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Resumo

A espécie Staphylococcus epidermidis € um importante agente patogénico nosocomial,
geralmente associado a elevada resisténcia aos compostos antimicrobianos mediada por
diversos mecanismos, incluindo o efluxo. Adicionalmente, a sua capacidade de formar
biofilmes permite-lhe sobreviver quando exposto a compostos antimicrobianos, tornando
as infecOes resilientes a terapéutica. Varios estudos sugerem uma potencial associagdo
entre o efluxo e a formacéo de biofilmes. Este trabalho teve como objetivo a identificacdo
de novos farmacos capazes de inibir a atividade de efluxo e/ou formacéo de biofilmes em
S. epidermidis através de reposicionamento de farmacos, usando uma abordagem de

qguimiogendmica in silico.

O trabalho teve inicio na criacdo de uma biblioteca de potenciais alvos terapéuticos
em S. epidermidis, consistindo em 321 transportadores de membrana, incluindo bombas
de efluxo, e 39 proteinas envolvidas na formacéao de biofilme. A partir da base de dados
DrugBank compilou-se uma lista de 233 farmacos potencialmente ativos contra
transportadores de membrana e/ou biofilmes. Foram selecionados sete farmacos
(tariquidar, cloroquina, amlodipina, desipramina, sulpirida, topiramato, atovaquone) para
avaliacdo in vitro das suas atividades, sendo estas comparadas com inibidores de efluxo
(IEs) conhecidos. Todos os compostos foram testados em dois pares de estirpes
isogénicas de S. epidermidis diferindo na expressao do gene norA, que codifica para a
bomba de efluxo NorA, e capacidade de formacdo de biofilme, nomeadamente ATCC
12228 (ica’) e ATCC 12228 EtBr (norA sobreexpresso) e ATCC 35984 (ica™) e ATCC
35984 EtBr (norA sobreexpresso).

A atividade inibitdria de efluxo dos farmacos foi avaliada pela sua capacidade para
reduzir a concentragdo minima inibitéria (CMI) de oito compostos antimicrobianos
usando o método de microdiluicdo em placa. O tariquidar, cloroquina, amlodipina e
desipramina reduziram em > 4x as CMIs dos compostos antimicrobianos substratos de
NorA e foram considerados potenciais IEs. O topiramato, sulpirida e atovaguone
promoveram uma reducdo < 2x, sendo classificados como potenciais IEs fracos ou sem

atividade inibitoria de efluxo.

Seguidamente, realizaram-se ensaios de checkerboard para determinar um potencial

sinergismo entre os farmacos e compostos antimicrobianos. O tariquidar e a amlodipina



foram os Unicos que demonstraram sinergismo com todos 0s compostos antimicrobianos
testados a concentracOes equivalentes a 1/64 CMI (2 mg/L) e 1/4 CMI (16 mg/L),
respetivamente. A desipramina e a cloroquina apresentaram sinergismo com

ciprofloxacina ou ausente, respetivamente.

A inibigdo da formag&o de biofilme foi avaliada pelo método de adesdo em microplaca
com coloracdo por violeta de cristal. A atividade antibiofilme dos farmacos variou
consoante a estirpe testada, tendo a amlodipina apresentado atividade em ATCC 12228,
enquanto a cloroquina e a desipramina inibiram a formagao de biofilme em ATCC 35984
e na sua derivada, ATCC 35984 EtBr.

Resumindo, neste trabalho identificou-se a amlodipina como inibidor de efluxo e
agente antibiofilme; o tariquidar como um potente inibidor de efluxo; e a cloroquina e a
desipramina como apresentando principalmente potencial como novos agentes
antibiofilme em S. epidermidis. Demonstrou-se que a estratégia de reposicionamento de
farmacos usada permitiu a identificacdo rapida e pouco dispendiosa de novos farmacos
para combater infecdes por S. epidermidis e servir de leads para o desenvolvimento de

farmacos mais eficazes.

Palavras-chave: Staphylococcus epidermidis, efluxo, biofilme, reposicionamento de

farmacos, resisténcia aos compostos antimicrobianos



Abstract

Staphylococcus epidermidis is an important opportunistic nosocomial pathogen,
usually associated with a high burden of antimicrobial resistance mediated by several
mechanisms, including efflux. Also, its ability to form biofilms allows it to survive when
exposed to antimicrobials, rendering infections hard to treat. Several studies have
suggested a potential association between efflux and biofilm formation. This work aimed
to identify new drugs capable of inhibiting efflux activity and/or biofilm formation in S.

epidermidis through drug repurposing, using an in silico chemogenomics approach.

A library of potential therapeutic targets in S. epidermidis was created, consisting of
321 membrane transporters, including efflux pumps, and 39 proteins involved in biofilm
formation. The DrugBank database was then used to compile a list of 233 drugs
potentially active against membrane transporters and/or biofilms. Seven drugs (tariquidar,
chloroquine, amlodipine, desipramine, sulpiride, topiramate, atovaquone) were selected
for in vitro evaluation and their activities compared with known efflux inhibitors (EIs).
All compounds were tested in two pairs of S. epidermidis isogenic strains differing in
expression of the efflux pump gene norA and their capacity to form biofilm, namely
ATCC 12228 (ica) and ATCC 12228 EtBr (norA overexpressed) and ATCC 35984
(ica®) and ATCC 35984 EtBr (norA overexpressed).

The efflux inhibitory activity was assessed by determining the drugs’ capacity to
reduce the minimum inhibitory concentration (MIC) of eight antimicrobials using the
microdilution method. Tariquidar, chloroquine, amlodipine and desipramine reduced the
MICs of antimicrobials that are NorA substrates by > 4-fold and were considered potential
Els. Topiramate, sulpiride and atovaquone promoted a reduction by < 2-fold and were

classified as potential weak Els or with no efflux inhibitory activity.

Checkerboard assays were performed to evaluate a potential synergism between the
drugs and antimicrobials. Tariquidar and amlodipine were the only drugs showing
synergism with all antimicrobials tested at concentrations equivalent to 1/64 MIC (2
mg/L) and 1/4 MIC (16 mg/L), respectively. Desipramine and chloroquine showed

synergism with ciprofloxacin or it was absent, respectively.

Vi



Inhibition of biofilm formation was assessed by the plate adhesion method with crystal
violet staining. The antibiofilm activity of the drugs varied according to the strain, with
amlodipine showing activity in ATCC 12228, while chloroquine and desipramine
inhibited biofilm formation in ATCC 35984 and its derivative ATCC 35984 EtBr.

In summary, in this work we identified amlodipine as an efflux inhibitor and
antibiofilm agent; tariquidar as a potent efflux inhibitor; and chloroquine and desipramine
as new potential antibiofilm agents in S. epidermidis. We show that the drug repurposing
strategy used allowed a fast and inexpensive identification of new drugs to fight S.
epidermidis infections or to serve as leads for the development of more effective drugs.

Keywords: Staphylococcus epidermidis, efflux, biofilm, drug repurposing, antimicrobial

resistance
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1 Introducdo

1 Introducao

1.1 Género Staphylococcus

O genero Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e engloba 63 espécies
e 10 subespécies, sendo Staphylococcus aureus a espécie tipo deste genero (1). Os
membros do género Staphylococcus apresentam um conteldo em guanina+citosina
(G+C) de cerca de 30 a 39 mol% (2). As bactérias deste género apresentam coloragédo de
Gram positiva e morfologia esférica em forma de coco, com um didmetro de 0,5a 1,5 pum
(2), podendo ocorrer como células isoladas, em pares, tétrades, cadeias ou aglomerados
em forma de cacho de uva (2). De facto, 0 nome deste género deriva do grego staphylé —

cacho de uvas — e kokkos — grdo ou semente (1,3).

Os estafilococos sdo bactérias ndo mdveis, que ndo formam esporos, sdo geralmente
ndo encapsuladas, possuem uma parede celular composta por peptidoglicano e acidos
teicoicos, produtoras de catalase e ndo produtoras de oxidase. Estas bactérias sdo
anaerdbias facultativas, crescendo preferencialmente em condigdes aerobicas, e
apresentam metabolismo respiratério e fermentativo (2,4). A temperatura de crescimento
destas bactérias situa-se entre 0s 18 e 0s 40 °C, sendo a temperatura étima de crescimento
entre 34 a 37 °C (4), e sdo capazes de crescer na presenca de um teor salino (NaCl) até
10% (2,5).

Os estafilococos s@o comensais da pele e membranas mucosas de humanos e outros
animais (6). De acordo com a sua capacidade de produzir ou ndo a enzima coagulase, este
género pode ser dividido em dois grupos: estafilococos produtores de coagulase (CoPS,
do inglés coagulase-positive staphylococci) e estafilococos ndo produtores de coagulase
(CoNS, do inglés coagulase-negative staphylococci). Dentro do grupo dos CoPS,

destaca-se S. aureus, a especie mais relevante a nivel clinico em humanos (2,7).

Os CoNS, constituem um grupo heterogéneo de espécies de estafilococos com elevada
diversidade genomica (8). Uma destas espécies & Staphylococcus epidermidis (6,8).
Comparativamente a S. aureus, os CoNS possuem um menor arsenal de fatores de
viruléncia, pelo que a suscetibilidade do hospedeiro desempenha um papel fundamental
na transi¢do de comensais a agentes oportunistas (8). Anteriormente considerados pouco

relevantes a nivel clinico, os CoNS tém vindo a ganhar destaque como importantes
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agentes patogénicos nas Ultimas décadas (6), nomeadamente como agentes etioldgicos de
infecdes nosocomiais (2). Esta emergéncia deve-se a fatores como 0 uso incorreto de
antibiodticos, o aumento de procedimentos cirurgicos que envolvem a insercdo de
dispositivos médicos e um aumento no numero de individuos suscetiveis a este tipo de
infecdo, como doentes imunocomprometidos e recém-nascidos (2,8). O aumento do
namero de estipes resistentes a meticilina (MRSE, do inglés methicillin-resistant
Staphylococcus epidermidis) com suscetibilidade reduzida aos glicopéptidos, e a sua
capacidade de formacdo de biofilmes (8) limitam as op¢6es de tratamento destas infecdes,

destacando a sua importancia.

1.1.1 Caracteristicas gerais de S. epidermidis

As células de S. epidermidis tém um didmetro de 0,8 a 1,0 pm. Esta bactéria forma
colonias de 2,5 a 4,0 mm de didmetro em meio solido, que sdo geralmente ndo
pigmentadas, lisas, brilhantes e salientes (4). Contrariamente a algumas bactérias do
mesmo género, S. epidermidis € capaz de crescer até concentracGes salinas de apenas
7,5%, apresentando um crescimento fraco a 10%. As bactérias desta espécie sdo capazes
de reduzir nitratos e produzir urease e sdo resistentes a lisozima. Apresentam um contetido
em G+C de 30 a 37 mol% (4).

Esta espécie é considerada um organismo comensal, que se encontra de forma ubiqua
na pele e membranas mucosas de humanos e outros animais (9). Distribui-se amplamente
por todo o corpo (10), sendo mais prevalente em areas himidas, como as axilas, as areas
perineal e inguinal (8), narinas e membranas interdigitais (4). S. epidermidis é a espécie
de Staphylococcus mais frequentemente isolada em humanos (8).

