distintos entre si. Para além desta 

observação, também foi evidente que a amlodipina não teve efeito significativo na 

redução da CMI dos antibióticos testados nestes isolados.  

Seria interessante estudar o efeito da amlodipina na acumulação e efluxo do EtBr em 

todos os isolados clínicos estudados neste trabalho, como complemento aos resultados 

obtidos. Desta forma, seria possível avaliar se a atividade inibitória de efluxo variava 

entre os diferentes isolados e de acordo com o resultado observado para as CMIs dos 

antibióticos e EtBr. 

 

4.3.  Desenvolvimento de IEs: desafios e perspetivas futuras 

Neste estudo, a amlodipina mostrou ser o composto mais promissor como potencial IE. 

No futuro, seria interessante explorar o seu mecanismo de ação, confirmar o(s) seu(s) 

alvo(s) molecular(es), e estudar a interação entre este composto e o sistema AcrAB-TolC, 

através de modelos computacionais. 

No passado, diversos IEs foram descritos com ação nas principais bombas de efluxo de 

bactérias Gram-negativas resistentes aos antimicrobianos, tais como os sistemas AcrAB-

TolC e MexAB-OprM de E. coli e P. aeruginosa, respetivamente (154). O composto 

PaβN demonstrou atividade de inibição de bombas de efluxo em P. aeruginosa e efeito 

adjuvante promissor da atividade de antibióticos (93). 

Outro exemplo de IE descrito na literatura é a tioridazina, conhecida por ter sido utilizada 

como terapia de último recurso no tratamento de doentes com tuberculose extensivamente 

resistente (155, 156). Sugere-se que a tioridazina poderá apresentar alvos distintos em 

diferentes vias metabólicas em Mycobacterium tuberculosis, pelo que poderia ser 

potencialmente utilizada em terapêutica combinada com antibacilares atuais (157). 

No entanto, apesar de vários inibidores de efluxo terem sido descritos na literatura, 

nenhum foi aprovado e implementado na prática clínica, até ao momento (158). De facto, 

na maioria dos casos, o desenvolvimento destes compostos não avança para além dos 

estudos pré-clínicos (159). 
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Várias empresas farmacêuticas, como por exemplo a Pfizer, desenvolveram programas 

para a identificação de fármacos IEs, com potencial efeito adjuvante da terapêutica 

antimicrobiana, mas nenhum dos inibidores identificados foi desenvolvido, por não 

apresentarem parâmetros aceitáveis de toxicidade (160). Neste sentido, os programas de 

desenvolvimento de IEs para uso clínico têm encontrado diversas limitações, sendo as 

mais evidentes: potência e espectro de atividade do composto, farmacocinética e 

toxicidade (158). No entanto, se for conhecido em detalhe o modo de inibição e o sítio de 

ligação do composto candidato a IE, poderá ser possível desenvolver análogos, 

contornando as limitações anteriormente descritas (158). 

Apesar do esforço e investimento que ainda serão necessários até ao desenvolvimento de 

um IE que possa ser utilizado com sucesso na prática clínica, as vantagens que poderão 

resultar da utilização destes compostos  e da abordagem de reposicionamento de fármacos 

fazem com que seja crucial continuar a desenvolver estudos nesta área de forma a 

combater a problemática da resistência aos antibióticos. 
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5. CONCLUSÃO  

A bactéria E. coli é responsável por causar infeções do trato urinário, meningite, 

abscessos em diferentes órgãos do corpo, enterite aguda em humanos e animais, e a 

conhecida “diarreia do viajante” (24). Devido à emergência de estirpes de E. coli 

resistentes aos antimicrobianos, as opções terapêuticas tornaram-se cada vez mais 

limitadas. As bombas de efluxo são um mecanismo importante na emergência da 

resistência bacteriana e constituem um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos 

fármacos. De facto, uma estratégia que permitiria combater a resistência aos 

antimicrobianos consiste no desenvolvimento de IEs capazes de restaurar a atividade de 

antibióticos em bactérias resistentes (85). O reposicionamento de fármacos permite 

acelerar o processo de desenvolvimento de medicamentos, reduzindo custos e 

aumentando a probabilidade de sucesso (104,  106).  

Este estudo baseou-se numa estratégia de reposicionamento de fármacos (116,  117, 118) 

de modo a identificar compostos já aprovados com potencial atividade contra bombas de 

efluxo, nomeadamente o sistema AcrAB-TolC em E. coli. Estudou-se um grupo de nove 

compostos com atividade preditiva contra proteínas do metabolismo energético 

bacteriano. Foi possível demonstrar que a doxorrubicina, a amlodipina e o atovaquone 

apresentaram maior atividade antimicrobiana. No entanto, a doxorrubicina demonstrou 

ser substrato do sistema de efluxo AcrAB-TolC. Por outro lado, verificou-se um efeito 

significativo dos compostos tiabendazol, benztiazida, amlodipina, topiramato e sulpirida 

na redução da CMI da gentamicina na estirpe AG100A (sistema AcrAB-TolC inativo). A 

amlodipina parece ser o compostos mais promissor, pois apresentou maior atividade 

inibitória de efluxo nos ensaios de fluorometria em tempo real, e promoveu a redução da 

CMI da gentamicina, da tetraciclina e do EtBr, em isolados clínicos de E. coli resistentes 

à tetraciclina. Assim, seria interessante continuar a explorar o potencial da amlodipina em 

estudos futuros, nomeadamente clarificar o seu mecanismo de ação, confirmar o alvo 

molecular em E. coli, e efetuar ensaios de toxicidade em linhas celulares animais e 

humanas.  

A estratégia utilizada neste trabalho demonstrou potencial na identificação de novos 

inibidores de efluxo em bactérias Gram-negativas, em particular em E. coli, e poderá 

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para combater a 

emergência de resistência aos antimicrobianos.
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