1.1.2 Importéancia clinica de S. epidermidis

Comparativamente a S. aureus, S. epidermidis apresenta um menor numero de
determinantes de viruléncia como toxinas, enzimas e adesinas, pelo que, € um agente

patogénico menos virulento (4).
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S. epidermidis raramente provoca infecdo em tecidos saudaveis (11). A maioria das
infecOes por esta bactéria esta associada a dispositivos médicos e tem origem endogena
por contaminacdo destes aquando da sua implantacdo (8). S. epidermidis € o principal
agente de infecBes associadas a implantacdo de dispositivos médicos, como valvulas
cardiacas, proteses, cateteres e shunts cerebrais (2,8). S. epidermidis é responsavel por
cerca de 40% dos casos de endocardite associada a infe¢éo de valvulas prostéticas (8). A
analise de 780 casos de endocardite associada a valvulas prostéticas na Suécia revelou
que, a seguir a estreptococos a-hemoliticos, S. aureus e enterococos, 0s CoNS séo alguns
dos agentes etioldgicos mais frequentes, correspondendo a 12% dos casos (12). Numa
anélise de 14 estudos com mais de 2 400 amostras, os CoNS e S. aureus foram 0s
principais responsaveis por infe¢des associadas a proteses da anca e joelho, tendo ambos
estado na origem de 27% das infe¢fes (13). O mesmo se verificou noutro estudo, tendo
tanto os CoNS como S. aureus sido responsaveis por 19% de um total de 997 infecdes
associadas a proteses do joelho (14). Num estudo realizado num hospital na Polonia de
2015 a 2017, os CoNS resistentes a meticilina foram o agente mais comum de infe¢des
da corrente sanguinea associadas a cateter venoso central, tendo sido responsaveis por
45% destas infecdes (15). Noutro estudo realizado no Japdo, S. epidermidis foi a principal
causa deste tipo de infecéo, correspondendo a um total de 12,5% dos isolados (16). Num
estudo retrospetivo em que foram analisadas 78 amostras de liquido cefalorraquidiano de
infecdes associadas a shunts cerebrais, 0s CoNS foram o0s agentes mais prevalentes, tendo

sido detetados em 37% das amostras (17).

S. epidermidis é também um importante agente de bacteriemia e septicemia em recém-
nascidos e em doentes imunocomprometidos (18). Numa analise dos casos de septicemia
neonatal em diversas areas geograficas ao longo de diferentes periodos, a percentagem de
casos causados por CoNS variou, tendo o valor maximo correspondido a 77,9 % dos casos
(19). Um estudo reportou que os CoNS corresponderam a 23,3 % de todos os isolados em
50 casos de bacteriemia em doentes neutropénicos febris (20), sendo o principal agente

associado a este tipo de infecdo.

As bacteérias da espécie S. epidermidis podem também originar outros tipos de infecdo,

como infecBes urinérias (8).
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Segundo o relatdrio do European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
sobre a incidéncia e mortalidade atribuida a infecGes hospitalares em unidades de
cuidados intensivos na Europa, com dados relativos ao periodo de 2012 — 2018, os CoNS
foram os agentes mais frequentes de infecdes da corrente sanguinea adquiridas nos
cuidados intensivos (23,8 %), sendo S. epidermidis responsavel pela maioria destas
infecBes. Mais concretamente, em Portugal, os CoNS foram responséveis por 18,5 % dos
casos. Os CoNS foram também identificados como agentes etiologicos em 1,8 % e 1,9 %
dos casos de pneumonia e infe¢des do trato urinario adquiridas nos cuidados intensivos,
respetivamente, na Europa. Em Portugal, foram responsaveis por 0,5 % dos casos de
ambos os tipos de infecdo. S. epidermidis foi novamente responsavel pela maioria destes
casos (21).

1.1.3 Terapéutica de infe¢des causadas por S. epidermidis

Grande parte das estirpes nosocomiais de S. epidermidis € multirresistente, sendo cerca
de 75 a 90% resistente a penicilina (22) e mais de 80% MRSE (8). Infecdes por estirpes
MSSE (do inglés methicillin-susceptible Staphylococcus epidermidis) podem ser tratadas
com oxacilina ou nafcilina (23). Na terapéutica de infecdes por estirpes MRSE s&o usados
preferencialmente antibioticos da classe dos glicopéptidos, como a vancomicina (22,23)
ou a teicoplanina, usada em monoterapia ou em terapia combinada com rifampicina (24).
A rifampicina ndo deve ser usada em monoterapia, devido a propensdo para 0
desenvolvimento de resisténcia (8,22). Casos de estirpes com resisténcia ou
suscetibilidade reduzida a vancomicina foram também ja reportados (8,22). Em
alternativa a estes antibidticos, podem ser usados o lipopéptido daptomicina (24), a
glicilciclina tigeciclina, as estreptograminas quinupristina/dalfopristina (22,24), as
cefalosporinas de quinta geracdo ceftarolina e ceftobiprole, os lipoglicopéptidos
dalbavancina e telavancina, o glicopéptido oritavancina ou as oxazolidinonas tedizolida
e linezolida. A excecdo do Ultimo, as resisténcias a estes antibiticos sdo ainda incomuns
(22).

A elevada prevaléncia de estirpes multirresistentes de S. epidermidis em ambiente
hospitalar, bem como a protecdo que lhes é conferida pelo biofilme representam um

problema para o tratamento das infe¢Ges por elas causadas, muitas vezes com caracter
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cronico (8), limitando o numero de opgdes terapéuticas disponiveis (6,9) e requerendo,
muitas vezes, a remocao do dispositivo médico e desbridamento do local de infegéo (22).

1.2 Resisténcia aos compostos antimicrobianos

A resisténcia aos compostos antimicrobianos ocorre de forma natural nas bactérias e
estas tém no seu genoma elementos de resisténcia que tém vindo a evoluir ao longo de
milhares de anos (25,26). No entanto, a pressao seletiva exercida pelo uso irracional ou
excessivo de antibioticos ndo so na clinica humana, mas também na industria animal e na
agricultura, promove e acelera a emergéncia de estirpes resistentes (27,28).
Adicionalmente, o uso incorreto de biocidas, como antissépticos e desinfetantes, pode
também promover resisténcia cruzada a alguns antibi6ticos (29-31).

1.2.1 Compostos antimicrobianos

Os antibioticos sdo compostos com atividade seletiva, que atuam em alvos especificos
e sdo usados a baixas concentragdes (29) no tratamento de infecdes bacterianas. A sua
acdo pode ser bactericida, quando provoca a morte das células bacterianas, ou

bacteriostatica, quando inibe apenas o seu crescimento (29,32).

Os biocidas sdo compostos usados na esterilizacdo e desinfecdo de superficies, areas e
liquidos e como antissépticos na eliminagdo de microrganismos na pele e membranas de
animais e humanos (33). Contrariamente aos antibidticos, os biocidas atuam
simultaneamente em multiplos alvos (29,34) e sdo usados a concentracdes elevadas,
geralmente multiplas vezes superiores as suas concentra¢des minimas inibitérias (CMIs)
(31,35). De modo semelhante aos antibidticos, podem apresentar acdo bactericida ou
bacteriostatica (29,32). No entanto, esta acdo varia consoante a concentra¢do a que sao
usados. Estes compostos apresentam atividade bacteriostatica quando usados a
concentracdes sub-letais ou na sua CMI e atividade bactericida quando usados a
concentracdes elevadas (34). A sua eficacia depende ndo apenas da concentracdo a que
sdo utilizados, mas também de outros fatores, como o tempo de exposicao, a presenca de
matéria organica, o pH e a temperatura a que sdo usados, bem como propriedades

intrinsecas dos microrganismos sobre os quais atuam (30).
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Os antibidticos exercem a sua acao através de diferentes mecanismos, sendo 0s
principais a inibigdo da sintese da parede celular, a inibicao da sintese proteica e a inibicdo

da sintese de acidos nucleicos (36).

A inibicdo da sintese da parede celular ocorre através da interferéncia no processo de
formagéo do peptidoglicano, o principal componente da parede celular bacteriana,
culminando na lise celular. Esta estrutura consiste em cadeias de glicanos que sdo unidas
por pontes interpeptidicas através da acdo de enzimas, denominadas proteinas de ligacao
a penicilina (PBPs, do inglés penicillin-binding proteins), com dominios responsaveis
pela atividade de transglicosilase e/ou transpeptidase (36,37). Os antibidticos B-
lactdmicos sdo capazes de se ligar ao dominio responsavel pela atividade de
transpeptidase destas proteinas, impedindo que ocorra o cross-linking entre as cadeias de
glicanos (38). Os glicopéptidos inibem também a sintese da parede celular, embora atuem
sobre um alvo diferente. Estes antibidticos ligam-se aos terminais D-ala-D-ala dos
precursores do peptidoglicano, impedindo a sua incorporagdo na cadeia crescente do

peptidoglicano pelas PBPs (38,39).

Existem diversas classes de antibidticos que atuam por inibi¢do da sintese proteica, a
qual pode ocorrer ao nivel da subunidade 30S ou da subunidade 50S do ribossoma 70S
(36). As tetraciclinas e os aminoglicosideos atuam ao nivel da subunidade ribossomal
30S, ligando-se a esta e gerando leituras incorretas do mRNA e impedindo a ligacédo do
tRNA a subunidade ribossomal, respetivamente. Os antibidticos das classes dos
macroélidos, lincosamidas, oxazolidinonas e fenicOis exercem a sua acdo através da
inibicdo da subunidade 50S (36). Os macrolidos e lincosamidas interferem com a
translocacdo do ribossoma ao longo do mRNA, impedindo o alongamento das cadeias
peptidicas e levando a libertacdo precoce de cadeias peptidicas incompletas. As
oxazolidinonas ligam-se a subunidade 50S e inibem a formacao do complexo ribossomal
70S, impedindo que a traducéo se inicie (36). A inibicdo da sintese proteica leva a uma
interrupcgdo do crescimento bacteriano, pelo que, tipicamente, estes antibioticos exercem
uma atividade bacteriostatica. Os aminoglicosideos apresentam atividade bactericida

devido a sua capacidade de se ligarem irreversivelmente ao ribossoma (36).

Os antibidticos que inibem a sintese de acidos nucleicos fazem-no através de dois

mecanismos, impedindo a replicagdo do DNA ou terminando precocemente a sua
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transcricdo. Estes antibidticos apresentam atividade bactericida, uma vez que a
interferéncia na producdo de &cidos nucleicos pde em causa a sobrevivéncia das bactérias.
Os antibioticos das classes das quinolonas e fluoroquinolonas ligam-se as topoisomerases
bacterianas, enzimas responsaveis pelo superenrolamento do DNA aquando da sua
replicacéo, criando um complexo enzima-DNA que impede a movimentacdo da forquilha
de replicacdo ao longo das cadeias de DNA (40).

Os biocidas podem denominar-se antissépticos, desinfetantes ou conservantes. Os
antissépticos sdo usados para inibir ou eliminar o crescimento de microrganismos em
tecidos humanos ou de outros animais. Os desinfetantes sdo utilizados com o mesmo fim
em superficies inanimadas. Os conservantes sdo usados com a finalidade de controlar e
prevenir a multiplicagdo de microrganismos em produtos farmacéuticos e alimentares
(29). Estes compostos tém acdo contra bactérias e também contra outros tipos de

microrganismos, como fungos, parasitas e virus (41).

Os biocidas podem atuar, de forma simultanea, sobre multiplos alvos, nomeadamente
na parede celular, sobre proteinas e sobre acidos nucleicos (42). De acordo com 0 seu
mecanismo de acdo, podem ser classificados como oxidantes, eletrofilicos, compostos
liticos ou protonéforos (35).

Os biocidas com acdo oxidante incluem peroxidos e compostos libertadores de
halogéneos, como iodo e cloro (35). Estes compostos exercem a sua agao através da
libertacdo de radicais livres, que desnaturam proteinas e enzimas bacterianas, culminando
na morte da bactéria (29,33). O iodo € capaz de penetrar nas células e oxidar grupos tiol
no citoplasma, interferindo com a estrutura e sintese de proteinas e acidos nucleicos

(29,43). O cloro oxida grupos sulfidril de enzimas e aminoacidos (43).

Os biocidas eletrofilicos incluem os aldeidos, isotiazolonas e derivados de metais
pesados. Os aldeidos interagem com proteinas, DNA e RNA, formando cross-links nas
suas estruturas, impedindo que desempenhem as suas fungdes na célula (33). As
isotiazolonas inibem enzimas que contém grupos tiol, nomeadamente desidrogenases.
Consequentemente, ocorre acumulagdo de radicais livres na célula, que danificam

proteinas, lipidos e acidos nucleicos, provocando a morte da célula (33). Os ifes de prata
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e cobre tém afinidade para proteinas da superficie celular, interferindo com a sua estrutura
e funcdo. Ambos atuam sobre grupos amina e grupos tiol, sendo os ultimos

particularmente sensiveis a sua acdo (33).

Alguns biocidas, como as biguanidas, os QACs (compostos de amoénio quaternério),
os fendis e os alcoois, apresentam um efeito litico, atuando ao nivel da membrana celular
e provocando a lise celular. Os QACs atuam como surfactantes catidnicos, que penetram
na membrana celular com as suas longas cadeias hidrofobicas de grupos alquil,
destabilizando-a e aumentando a sua permeabilidade, resultando na libertacdo de enzimas
autoliticas (41,44). As biguanidas associam-se a fosfolipidos e proteinas da membrana
celular, reduzindo a sua fluidez e capacidade osmorregulatéria, levando a extravasao de
componentes intracelulares (45). Os fendis aumentam a permeabilidade da parede celular,
originando a libertacdo de componentes intracelulares. Os alcoois interferem com o0s
componentes lipidicos da membrana celular, levando a perda da sua integridade e funcédo
(33).

Por fim, biocidas como os &cidos fracos e os parabenos, sdo protondforos, interferindo
com a forga motriz protonica necessaria para o uptake de nutrientes, causando uma

disrupcdo nos processos metabolicos (33).

1.2.2 Mecanismos de resisténcia aos compostos antimicrobianos

Algumas bactérias apresentam caracteristicas morfolégicas que as tornam
intrinsecamente resistentes a certas classes de antibidticos. As bactérias de coloracao de
Gram negativa e micobactérias possuem uma membrana exterior com elevado conteido
lipidico, que impede a entrada de antibidticos hidrofilicos na célula. Em bactérias de
coloracdo de Gram positiva, tal ndo acontece, pois possuem uma parede celular permeavel
a maioria dos antibioticos (46,47). As bactérias apresentam um repertério diverso de
mecanismos que lhes conferem resisténcia a diferentes antibidticos ou classes de
antibioticos, que incluem a inativacdo ou modificagdo do antibiético, a modifica¢do do

alvo bacteriano e a redugéo da concentragdo intracelular do antibiotico (47,48).

A inativacdo do antibidtico pode ocorrer por degradacdo enzimética por hidrolise, por

exemplo, através da acdo de amidases, como as B-lactamases (49). As B-lactamases
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hidrolisam o anel B-lactdmico de antibidticos B-lactdmicos (penicilinas e cefalosporinas),
causando a sua abertura e impedindo que se liguem ao seu alvo, as PBPs (47),
continuando a ocorrer a sintese de peptidoglicano. Podem estar codificadas no
cromossoma bacteriano ou em plasmideos (50). Por outro lado, as esterases e epoxidases
hidrolisam outros antibidticos, como os macrdlidos e a fosfomicina, respetivamente
(49,51). Os aminoglicosideos, as estreptograminas, as fluoroquinolonas, os macrolidos,
as lincosamidas e o cloranfenicol podem ser modificados através da adi¢do de grupos
quimicos por acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidil- ou adenililtransferases
(47-49,51). Outro exemplo de modificacdo do antibidtico consiste na oxidagdo ou
reducdo do antibidtico por enzimas bacterianas, sendo o exemplo mais estudado a

oxidacdo de tetraciclinas pela enzima Tet(X) (49).

A modificacgdo do alvo bacteriano de diferentes classes de antibidticos tem como efeito
uma menor afinidade do antibi6tico para o seu alvo alterado, limitando ou inibindo a
interacdo do antibidtico com o alvo. Como exemplo deste mecanismo contam-se
mutacdes nos genes que codificam para a DNA girase (genes gyrA/B) ou para a
topoisomerase IV (genes grlA/B ou parC/E), alvos das fluoroquinolonas (40). Outro
exemplo de modificagdo do alvo bacteriano € a metilacdo de um residuo de adenina no
rRNA 23S por metiltransferases, codificadas pelos genes erm presentes em plasmideos
ou transposdes, impedindo a ligacdo dos macrélidos ao ribossoma (48). A presenca de
genes van esta associada a producdo de pentapéptidos precursores do peptidoglicano
modificados com afinidade reduzida para a vancomicina (48).

A reducdo da concentracdo intracelular do antibi6tico pode ocorrer devido a uma
permeabilidade reduzida da célula ou ao efluxo do antibidtico para fora da célula. Todas
as bactérias possuem bombas de efluxo que fazem a extrusdo de antibidticos (52,53). A
exposicdo das bactérias a determinados antibidticos desencadeia a sobreexpressao destas
bombas de efluxo, aumentando a extrusdo do antibiético e impedindo que alcance a
concentracdo necessaria para exercer a sua acdo (54,55). Em bactérias de coloracdo de
Gram negativa, a permeabilidade reduzida pode ocorrer por reducdo da expressao ou
mutacao de porinas, canais localizados na membrana exterior responsaveis pela entrada
na célula de vérios antibidticos com caracter hidrofilico, ou por alteracdo dos
lipopolissacaridos. Em bactérias de coloragdo de Gram positiva, a resisténcia aos

antibioticos mediada por permeabilidade reduzida é rara, sendo exemplo o fenotipo de
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resisténcia intermédia a vancomicina em S. aureus, onde ocorre um espessamento da

parede celular, o qual limita a interacdo da vancomicina com o seu alvo celular (46).

Outro mecanismo de resisténcia importante em estafilococos e responsavel pelo
fendtipo de resisténcia a meticilina é a producdo de uma PBP alternativa, a PBP2a,
codificada pelo gene mecA, localizado no elemento genético mével SCCmec (50), para a

qual os antibidticos B-lactdmicos tém menor afinidade (48).

Contrariamente ao que se verifica para os antibidticos, a resisténcia a biocidas mediada
por mecanismos com alvos especificos € rara, devido ao facto de estes atuarem sobre
diversos alvos. A excecao é o caso do biocida triclosan, que tem como alvo especifico a

enzima enoil redutase, codificada pelo gene fabl (56).

As bactérias podem tornar-se menos suscetiveis a acdo de biocidas através da
sobreexpresséo de bombas de efluxo (57,58). Diversos genes que codificam para bombas
de efluxo, nomeadamente as bombas de efluxo Smr, QacG, QacH, QacJ, QacA/B e NorA
estdo presentes em estafilococos e sdo responsaveis pela extrusdo de biocidas, como 0s
QACs (55). Além do transporte de QACs, estas bombas de efluxo sdo também
responsaveis pelo transporte de alguns antibi6ticos, pelo que, a sua sobreexpressdo pode

conferir resisténcia cruzada a esses antibioticos (55).

Os biofilmes sdo estruturas multicelulares que conferem as células que os constituem
protecdo contra a acao de agentes antimicrobianos, incluindo antibidticos e biocidas, que
sdo incapazes de penetrar nesta estrutura e de se ligarem ao seu alvo bacteriano (6). O
papel dos sistemas de efluxo e dos biofilmes na resisténcia a compostos antimicrobianos

é abordado mais detalhadamente nas secgdes seguintes.

1.2.3 Sistemas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas de transporte membranar presentes em todas as
espécies bacterianas e desempenham varios papéis fisiolégicos, nomeadamente na
extrusdo de metabolitos nocivos para as células, na secrecéo de fatores de viruléncia, na
resposta das celulas ao stress e na comunicacgéo intercelular (53,57,59). Os genes que
codificam para estas bombas de efluxo podem estar presentes no cromossoma bacteriano

ou em elementos genéticos moveis, como plasmideos (58).
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As bombas de efluxo estdo também envolvidas no transporte de uma variedade de
antibioticos e outros compostos antimicrobianos, como biocidas e corantes (48,55). A sua
acao pode ser especifica sobre um antibidtico ou uma classe de antibidticos ou podem
realizar o transporte de antibioticos pertencentes a multiplas classes (55), estando, muitas
vezes, associadas a fenotipos de multirresisténcia (MDR, do inglés multidrug resistance),
razdo pela qual estes sistemas sdo designados por bombas de efluxo MDR. Esta variedade
de substratos deve-se, em parte, a multiplicidade de possiveis locais de ligacdo ao

substrato nestas proteinas (60).

A extrusdo de compostos antimicrobianos pelas bombas de efluxo permite as bactérias
resistir a sua acdo, ao impedir que seja atingida a concentracdo necessaria no interior da
célula para que tenha o efeito desejado sobre o seu alvo. Os sistemas de efluxo constituem
geralmente uma resposta inicial a presenca dos compostos antimicrobianos, que permite
as bactérias sobreviver durante o tempo necessario a aquisi¢do de novos mecanismos de

resisténcia mais estaveis e robustos (55,61).

Atualmente, estdo descritas seis familias de sistemas de efluxo MDR, nomeadamente
a familia ABC (do inglés ATP-binding cassette), a superfamilia MFS (do inglés major
facilitator superfamily), a familia MATE (do inglés multidrug and toxic-compound
extrusion), a familia SMR (do inglés small multidrug resistance), a superfamilia RND
(do inglés resistance-nodulation-cell division) e a familia PACE (do inglés
proteobacterial antimicrobial compound efflux). A primeira familia é constituida por
transportadores ativos primarios, que utilizam diretamente o ATP como fonte de energia
para o transporte de compostos. As restantes cinco familias englobam transportadores
ativos secundarios, que utilizam a forca motriz proténica como fonte de energia para o
transporte (53). Uma excecdo sdo as bombas de efluxo da familia MATE, que sdo também

capazes de obter energia através do gradiente de sédio da membrana (55).

Embora ndo exclusivamente, os sistemas de efluxo RND s&o encontrados
principalmente em bactérias de coloracdo de Gram negativa (58,59). Contrariamente aos
sistemas de efluxo das restantes familias, que geralmente funcionam como sistemas de
um unico componente que fazem o transporte de substratos através da membrana
citoplasmatica, as bombas de efluxo RND funcionam geralmente como um sistema

tripartido que se estende ao longo de toda a parede das bactérias de coloracdo de Gram
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negativa, ocorrendo o transporte de substratos através da membrana citoplasmatica para
0 espaco periplasmico e, de seguida, para o exterior da célula através da membrana
externa (53).

Em S. aureus, sdo conhecidos numerosos sistemas de efluxo MDR. A maioria destes
sistemas pertence a familia MFS, nomeadamente as bombas de efluxo NorA, NorB,
MdeA, NorC, SdrM, LmrS, QacA e QacB (55). Estas bombas fazem o efluxo de
antibidticos como as fluoroquinolonas, tetraciclina, &cido fusidico, fenicois e
oxazolidinonas, de biocidas e de corantes. Varias bombas de efluxo codificadas em
plasmideos pertencentes a familia SMR (QacG, QacH, QacJ e Smr) sdo também
encontradas nesta espécie, todas elas responsaveis apenas pelo transporte de biocidas,
como QACs (55). Estdo também presentes em S. aureus a bomba de efluxo MepA,
pertencente a familia MATE, responsavel pelo efluxo de fluoroguinolonas, glicilciclinas,
QACs e corantes (55), bem como a bomba de efluxo MsrA, pertencente a familia ABC e

responsavel pelo transporte de macrolidos e estreptograminas (53).

Na espécie S. epidermidis, ainda pouco se conhece sobre os mecanismos de efluxo
responsaveis pela resisténcia a compostos antimicrobianos. No entanto, Juarez-Verdayes
et al. demonstraram que esta espécie expressa constitutivamente genes da familia nor (62)
e num estudo de Costa et al. foram identificados homologos de NorA/B/C e de outros
transportadores ativos secundarios putativos em varios genomas de S. epidermidis (54).
Este estudo demonstrou também que a sobreexpressdo do gene norA na estirpe S.
epidermidis ATCC 12228 adaptada ao brometo de etidio (EtBr), um substrato da bomba
de efluxo NorA, é responsavel por um fendtipo de resisténcia a fluoroquinolonas e

suscetibilidade reduzida a biocidas como QACs e biguanidas (54).

Os sistemas de regulacdo destes transportadores sdo, por vezes, complexos (53,60). A
expressao destas bombas de efluxo encontra-se sob controlo de genes reguladores locais
(como QacR, que regula QacA/B) ou globais, como MgrA (60). Este ultimo regula ndo
sO as bombas de efluxo MDR de S. aureus NorA, NorB e NorC, mas também algumas
bombas de efluxo ndo-MDR, como Tet(38), genes associados a autélise, genes de

viruléncia e outros genes envolvidos no metabolismo de S. aureus (55).
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1.2.4 Biofilmes

Os biofilmes sdo estruturas tridimensionais, que consistem em comunidades de células
bacterianas embebidas numa matriz extracelular por elas produzida, constituida por agua,
proteinas, polissacarideos e DNA extracelular (eDNA) (6,63), aderentes a uma superficie
biotica ou abidtica (64). A sua formacdo ocorre em resposta a estimulos nutricionais e
metabdlicos, mas também a presenca de concentra¢fes subinibitérias de agentes
antimicrobianos (65). O processo de formacdo de biofilmes divide-se em quatro fases
principais (66) (Figura 1): 1) adesdo a uma superficie biotica ou abidtica, atraves de
diversos mecanismos e fatores, como proteinas de adesdo, acidos teicoicos da parede
celular, alteragdo da hidrofobicidade da superficie celular e produgdo de eDNA,; 2)
proliferacdo celular, ocorrendo formacdo de aglomerados de bactérias designados por
microcolonias; 3) maturacao do biofilme, na qual se origina a estrutura tridimensional do
biofilme, com canais que permitem o acesso de nutrientes a todas as células; e 4)
dispersdo das células do biofilme, contribuindo para a disseminacéo da infecdo para

outros locais do corpo (6,67).

9 Maturagio 0 Dispersido
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Figura 1. Fases de formacé&o do biofilme em estafilococos e fatores envolvidos em cada fase. AtIE:
autolisina; Aap: proteina associada a acumulagdo; MSCRAMMS: componentes da superficie microbiana
que reconhecem moléculas de adesdo da matriz; CIfA: fator de coagulacdo A; CIfB: fator de coagulacdo B;
SdrF: proteina F da familia Sdr; SdrG: proteina G da familia Sdr; FnBPA: proteina de ligagao a fibronectina
A; FnBPB: proteina de ligacdo a fibronectina B; Embp: proteina de ligacdo a matriz extracelular; GehD:
lipase de triacilglicerol; eDNA: acido desoxirribonucleico extracelular; PIA: polissacarideo de adesdo
intercelular; Bhp: proteina homdloga do biofilme; PSMs: modulinas solGveis em fenol. Adaptada de (63).
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1) Adesdo a superficies

A ades&o das células bacterianas pode ocorrer a uma superficie bidtica, como o tecido
humano, ou a uma superficie abiotica, como a de um cateter ou de uma proétese. Varios
fatores estdo envolvidos na adesdo das bactérias aos diferentes tipos de superficies. A
adesdo a superficies abidticas depende maioritariamente da hidrofobicidade destas (6,68).
A autolisina AtlE, uma hidrolase do peptidoglicano, e a proteina Aap, proteina associada
a acumulacdo, estdo envolvidas na adesdo a superficies abioticas, como o polistireno
(6,68,69). E ainda importante referir que a autolisina AtIE é também capaz de aderir a
superficies abidticas através da ligacdo a fatores do hospedeiro, como a vitronectina, o
fibrinogénio, a fibronectina e o colagénio, que, in vivo, cobrem as superficies de proteses
e outros dispositivos médicos (63,68,70,71). A ligacdo a fatores do hospedeiro envolve
ainda outras proteinas, nomeadamente os MSCRAMMS (do inglés microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules) (63). Em S. epidermidis, estdo
presentes cerca de 12 proteinas deste tipo (63), entre elas os fatores de coagulacdo CIfA
e CIfB (63,68); as proteinas da familia Sdr (do inglés serine-aspartate repeat proteins),
nomeadamente SdrF, que se liga ao colagénio do tipo I, e SdrG, que faz a ligagdo ao
fibrinogénio (6,68,70), e FNBPA e FnBPB, proteinas de ligacao a fibronectina (63). Além
destas, outras proteinas, como Embp (63) e GehD (70), interagem também com
componentes da matriz do hospedeiro. A autolisina AtIE é ainda capaz de promover
indiretamente a adesdo das células do biofilme através da libertacdo de eDNA aquando
da lise celular, o qual funciona como uma adesina intercelular e tem um papel importante

na proliferacdo do biofilme (68,70).

2) Proliferacdo celular

Ap0s a adeséo das células do biofilme a uma superficie, estas comegam a proliferar e
a produzir a matriz extracelular (68). Nesta fase, sdo expressas adesinas celulares,
responsaveis pela agregacdo celular e formagdo de uma estrutura multicelular (70). Entre
elas, destaca-se 0 polissacarideo de adeséo intercelular (PIA, do inglés polysaccharide
intercellular adhesin), codificado pelos genes do operdo ica (70). Este operdo é
constituido pelos genes icaA, icaB, icaC e icaD, que codificam para as proteinas IcaA,

IcaB, IcaC e IcaD, respetivamente (63,72). As proteinas IcaA e IcaD constituem uma N-
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acetil glucosamina (GIcNAc) transferase que adiciona unidades GIcNAc a cadeia de PIA,
que, por sua vez, é exportada da célula pela proteina de membrana IcaC. Uma vez na
superficie da célula, a enzima IcaB conduz a desacetilacdo das unidades GIcNAc,
conferindo a molécula carga positiva (63). As moléculas de PIA carregadas positivamente
atraem acidos teicoicos da parede celular e eDNA com carga negativa, promovendo a
agregacdo celular (6). O operdo ica é regulado pelo repressor IcaR, codificado pelo gene
icaR, transcrito na direcao oposta aos genes icaADBC (63). A expresséo de todos 0s genes

ica € necessaria a producéo de PIA funcional (70).

Em S. epidermidis, a formacdo de biofilme através da producdo de PIA é a mais
frequente (63,72). No entanto, também pode ocorrer de uma forma independente de PIA,
uma vez que se verifica formacédo de biofilme em estirpes que ndo possuem o operao ica
(63,68). Nestas estirpes, este processo esta dependente de diversas proteinas (72), entre
as quais se destaca Aap, presente em cerca de 90% dos isolados de S. epidermidis (73).
Esta proteina apresenta dois dominios principais com diferentes fungdes, o dominio A,
associado a adesao inicial a superficies abidticas, e 0 dominio B, que promove a adesdo
intercelular (74). Para funcionar como adesina intercelular, a proteina Aap tem de sofrer
clivagem pela protease SepA (63) ou por proteases do hospedeiro, como a tripsina, a
elastase ou a catepsina G (75), originando uma proteina Aap madura, que ndo possui o
dominio A (74) e que forma fibrilhas entre as células bacterianas (63,68,72,73). Outras
proteinas frequentemente associadas a formacdo deste tipo de biofilme e que
desempenham um papel importante na adesdo intercelular sdo a proteina Bhp (76,77) e
Embp (6,8,73), estando presentes em cerca de 4 a 46% e 79 a 94% dos isolados clinicos

de S. epidermidis (78-81), respetivamente.

Os biofilmes formados de forma dependente ou independente de PIA diferem quanto
a sua estrutura e a sua estabilidade (70,72,82), tendendo os primeiros a ter uma estrutura
mais robusta e estavel (83). Além disso, a sua composi¢do é influenciada por outros
fatores como a exposi¢édo a stress mecanico e exposicao a diferentes substratos e fatores
do hospedeiro (68,70).
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3) Maturacdo

Na fase de maturacdo ocorre a formacdo de uma estrutura tridimensional da matriz
extracelular com formacdo de multiplas camadas celulares e canais, preenchidos de
fluido, que facilitam o acesso de nutrientes a células localizadas nas camadas mais
profundas do biofilme (63,68). Esta estrutura resulta da acdo combinada de fatores de
adesdo acima mencionados, assim como de fatores de disrup¢do, nomeadamente enzimas
e PSMs (do inglés phenol-soluble modulins), que degradam os principais componentes

da matriz do biofilme, nomeadamente PIA, proteinas e eDNA (68,84).

As PSMs sdo moléculas com propriedades surfactantes capazes de quebrar interacfes
ndo covalentes entre células (63,68), contribuindo para a formacéo de canais na estrutura
do biofilme. Estas moléculas sdo capazes de atuar tanto em biofilmes formados de modo
dependente de PIA como em biofilmes formados de modo independente de PIA (85).

As proteases sdo capazes de degradar a matriz em biofilmes formados de forma
independente de PIA. Em S. epidermidis, estdo descritas trés proteases principais,
nomeadamente SepA, Esp (63) e EcpA (68,86). As nucleases sdo responsaveis pela
degradacdo do eDNA. Em S. aureus, estdo descritas duas nucleases, codificadas pelos
genes nucl e nuc2, nenhuma delas presente em S. epidermidis (87). Em Staphylococcus
ndo estd descrita a producdo de enzimas capazes de degradar PIA. Atualmente, apenas
uma enzima capaz de degradar PIA € conhecida, a dispersina B sintetizada por

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (82,85,88).

4) Dispersao

A importancia da dispersdo das células do biofilme reside no papel destas células na
disseminacéo e estabelecimento da infegdo noutros locais do hospedeiro. Esta disperséo
pode ocorrer de forma passiva ou através da expressao de fatores disruptivos, como os
mencionados anteriormente. Além do seu papel na maturacéo do biofilme, estes fatores
facilitam também a dispersédo das células do biofilme. Alguns estudos indicam que o
eDNA possa também desempenhar um papel neste processo. Por exemplo, Berne et al.

verificaram que o eDNA ¢ capaz de estimular a dispersdo de células do biofilme de

16



1 Introducdo

Caulobacter crescentus (89). No entanto, evidéncias in vivo parecem contradizer esta
hipotese (85).

A formacéo de biofilmes é um importante fator de viruléncia, muitas vezes responsavel
pela cronicidade das infecdes. Estas estruturas conferem as células protecdo contra a acao
de agentes antimicrobianos, ndo s6 por constituirem uma barreira & sua penetragdo nas
células, mas também devido a alteragdes no préprio metabolismo das células em biofilme

(6), representando um obstéaculo ao tratamento destas infecdes (90).

Foi demonstrado que os biofilmes apresentam subpopulagdes de células em diferentes
estados metabolicos, nomeadamente células com crescimento aerdbio, células com
crescimento fermentativo, células dormentes e células mortas (68,91). A escassez de
oxigénio em camadas mais profundas do biofilme gera um ambiente anaerdbio que
promove a acumulacdo de produtos acidicos, que inibem a acdo de certos antibidticos.
Adicionalmente, a acumulacdo de metabolitos e a deplecdo de substratos pode induzir
algumas bactérias a entrar numa fase de dorméncia, impedindo a acdo de antibioticos que
tém como alvo células em crescimento. Além disso, as células que constituem o biofilme
apresentam um feno6tipo distinto das células planctdnicas, apresentando uma expressao
génica diferencial, como diminuicdo na expressdo de genes envolvidos em processos
biol6gicos basicos, como a traducao e a transcrigdo, e no metabolismo, por exemplo, na
producdo anaerdbia de energia, e um aumento na expressao de outros genes que codificam
para fatores envolvidos na resisténcia e em mecanismos de defesa contra o hospedeiro
(92). Todas estas caracteristicas permitem as células em biofilme sobreviver a acdo de
antibiodticos e outros agentes antimicrobianos que tém como alvo processos envolvidos

no crescimento celular.

Também o microambiente que se gera dentro do biofilme pode contribuir para a
resisténcia a compostos antimicrobianos destas células. Estima-se que as células
presentes no biofilme possam ter niveis de resisténcia a antibioticos e biocidas muito
superiores aos de células planctonicas (92,93). A elevada proximidade das células no
biofilme facilita também a transferéncia de genes de resisténcia (68,94).
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Outro fator que parece estar envolvido na resisténcia aos antibioticos nos biofilmes é

a expressdo de bombas de efluxo (30,95), um fator que sera discutido na seccéo seguinte.

1.2.5 Relacgao entre efluxo e biofilmes

Ao longo dos ultimos anos, o papel que as bombas de efluxo desempenham na
formagdo dos biofilmes tem sido o foco de indmeros estudos, que descrevem uma
expressdo aumentada de genes que codificam para bombas de efluxo e outros
transportadores membranares nas bactérias presentes no biofilme (96). Num estudo de
Yao et al., observou-se a sobreexpressao de dois genes, SE0225 e SE1243, que codificam
para transportadores ABC, em biofilmes de S. epidermidis (92). Em S. aureus, ocorreu
sobreexpressdo de diversos genes que codificam para transportadores membranares apos
6 e 8 h de crescimento em biofilme (97). Em E. coli, Hancock et al. demonstraram que
128 genes que codificam para bombas de efluxo e transportadores membranares se
encontravam sobreexpressos em células em biofilme e que trés inibidores de efluxo (IEs)
foram capazes de reduzir significativamente a formacao de biofilme (98). No entanto,
outros estudos indicam que ndo existe uma relacdo entre a sobreexpressdo de bombas de
efluxo e a formacdo do biofilme (52). Tirkel et al. demonstraram que a sobreexpressdo
de bombas de efluxo promove uma reducdo na formacdo de biofilme em Klebsiella
pneumoniae (99). Um estudo de de Kievit et al. revelou que ndo ha um aumento na
expressdo de quatro bombas de efluxo descritas em P. aeruginosa nas células em biofilme
(100). Num estudo de Baugh et al., 10 mutantes da estirpe Salmonella enterica serovar
Typhimurium L828, cada um sem uma das bombas de efluxo MDR presentes nesta estipe,
foram incapazes de produzir biofilmes competentes, tendo-se observado uma diferenga
significativa na sua capacidade de formar matriz extracelular relativamente a estirpe
parental (101).

Foi ja estudada a acdo de varios IEs sobre células planctonicas, mas existem poucos
dados relativamente ao efeito destes IEs em bactérias no biofilme (102). Tang et al.
demonstraram que o IE CCCP (carbonilcianeto 3-clorofenil-hidrazona) é capaz de inibir
a formacdo de biofilme em K. pneumoniae de forma dependente da concentragdo (102).
Noutro estudo em Pseudomonas fluorescens, quatro IEs foram capazes de aumentar a

suscetibilidade de celulas em biofilme, que sobreexpressavam dois sistemas de efluxo, a
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acdo do gluteraldeido (103). Dawan et al. demonstraram que, quando expostas a
diferentes antibidticos na presenca de PABN (fenilalanina-arginina p naftilamida), um IE,
estirpes de S. enterica ser. Typhimurium séo incapazes de formar biofilme (104). Num
estudo mencionado anteriormente, foi demonstrado que, na presenca deste mesmo IE e
de dois outros (CCCP e clorpromazina (CPZ)), a estirpe L8S8 de S. enterica ser.
Typhimurium é também incapaz de produzir biofilme (101). Observou-se noutro estudo
que, na presenca dos IEs tioridazina (TZ), PABN ¢ 1(1-naftilmetil)-piperazina (NMP), a
capacidade de producao de biofilme reduziu significativamente em estirpes de S. aureus

e Pseudomonas putida (96).

Estudos sobre o papel das bombas de efluxo em biofilmes sugerem que estas proteinas
podem desempenhar variadas funcbes em diferentes espécies bacterianas, nomeadamente
na extrusdo de moléculas necessérias para a formacdo da matriz do biofilme, como
substancias poliméricas da matriz extracelular, e envolvidas na regulacdo do biofilme,
como moléculas associadas aos quorum sensing; no efluxo de metabolitos e moléculas
toxicas, como compostos antimicrobianos; na prevencdo ou promocdo da adesdo
intercelular e adesdo a superficies; e na regulacdo indireta de fatores de transcricdo
envolvidos na formacéo do biofilme (52,105).

1.3 Descoberta e desenvolvimento de compostos antimicrobianos

Segundo o relatorio epidemioldgico anual para 2020 do ECDC sobre a resisténcia aos
compostos antimicrobianos na EU/EEA, esta é considerada uma das maiores ameacas a
salde publica a nivel global e, a cada ano, ocorrem cerca de 670 000 infegcBes por
bactérias resistentes a antibioticos, que resultam diretamente na morte de cerca de 33 000
pessoas (106). Estas infecbes tém também impacto ao nivel econdmico, estando
associadas a internamentos e tratamentos mais prolongados, com maiores custos
associados (107). De facto, 0 mesmo relatério do ECDC estima um custo associado a

estas infe¢des de 1,1 mil milhGes de euros anuais na EU/EEA (108).

A resisténcia aos compostos antimicrobianos deriva, sobretudo, do uso incorreto
destes compostos, que inclui o uso empirico de antibidticos de largo espetro (26), a

prescricdo incorreta de antibidticos devido a um diagndstico tardio ou incorreto, a falha
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na adesdo a terapéutica por parte de doentes, a utilizacdo de antibidticos sem prescricao
(109), bem como o uso de antibi6ticos como profilaticos ou promotores de crescimento e
de biocidas como desinfetantes na industria animal. Todos estes fatores promovem a
transmissdo de bactérias multirresistentes entre humanos, animais e o ambiente (109-
111).

A emergéncia da resisténcia aos compostos antimicrobianos a quase todas as classes
de antibidticos e a dispersdo de estirpes multirresistentes limitam seriamente o nimero de
opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento de infecBes causadas por essas
bactérias (112). Por outro lado, ao longo das Gltimas décadas, tem vindo a observar-se um
declinio e um desinteresse na descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos pelas
grandes empresas farmacéuticas multinacionais, com apenas um nimero reduzido ainda

a investir no desenvolvimento deste tipo de farmacos (26,108,113).

Para além dos fatores acima referidos responsaveis pela resisténcia aos compostos
antimicrobianos, outro problema consiste na falta de diversidade de alvos dos antibidticos
e no facto de grande parte dos antibiéticos desenvolvidos pertencer a classes ja existentes
e, consequentemente, estar sujeita a algumas das mesmas resisténcias existentes para

membros da mesma classe (26,113).

Todos estes fatores, juntamente com a falta de investimento na descoberta e
desenvolvimento de farmacos pelas grandes empresas farmacéuticas, tornam necessaria
a utilizacdo de diferentes estratégias para identificar novos compostos ja existentes ou
desenvolver novos antibioticos de modo a solucionar a problematica da falta de opcdes

terapéuticas para infecBes causadas por bactérias multirresistentes.

1.3.1 Reposicionamento de fArmacos

Comparativamente aos métodos tradicionais de descoberta e desenvolvimento de
farmacos, o reposicionamento de farmacos permite reduzir o tempo implicado neste
processo, requer um menor investimento financeiro e estd associado a uma maior taxa de
sucesso, uma vez que os farmacos identificados foram previamente submetidos a ensaios
pré-clinicos e a sua seguranga e toxicidade foi ja testada (114-116). No entanto, algo a

ter em conta no reposicionamento de farmacos é o facto de a dose de um farmaco
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requerida para se obter um efeito terapéutico contra determinada doenca poder ser
diferente daquela determinada para a sua indicacdo original (117).

A quimiogendmica surgiu da fusdo de duas areas da ciéncia, a quimica e a genémica
(118), e é definida como o screening de um universo de compostos quimicos contra um
universo de alvos de farmacos com os quais interagem, assentando num principio de
homologia, em que duas proteinas homdélogas deverdo ser alvo do mesmo farmaco (119).
Esta nova area tem como principal objetivo o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (118), permitindo expeditar este processo (120), reduzindo o periodo de

desenvolvimento pré-clinico e o nimero de farmacos identificados sem éxito (118).

Atualmente, varios estudos descrevem o uso de estratégias de reposicionamento de
farmacos em diversas aplicacGes terapéuticas, como o tratamento de diversos cancros e
outras doengas, disfuncdo erétil, queda de cabelo (115,121), bem como para o tratamento
de doencas infeciosas. Num estudo de Neves et al., foram identificados 115 farmacos
com potencial acdo contra Schistosoma mansoni, usando uma abordagem de
quimiogendmica para o reposicionamento de farmacos in silico (114). Rodrigues et al.
demonstraram que os IEs TZ, CPZ, verapamil (VER) e CCCP foram capazes de aumentar
significativamente a suscetibilidade de Mycobacterium avium ATCC 25291 a
eritromicina (122). Ferreira et al. demonstraram o potencial da antraciclina epirrubicina
como agente antimalarico recorrendo também a este tipo de estratégia (123). Noutro
estudo, de Oliveira et al. identificaram dois farmacos anticancerigenos com acao
antifngica  significativa  potencialmente  eficazes no  tratamento  de

paracoccidioidomicose (124).

1.3.1.1  Exemplos de farmacos propostos para reposicionamento em

estafilococos

Alguns farmacos potencialmente eficazes contra estafilococos foram também ja
identificados através de reposicionamento. Mird-Canturri et al. demonstraram que trés
metabolitos de um agente anticancerigeno, tamoxifen, apresentaram atividade
antibacteriana contra isolados MRSE num modelo animal (125). Oliveira et al.

demonstraram que o ibuprofeno, um farmaco anti-inflamatdrio néo esteroide, podera ser
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reposicionado como agente antimicrobiano contra S. aureus, tendo demonstrado ser

eficaz contra células de algumas estirpes em biofilme (126).

Os IEs sd@o compostos ndo antibioticos capazes de inibir bombas de efluxo. Estes,
quando usados em conjunto com compostos antimicrobianos para os quais existe
resisténcia mediada por efluxo, permitem restaurar a sua atividade antimicrobiana ao
promover 0 aumento da sua concentracdo intracelular. Deste modo, sdo compostos de
interesse como possiveis adjuvantes com potencial para mitigar a falta de opcoes
terapéuticas para o tratamento de infecdes por bactérias multirresistentes (61,105). Para
além do mais, um numero crescente de estudos tem também apontado o potencial destes

compostos como agentes antibiofilme.

Os IEs podem interferir com a a¢do das bombas de efluxo de forma direta por ligagéo
a bomba e consequente inibic¢do da sua atividade. Podem também atuar de forma indireta,
por modelacdo da expressdo dos genes que as codificam ou interferéncia com a sua fonte
de energia (127). No entanto, o uso e desenvolvimento destes IEs deve ter em conta que,
numa bactéria, podem estar presentes variadas bombas de efluxo com sobreposicdo do
seu perfil de substratos ou a existéncia de outros mecanismos de resisténcia que, ndo o
efluxo, a um dado agente (58). Outro fator a ter em conta, responsavel pelo uso limitado
de IEs na pratica clinica, é o facto de muitos dos compostos testados apresentarem elevada

toxicidade em células humanas (127).

Em S. aureus, foi ja estudado o efeito de numerosos farmacos para reposicionamento
como IEs da bomba de efluxo NorA, como a reserpina (RES) (128) a TZ, a CPZ (66,129),
0 VER (130), o elacridar (131) e o celecoxib (132). Num estudo por Zimmermann et al.
foi demonstrado que o inibidor da tirosina cinase, nilotinib, identificado através do
screening de uma biblioteca de 1200 farmacos, tem potencial para ser usado como IE e,
em conjunto com a ciprofloxacina, como agente antibiofilme em S. aureus (133). Mahey
et al. identificaram seis farmacos, raloxifene, pirvinio, nefazodona, ezetimibe,
clorprotixeno e propafenona como inibidores da bomba de efluxo NorA e potenciais
adjuvantes terapéuticos capazes de restaurar a agdo de fluoroquinolonas em S. aureus
(134).
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1.4 Objetivos

S. epidermidis é um comensal da pele de humanos e outros animais e um importante
agente oportunista causador de infecdes nosocomiais associadas, principalmente, a
implantacgdo de dispositivos médicos. O aumento do nimero de individuos suscetiveis a
estas infecGes e a emergéncia de estirpes resistentes a multiplas classes de antibi6ticos

dificultam o tratamento de infecdes causadas por esta bactéria.

O objetivo desta Dissertacdo foi aplicar uma estratégia in silico de quimiogendmica,
com vista ao reposicionamento de farmacos, identificando novos compostos que tenham

como alvo transportadores de membrana e/ou a formacéo de biofilmes em S. epidermidis.

Para tal, pretendeu-se: (i) criar uma biblioteca de potenciais alvos terapéuticos, em
particular transportadores de membrana e fatores envolvidos na formagéo de biofilmes.
A partir desta, (ii) através de gendmica comparativa, criar uma biblioteca de farmacos
candidatos ja aprovados para uso clinico, recorrendo a base de dados DrugBank para
identificar proteinas homdlogas aos alvos terapéuticos previamente identificados em S.
epidermidis. Por fim, (iii) testar um fluxograma experimental para determinar in vitro a
atividade destes farmacos candidatos contra o efluxo, avaliando o seu efeito na reducéo
da CMI de compostos antimicrobianos efluxaveis; o seu efeito sinérgico com compostos
antimicrobianos por checkerboard assays; e a sua atividade antibiofilme através de

ensaios de adesdo em microplaca com coloragéo por violeta de cristal.

Para a experimentacdo in vitro foi usado um painel de estirpes de referéncia que
diferem quanto a capacidade de produzir biofilme, nomeadamente S. epidermidis ATCC
12228 (ica’) e S. epidermidis ATCC 35984 (ica®). Foram também usadas suas derivadas
adaptadas ao brometo de etidio; S. epidermidis ATCC 12228 EtBr e S. epidermidis
ATCC 35984 EtBr, com atividade de efluxo aumentada, devido a sobreexpressdo do

gene que codifica para a bomba de efluxo NorA.

Assim, este trabalho espera contribuir para a identificacdo de farmacos para
reposicionamento como IEs e/ou agentes antibiofilme em S. epidermidis, que poderao,
no futuro ser utilizados na prética clinica no tratamento de infe¢cGes causadas por esta
bactéria ou servir de base para o desenvolvimento de novas moléculas com capacidade

de inibicdo do efluxo e acdo antibiofilme melhoradas.
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2 Material e Métodos
2.1 Material

2.1.1 Estirpes bacterianas

Neste trabalho, foram estudados dois pares de estirpes isogénicas, nomeadamente S.
epidermidis ATCC®12228™ ¢ S, epidermidis ATCC 12228 EtBr (54), e S. epidermidis
ATCC® 35984™ (também denominada RP62A) e S. epidermidis ATCC 35984 EtBr
(135) (Tabela 1). A estirpe ATCC 12228 tem sido classificada como ndo formadora de
biofilmes (136), uma vez que ndo apresenta o operao ica (77,136). No entanto, dados
obtidos no laboratorio indicam que tem a capacidade de formacéo de biofilme, embora
mais reduzida e varidvel do que ATCC 35984 (137,138). Esta estirpe possui o gene tet(K)
(136), que codifica para a bomba de efluxo Tet(K) associada a resisténcia a tetraciclinas.
A estirpe ATCC 35984 ¢ formadora de biofilmes, possuindo o operdo ica (77). Esta é
uma estirpe MRSE que apresenta um perfil MDR, sendo resistente, para além dos
antibidticos B-lactamicos, a eritromicina, clindamicina (139), aminoglicosideos e ao
trimetoprim-sulfametoxazol (135).

As estirpes S. epidermidis ATCC 12228 EtBr e ATCC 35984 EtBr resultam de um
processo de adaptacdo das estirpes parentais ao EtBr (54), apresentando sobreexpressdo
do gene norA, que codifica para a bomba de efluxo NorA, associada a resisténcia a

fluoroquinolonas e suscetibilidade reduzida a varios biocidas e corantes, como o EtBr.

Tabela 1. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas de interesse das estirpes em estudo.

Estirpe Caracteristicas fenotipicas e genotipicas

N&o formadora de biofilmes (ica’)
ATCC 12228 Resisténcia a tetraciclinas (tet(K)")
Resisténcia a penicilina (blaz*)

Formadora de biofilmes (ica®)
Resisténcia a B-lactdmicos (mecA*, blaZ*)

ATCC 35984 Resisténcia a aminoglicosideos (aph(3’)-11la*, ant(6)-1a*, aacA*)
Resisténcia a eritromicina e/ou clindamicina (msrA*, ermA®)
Resisténcia a estreptotricina (sat4")

ATCC 12228 EtBr! Resisténcia a fluoroquinolonas e suscetibilidade reduzida ao EtBr e
ATCC 35984 _EtBr! biocidas (norA 11 sobreexpresso)

(Y): Caracteristicas idénticas as estirpes parentais, diferindo apenas na sobreexpresséo do gene norA.
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2.1.2 Meios de cultura e solugdes

Todos os meios de cultura utilizados (Tabela 2) foram preparados com &agua

desmineralizada e autoclavados a 121 °C durante 15 minutos.

Tabela 2. Composicéo dos meios de cultura utilizados ao longo do trabalho.

Meio de cultura

Composicéo (por litro)

Mueller-Hinton liquido 300 g infusdo de carne desidratada; 17,5 g caseina hidrolisada; 1,5
(MHB)* g amido; 4 106 mg Ca?""; 4 379 mg Mg?*; pH 7,3+ 0,1 a 25 °C

Mueller-Hinton liquido

ajustado a catides (CA- Meio MHB; célcio a 0,02 mg/L; magnésio a 0,008 mg/L

MHB)

Triptona de soja liquido 17 g peptona de caseina; 3,0 g peptona de soja; 5,0 g cloreto de
(TsB)! sodio; 2,5 g fosfato dipotassico; 2,5 g glucose; pH 7,3+ 0,2 a 25 °C

Triptona de soja sélido 15 g peptona de caseina; 5,0 g peptona de soja; 5,0 g cloreto de
(TSA) 12 sodio; 15 g agar; pH 7,3+ 0,2 a 25 °C

(H): Oxoid Ltda, Hants, Reino Unido; (?): VWR Chemicals BDH, Leuven, Bélgica — meio usado apenas

para determinagdo de UFC/mL.

A composicdo das solugdes utilizadas ao longo deste trabalho sdo apresentadas na

Tabela 3. Todas as solucBes foram preparadas em agua desmineralizada.

Tabela 3. Composicéo das solucdes utilizadas.

Solucéo

Composicao

Solugdo de célcio (Ca?*) a 10
mg/mL

Cloreto de célcio dihidratado?
Esterilizac&o por autoclavagem a 121 °C por 15 min
Aliquotas filtradas com filtro! 0,22 pm

Solucdo de magnésio (Mg?*) a 10
mg/mL

Cloreto de magnésio?
Esterilizac&o por autoclavagem a 121 °C por 15 min
Aliquotas filtradas com filtro! 0,22 pm

Violeta de cristal a 0,1 % (p/v)

Violeta de cristal' a 0,1 % (p/v)
Filtracdo com papel de filtro qualitativo

Acido acético a 33% (v/v)

Acido acético glacial® diluido a 33% (v/v)

Soro fisioldgico (NaCl)

NaCl® a 0,85 % (p/v)
Esterilizacdo por autoclavagem a 121 °C por 15 min

Solucdo de glucose a 20% (p/v)

Glucose? a 20 % (p/v)
Esterilizagdo por filtragdo com filtro! 0,22 um

Solucdo de fosfato salina (PBS) *

NaCl 138 mmol/L, KCI 2,7 mmol/L, tamp&o fosfato 11,76
mmol/L; pH 7,4 £ 0,052 20 °C
Esterilizada por autoclavagem a 121 °C por 15 min

Metanol a 99% (v/v)°®

Metanol a 99% (v/v)

(H: Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Alemanha; (?): Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha; (3):
Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha; (*): Nzytech, Lisboa, Portugal; (°): Mallinckrodt Baker B. V., Deventer, Paises

Baixos.
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A preparacdo de solugdes stock e de trabalho dos compostos quimicos utilizados

encontra-se indicada na Tabela 4. As solugdes e diluicdes foram preparadas em agua

desmineralizada autoclavada, a excecdo dos casos indicados. Todas as solugdes foram

mantidas a -20 °C, a excecdo da solucdo de EtBr, a qual foi mantida a 4 °C.

Tabela 4. Composicéo das solugdes stock e de trabalho dos compostos estudados.

Composto Solucéo stock Fabricante
Ciprofloxacina (CIP) | 14 mg/mL Sigma-Aldrich! (Ref? 17850)
Tetraciclina (TET) 10 mg/mL Sigma-Aldrich! (Ref2 T7660)

Eritromicina (ERI)

13 mg/mL em 96% etanol
Diluicbes em &gua

Sigma-Aldrich!
(Ref® E-5389)

Sigma-Aldrich!

0
L
3
=) .
g Gentamicina (GEN) | 11 mg/mL (Ref G3632)
o
S | Brometo de etidio 10 ma/mL Carl Roth?
E | (Emn g (Reft 2218.2)
(=
© | Cloreto de Sigma-Aldrich*
§ | benzalcsnio (BAC) 19 mg/mL. (Ref* B-6295)
=3 - Sigma-Aldrich?
S
S Clorexidina (CHX) 2 mg/mL (Refe 282227)
Tetrafenilfosfonio Sigma-Aldrich*
(TPP) 22 mg/mL. (Ref? 218782)
o Sigma-Aldrich?
Tioridazina (TZ) 10 mg/mL (Ref T-9025)
i) . Sigma-Aldrich*
% Clorpromazina (CPZ) | 10 mg/mL (Ref* C-8138)
3 . Sigma-Aldrich?
u_"j Verapamil (VER) 62 mg/mL (Refe \V4629)
. 5 mg/mL em 100% DMSO Sigma-Aldrich*
Reserpina (RES) Diluigbes em agua (Ref2 R0875)
. Sigma-Aldrich*
Cloroquina (CLO) 30 mg/mL (Refe C-6628)
8 . . Sigma-Aldrich?
%s Desipramina (DES) 10 mg/mL (Ref* D-3900)
[ H irhl
S | Topiramato (TOP 30 mg/mL em 100% DMSO | Sigma-Aldrich
§ P (TOP) Dilui¢cdes em agua (Refd PHR1600)
£ % DMSO | Sigma-Aldrich?
£ | Atovaguone (ATO) | 30 mg/mL em 100%
B q ( ) Diluicoes em agua (Ref® PHR1591)
- 10 mg/mL em 100% DMSO | Sigma-Aldrich*
Amlodipina (AML
pina ( ) DiluicBes em &gua (Ref* PHR1185)
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Tabela 4. Continuagao.

Composto Solucéo stock Fabricante

. 10 mg/mL em 100% DMSO | Sigma-Aldrich?
wn D
§ § Sulpirida (SUL) DiluicBes em agua (Ref? S8010)
ES inal3
= - 10 mg/mL em 100% DMSO- | Cayman Chemical
s <
£ g | Tariquidar (TAR) Diluicdes em agua (Ref? 24180)

(H): Sigma-Aldrich Chemie GmbH; (?): Carl Roth GmbH + Co. KG; (%): Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan,
EUA. IEs: inibidores controlo.

2.2 Métodos

2.2.1 ldentificacdo de farmacos candidatos por quimiogenémica -

reposicionamento in silico

A metodologia utilizada na identificacdo de farmacos por quimiogenémica —
reposicionamento in silico estd esquematizada na Figura 2 e explicada em detalhe nos

pontos seguintes.

Publ@ed

Genes-alvo associados aos
biofilmes em S. epidermidis

Iransgu;;ﬂgw AT l .
. Prot ¢
Proteinas associadas ao
transporte membranar em S. Sequéncias polipeptidicas das
epidermidis ATCC 12228 proteinas codificadas por estes genes
@ORUGBANK

Lista de proteinas homdlogas
(e-value < 1029)

|

Lista de farmacos com potencial agao contra o efluxo e/ou biofilmes

Critérios de exclusio:

» Uso veterinario, nutracéuticos, retirados do mercado,
antibidticos, antivirais, hormonas, esteroides

* Indisponibilidade comercial, custo elevado

Lista final de farmacos candidatos com potencial atividade
contra o efluxo e/ou biofilmes

Figura 2. Fluxograma usado para identificacdo de farmacos candidatos com possivel atividade contra
o efluxo e/ou biofilmes em S. epidermidis.
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2.2.1.1  Criacdo de uma biblioteca de potenciais alvos terapéuticos

associados ao transporte membranar

A base de dados TransportDB 2.0 (http://www.membranetransport.org/) compila listas

de transportadores membranares e respetivas familias para um total de, até a data, 2558
bactérias com sequéncias genomicas completas. Para cada uma, é possivel obter
informacdo sobre as sequéncias nucleotidica e polipeptidica de cada um dos
transportadores de membrana putativos codificados no seu genoma (140). Com recurso a
esta base de dados, foi compilada uma lista de genes que codificam para transportadores
de membrana putativos, identificados no genoma de S. epidermidis ATCC 12228
(numero de acesso NC_004461), classificados de acordo com a familia de transportadores
a que pertencem. Para cada gene, obteve-se a respetiva sequéncia polipeptidica, em
formato FASTA.

2.2.1.2 Criacdo de uma biblioteca de potenciais alvos terapéuticos

associados aos biofilmes

Na auséncia de uma base de dados dedicada aos biofilmes, compilando os genes e
respetivas proteinas associadas, foi necessario efetuar um levantamento bibliografico para
a sua identificacdo em S. epidermidis. Estes genes de interesse foram posteriormente
pesquisados nos genomas das estirpes ATCC 12228 e ATCC 35984, recorrendo a fungdo
Blast na base de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/). Para cada um dos genes-alvo

identificados selecionaram-se apenas as sequéncias polipeptidicas com query cover >
80% e identity > 60%, obtendo-se a respetiva sequéncia polipeptidica em formato
FASTA.

2.2.1.3  Criagdo de uma biblioteca de farmacos potencialmente eficazes

contra o efluxo e/ou biofilmes

Para a identificacdo de possiveis farmacos com agdo contra o efluxo e/ou biofilmes

(Figura 2), utilizou-se a base de dados DrugBank (https://go.drugbank.com/), que fornece

informac&o sobre farmacos aprovados pela FDA (U.S. Food and Drug Administration) e

farmacos experimentais em processo de aprovacao, 0s Seus mecanismos, interacoes e alvos
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(141). Esta pesquisa foi feita incluindo todas as categorias de farmacos disponiveis,
nomeadamente approved, vet approved, nutraceutical, illicit, withdrawn, investigational e
experimental. No menu “search target sequences”, foram usadas as sequéncias
polipeptidicas anteriormente compiladas para interrogar a base de dados e identificar
proteinas-alvo homologas aos transportadores de membrana ou proteinas associadas aos
biofilmes de S. epidermidis previamente identificados (pontos 2.2.1.1 e 2.2.1.2). Para esta
pesquisa, utilizaram-se os parametros predefinidos, a excecdo do e-value (expectation
value), sendo apenas consideradas como possiveis alvos proteinas homdélogas com um e-
value < 1x10?° (114). Apos esta pesquisa obteve-se uma lista preliminar de farmacos
organizados de acordo com a sua superfamilia quimica, que atuam sobre as proteinas-alvo
homdlogas. Para cada farmaco, foi também obtida informacé&o relativa as suas indicacfes
clinicas e toxicidade. A lista final de farmacos candidatos foi obtida apo6s aplicacdo de
vérios critérios de exclusdo, nomeadamente, farmacos classificados como nutracéuticos,
retirados do mercado, de uso veterinario, antibioticos, antivirais, esteroides ou hormonas,

indisponibilidade comercial e disponibilidade financeira (custo elevado).

2.2.2 Validacao in vitro das atividades inibitoria de efluxo e antibiofilme dos

farmacos candidatos

A atividade dos farmacos candidatos foi avaliada segundo um modelo experimental
(Figura 3), utilizando estirpes de S. epidermidis que diferem na sua capacidade de efluxo

e/ou de formacéo de biofilme, descritas no ponto 2.1.1 .

Inicialmente, determinaram-se as CMIs de oito compostos antimicrobianos, que incluem
0s substratos de NorA, CIP (antibiotico), EtBr (corante) e BAC, CHX e TPP (biocidas); o
substrato da bomba de efluxo Tet(K), TET (antibidtico); e ERI e GEN (antibidticos ndo
efluxaveis nas estirpes em estudo). Foram também determinadas as CMIs de sete farmacos
candidatos — CLO, DES, TOP, ATO, AML, SUL e TAR —e quatro IEs controlo—TZ, CPZ,
VER e RES. Os IEs controlo correspondem a compostos com acéo inibitoria de efluxo ja
demonstrada em S. epidermidis ou outros estafilococos (129,142), permitindo uma

comparacao com os resultados obtidos e a validacéo do racional deste trabalho.

Posteriormente, as CMIs dos compostos antimicrobianos foram re-determinadas na

presenca dos IEs controlo/farmacos candidatos a ¥4 CMI. Cada composto classificado
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como inibidor ou inibidor fraco de efluxo foi testado por ensaios de checkerboard, de
modo a avaliar interagbes de sinergismo entre si e compostos antimicrobianos. Estes
farmacos foram ainda submetidos a ensaios de adesdo em microplaca com coloragdo por

violeta de cristal, para determinar a sua atividade contra a formacéo de biofilmes.

Avaliagao de fArmacos candidatos como Avaliagao de farmacos candidatos
novos IEs como agentes contra biofilmes

Determinaciao de CMIs por microdiluicio

S. epidermidis ATCC 12228 e

. ATCC 12228 EtBr (nord 11)
Estirpes S. epidermidis ATCC 35984 ¢
ATCC 35984_EtBr (nord 11)

Compostos
antimicrobianos e
brometo de etidio

CIP, TET, ERI, GEN, EtBr,
BAC, CHX, TPP

CLO, DES, TOP, ATO,

Farmacos candidatos AML, SUL, TAR

IEs controlo TZ, CPZ, VER, RES

l

Determlnacao de CMIcomposto antimicrobiano/EtBr N4
presenca dos IEs controlo/farmacos candidatos (a 4

CMI)
S/ redugio Redugdo = 2x Redugdo > 4x Ensaios de adesio em microplaca por
l l l coloracio com VC

S/ atividade de Inibidor de efluxo fraco  Inibidor de efluxo —> S. epidermidis ATCC 12228

inibigdo de efluxo . e ATCC 12228 EtBr
l Estirpes S. epidermidis ATCC 35984
e ATCC 35984 EtBr
Determinacéo do indice de concentracéo inibitoria l

fracionaria (FICI) por ensaios de checkerboard
Analise estatistica por One-Way ANOVA

. S. epidermidis ATCC 12228 EtBr com comparacdes miltiplas usando a
EStirpes g epidermidis ATCC 35984 _EtBr 5 .
- eprdermidis = corre¢io de Bonferroni (GraphPad v.
I 8.0.1)
FICI<0,5 0,5<FICI<4 FICI> 4 OD570 (farmaco candidato) < OD570 (s/ farmaco)
l l l p<0,05
Sinergismo Aditividade /indiferenca Antagonismo Agente antibiofilme

Figura 3. Fluxograma usado para validacao in vitro das atividades inibitéria de efluxo e antibiofilme
dos farmacos candidatos. IEs: inibidores de efluxo; CMI: concentragdo minima inibitéria; FICI: indice de
concentragdo inibitoria fraciondria; VC: violeta de cristal; ODs7o: densidade oOptica a 570 nm; CIP:
ciprofloxacina; TET: tetraciclina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; TZ: tioridazina; CPZ:
clorpromazina; VER: verapamil; RES: reserpina; CLO: cloroquina; DES: desipramina; TOP: topiramato;
ATO: atovaquone; AML: amlodipina; SUL: sulpirida; TAR: tariquidar.
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2.2.2.1  Crescimento das estirpes bacterianas

As estirpes em estudo fazem parte da colecdo bacteriana do laboratério, sendo

mantidas em stock a -80 °C em meio TSB suplementado com 10% (v/v) de glicerol.

As estirpes foram crescidas em meio fresco TSA (S. epidermidis ATCC 12228 e
ATCC 35984) ou TSA suplementado com 8 mg/L de EtBr (S. epidermidis ATCC
12228 EtBre ATCC 35984 EtBr), com incubacéo a 37 °C por 24 h ou até 48 h (para a
estirpe ATCC 12228 EtBr).

2.2.2.2  Determinacédo de CMIs

Os valores de CMI foram determinados pelo método de microdiluicdo utilizando
placas de 96 pogos de poliestireno com fundo em U (Paul Boettger GmbH, Bodenmais,

Alemanha).

O in6culo bacteriano foi preparado, transferindo-se trés a quatro col6nias de uma placa
de isolamento para 5 mL de meio MHB, sendo este incubado a 37 °C com agitacéo a 180
rpm durante 18 a 20 h. A partir desta cultura foi preparada uma suspensdo celular

equivalente a escala 0,5 de MacFarland por diluicdo 1:1000 em meio 10 mL de CA-MHB.

Cada placa de 96 pocos foi preparada conforme a Figura 4. Sucintamente, foram
distribuidos 100 uL de CA-MHB para cada pogo das colunas 2 a 12 e 200 uL de CA-
MHB a cada poco da coluna 1. De seguida, adicionaram-se 100 ulL das solucdes de
trabalho de cada composto a testar, preparadas em meio CA-MHB a uma concentracéo
4x superior @ maior concentracao a ser testada (Tabela 5), ao respetivo po¢o na coluna 2.
Posteriormente, foram feitas diluigdes seriadas 1:2 transferindo, 100 uL da coluna 2 para
a coluna 3 e assim sucessivamente até a coluna 11, de onde foram descartados os 100 pL
remanescentes. Por fim, foram adicionados 100 uL de indculo a cada pogo das colunas 2
a 12. Cada placa incluiu controlos de esterilidade (coluna 1) e controlos de crescimento
(coluna 12). As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 h, sendo a CMI registada como
a menor concentracdo de composto a qual ndo se observou crescimento bacteriano. Cada

ensaio foi efetuado, pelo menos, em duplicado.
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Figura 4. Esquema do método de microdilui¢do em placa de 96 pogos para determinacéo de CMIs.
CE: controlo de esterilidade; CC: controlo de crescimento. A numeracdo a vermelho indica a ordem de

realizagdo dos diversos passos.

Tabela 5. Gamas de concentracgdes testadas para a determinacdo de CMIs dos compostos para as

quatro estirpes em estudo.

Composto  Gama de concentracdes testadas (mg/L)

8 CIP
] 0,125 - 64
3 TET
5 ERI
= 0,25-128
= @0 GEN
s EtBr 0,5 256
% BAC 0,03 - 16
2 CHX 0,016 — 8
S TPP 0,5 256
° TZ
S 0,25-128
= CPz
8 VER 3,125 - 1600
= RES 0,06 — 32

CLO
8 21024
B DES
S TOP 3,125 — 1600
[
- ATO
S AML 0,5 256
E suL
- TAR 0,125 - 64

IEs: inibidores de efluxo; CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina;
EtBr: brometo de etidio; BAC: cloreto de benzalconio; CHX: clorexidina; TPP: tetrafenilfosfonio; TZ:
tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; RES: reserpina; CLO: cloroquina; DES: desipramina;
TOP: topiramato; ATO: atovaquone; AML: amlodipina; SUL: sulpirida; TAR: tariquidar.
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2.2.2.3 Determinagdo de CMlIs dos compostos antimicrobianos na
presenca dos IEs controlo e fArmacos candidatos

A capacidade de inibicdo de efluxo por parte dos IEs controlo e farmacos candidatos
foi avaliada por re-determinacdo da CMI dos compostos antimicrobianos na presenca
destes IEs a uma concentracao subinibitdria, correspondente a ¥4 CMI. Para tal, o método
da microdiluicdo em placa foi realizado conforme indicado no ponto 2.2.2.2, & excegdo
das alteracdes a seguir descritas (Figura 5 e Tabela 6). Apés a diluicdo seriada dos
compostos antimicrobianos, foram adicionados aos pogos das colunas 2 a 12 e linhas B a
H, 10 uL de solucdo de trabalho de cada IE ou farmaco candidato (preparada em CA-
MHB de modo a obter uma concentracdo final equivalente a ¥4 CMI). De seguida, foram
adicionados 90 uL de inéculo a cada um dos pocos. Para cada ensaio, foi incluido um
controlo de re-determinacdo de CMI do composto antimicrobiano na auséncia de IE ou

farmaco candidato. Cada ensaio foi realizado, pelo menos, em duplicado.

Cada placa foi incubada a 37 °C durante 18 h e registou-se a CMI como a menor
concentracdo de composto a qual ndo se observou crescimento bacteriano. Considerou-
se inibi¢do de efluxo quando a adi¢do de um farmaco/IE controlo resultou na reducéo de,
pelo menos, 4x do valor de CMI de um composto antimicrobiano quando comparado com

o seu valor original (auséncia de farmaco/IE controlo) (143).

e 100 pL.
4 X [composto antimicrobiano]

100 pL (diluigdes seriadas 1:2) 100 pL.

: l/\/\/\/'\/\/\/\/\/\‘
I AOOOO( 1( 3:7) B ',7)‘(_,7‘7':5 ]l()ﬂp[ﬂn(uuh{
8 ( ‘"')f'*)( ( :)(:),)(;)f) | ]
00O "x)\>)><)"> o
100 uL ca-mup| || PO O( (-)< 0000000 (4]
oopLcA-MHB| | e )()( )( ( ) @000 @® 10 uL IE 90 pL inéeulo |
mamd || OSSO0 00000® || =oim
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Figura 5. Esquema do método de microdilui¢do em placa de 96 pocos para determinagdo das CMls
na presenca dos IEs controlo e dos farmacos candidatos. IE: inibidor de efluxo; CE: controlo de
esterilidade; CC: controlo de crescimento. A numeracdo a vermelho indica a ordem de realizacdo dos
diversos passos.
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Tabela 6. Gamas de concentracdes testadas usadas na re-determinacdo de CMIs dos compostos

2 Material e Métodos

antimicrobianos na presenca dos IEs controlo e dos farmacos candidatos.

Estirpe ATCC ATCC ATCC ATCC
P 12228 12228 EtBr 35984 35984 EtBr
Composto Gama de concentrac6es testadas (mg/L)

é CIP 0,004 -2 0,06 — 32 0,002-1 0,016 -8
-g TET 0,5—256 0,5—256 0,016 -8 0,008 —4
g ERI 4 -2048 4 -2048
=y 0,008 —4
=0 GEN 0,008 -4 1-512 0,5 - 256
S5 Ewr 0,125 — 64 0,25 128
% BAC 0,03-16 0,008 -4 0,03-16
S 0,03-16
S CHX 0,008 -4 0,016 -8
8 TPP 0,03-16 1-512 0,03-16 1-512

CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; EtBr: brometo de etidio;
BAC: cloreto de benzalconio; CHX: clorexidina; TPP: tetrafenilfosfonio.

2.2.2.4  Determinacdo de efeito de sinergismo entre compostos através
de ensaios de checkerboard

Para avaliar o potencial efeito de sinergismo entre os IEs controlo/farmacos candidatos
e 0s compostos antimicrobianos, foram realizados ensaios de checkerboard em placa de
96 pogos de poliestireno com fundo em U, usando o método desenvolvido por Bellio et
al. (144).

O indculo bacteriano inicial foi preparado de modo semelhante ao descrito no ponto
2.2.2.2. A partir desta cultura foi preparada uma suspensao celular equivalente a escala
0,5 de MacFarland por diluicdo 1:1000 em soro fisioldgico (10 uL de cultura para 10 mL

de soro fisioldgico).

Foram preparadas solucdes, em meio 2 x CA-MHB, de IE controlo/farmaco candidato
a uma concentracdo 4x (solucéo Sa) e 8x (2 x Sa) superior a maior concentracao a testar
e de composto antimicrobiano a uma concentracdo 4x (solucdo Sg) superior a maior
concentracdo a testar. As gamas de concentragdes testadas para cada composto estéo

indicadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Gamas de concentracGes dos IEs controlo, dos farmacos candidatos e dos compostos
antimicrobianos testadas nos ensaios de checkerboard.

Estirpe ATCC 12228 EtBr ATCC 35984 EtBr
Composto  Gama de concentracdes testadas (mg/L)
wn
0 S CIP 0,03-8 0,02 -4
o8
wn O m
© o
o) =i EtBr 0,125 — 32 0,25 — 64
cou
o E®@
= TPP 1-256
©
o TZ 0,5-32
» O
w5 CPZ 2-128
3 VER 25 — 1600
o 3 CLO 16 — 2048 322048
O =
2= DES 4256
Es  aw 2-128
w S ‘
e TAR 0,03 -2 | 2-128

IEs: inibidores de efluxo; CIP: ciprofloxacina; EtBr: brometo de etidio; TPP: tetrafenilfosfénio; TZ:
tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML:
amlodipina; TAR: tariquidar.

Para cada ensaio de checkerboard preparou-se uma placa de 96 pocos, de acordo com
0 esquema da Figura 6-A e B. Foram adicionados 100 pL de 2 x CA-MHB aos po¢os das
colunas 2 a 12. De seguida, adicionou-se 100 uL da solu¢éo Sa aos pogos A2 a A10 e 100
uL da solucéo 2 x Sa ao pogo All e foram feitas diluicdes seriadas 1:2, transferindo-se
100 pL dos pogos da linha A a linha G, de onde foram descartados os restantes 100 uL.
Posteriormente, adicionaram-se 100 uL da solucdo Sg a cada pogo da coluna 11 e foram
feitas diluicdes seriadas 1:2, transferindo-se 100 uL dos pogos da coluna 11 & coluna 3,
descartando-se os Ultimos 100 pL. Por fim, adicionou-se 100 pL do indculo aos pogos
das colunas 2 a 12. Cada placa foi incubada a 37 °C durante 18 h, periodo ap6s o qual se
registou a auséncia/presenca de crescimento bacteriano em cada pogo. Cada ensaio
incluiu controlos de esterilidade, controlos de crescimento e controlos contendo apenas o
composto antimicrobiano ou o IE controlo/farmaco candidato. Cada ensaio foi realizado,

no minimo, em duplicado.

A partir dos valores de CMI obtidos e segundo a Equac&o 1, foi calculado o indice de
concentracdo inibitoria fracionaria (FICI, do inglés fractional inhibitory concentration

index), para todas as combinagdes de concentragdes testadas.
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CMlxp , CMIp,

FICI =
CMI, CMlIg

Equacdo 1. Calculo de FICI para cada combinacdo de composto antimicrobiano e IE
controlo/farmaco candidato. A: IE controlo/farmaco candidato; B: composto antimicrobiano; CMlag:
CMI do IE controlo/farmaco candidato na presenca do composto antimicrobiano nas concentragGes em
teste; CMIa: CMI original do composto A, CMIga: CMI do composto antimicrobiano na presenca do IE
controlo/farmaco candidato nas concentragdes em teste; CMIg: CMI original do composto B.

Os valores de FICI (média dos ensaios) foram interpretados por dois métodos. O
método 1, desenvolvido por Den Hollander et al. (145), utiliza a média de todos os FICI
do primeiro poco sem crescimento de cada linha e coluna ao longo da interface
crescimento/auséncia de crescimento para determinar um FICI final. O método 2 (146)
considera que o FICI final corresponde ao menor FICI ao longo dessa interface (Figura
6-C).

Considerou-se que dois compostos apresentam um efeito de sinergismo quando o FICI
< 0,5, aditividade/indiferenca quando 0,5 < FICI < 4 e antagonismo quando o FICI > 4
(147).
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Figura 6. Esquema do ensaio de checkerboard para avaliacao de sinergismo entre os compostos antimicrobianos e os IEs controlo ou farmacos candidatos. (A)
Modo de preparacéo de cada placa; (B) Configuracéo final de cada placa; (C) Esquema representativo dos métodos usados na analise dos resultados obtidos nos ensaios
de checkerboard. IE: inibidor de efluxo; CMI: concentragdo minima inibitoria; CE: controlo de esterilidade; CC: controlo de crescimento; Os po¢os assinalados com (1)
e (2) no painel (C) correspondem aos usados para a determinacdo do indice de concentracdo inibitéria fracionaria (FICI, fractional inhibitory concentration index)
aplicando o método do calculo da média dos valores de FICI na interface crescimento/auséncia de crescimento (1) ou 0 método do menor valor de FICI calculado ao
longo dessa interface (2). A numeracdo a vermelho indica a ordem de realizacdo dos diversos passos.
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2.2.25 Avaliacdo da atividade antibiofilme dos IEs controlo e

farmacos candidatos

A atividade antibiofilme dos IEs controlo e farmacos candidatos foi avaliada através
de ensaios de adesdo em placa de 96 pocos de cultura celular O (Orange Scientific,
Braine-1’Alleud, Bélgica) com coloragdo por violeta de cristal. Os IEs controlo e farmacos
candidatos foram testados numa gama de concentracfes entre o valor da CMI e 1/256
CMI.

Transferiu-se trés a quatro coldnias isoladas em TSA (ATCC 12228 e ATCC 35984)
ou em TSA + 8 ug/mL de EtBr (ATCC 12228 EtBre ATCC 35984 EtBr) para 5 mL de
TSB, o qual foi incubado a 37 °C sem agitacdo durante 18 a 24 h. A partir da cultura
obtida, foi preparada uma suspenséo celular em 10 mL de TSB ajustada a uma densidade
Optica a 600 nm (ODsoo) entre 0,09 e 0,12, equivalente a 1,5 x 102 UFC/mL. Foram
preparadas diluicdes 102 a 107 desta suspensdo em soro fisioldgico e plaqueadas
aliquotas de 100 pL das diluicdes 10 a 107 em TSA para enumeracao e confirmagéo da

concentracgéo celular da suspenséo.

Preparou-se uma dilui¢cdo 1:100 da suspensdo celular ajustada, em TSB suplementado
com 1% de glucose. Este inoculo foi aliquotado, sendo a cada aliquota adicionado IE
controlo ou farmaco candidato de modo a obter uma das concentracdes em estudo. A cada
pogo das colunas 2 a 10 da microplaca, foram adicionados 200 pL de cada suspensédo
celular final suplementada com IE controlo ou farmaco candidato conforme descrito na
Figura 7. Aos pogos da coluna 1, foram adicionados 200 puL da suspenséo celular final
(controlo de crescimento); aos pocos da coluna 11 foi adicionado apenas TSB (controlo
de esterilidade) e aos pocos da coluna 12 foi adicionado, no dia da leitura da placa, acido

acético a 33% (branco). Cada placa foi incubada a 37 °C sem agitacdo durante 24 h.

Apos incubacéo, foi medido o crescimento bacteriano através da leitura da ODgoo nUM
fluorimetro Synergy™ HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EUA). De
seguida, removeu-se o contetdo de todos 0s po¢os com uma micropipeta multicanal e
cada poco foi lavado trés vezes com 100 uL de PBS para remover excedentes de meios
de cultura e células ndo aderentes. De seguida, adicionou-se 150 uLL de metanol a 99% e
incubou-se durante 20 min para fixagdo das células aderentes. Apos este periodo, 0

metanol foi removido com uma micropipeta multicanal e, posteriormente, por inverséo e
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pressdo contra uma folha de papel absorvente. A placa foi deixada a secar ao ar em

posicao invertida durante a noite.

No dia seguinte, adicionaram-se 150 uL de violeta de cristal a 0,1% aos pogos das
colunas 1 a 11, deixando-se atuar por 15 minutos. O excesso de corante foi removido com
uma micropipeta multicanal e a placa lavada trés vezes em cada um de dois recipientes
com agua desmineralizada. Removeu-se 0 excesso de dgua da placa por pressdao contra
uma folha de papel, deixando-se a placa a secar ao ar durante 1 a 2 h, invertida. Depois
da placa estar totalmente seca, adicionaram-se 150 pL de acido acético a 33% para
solubilizar o violeta de cristal, deixando-se atuar durante 30 min. A biomassa associada
ao biofilme foi quantificada por medicdo da densidade 6ptica a 570 nm (ODs70) num
fluorimetro Synergy™ HT (Bio-Tek Instruments, Inc.), usando a opgéo de leitura de toda
a area do poco. Cada condicéo foi testada em quatro réplicas técnicas e cada ensaio foi
realizado, pelo menos, em duplicado.

200 pL suspensdo celular 200 uL TSB o
- 200 pL écido acético o

256 CM1
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Figura 7. Esquema do ensaio de adesdo em microplaca com coloracdo por violeta de cristal para
determinacéo da atividade antibiofilme dos IEs controlo e fArmacos candidatos. IE: inibidor de efluxo;
CMI: concentragdo minima inibitéria; CC: controlo de crescimento; CE: controlo de esterilidade; AA:
branco. A numeragdo a vermelho indica a ordem de realizacdo dos diversos passos.

Em cada ensaio, para cada condic&o teste, foi calculada a media das quatro medicdes
da ODeoo € ODs7g, assim como o desvio padrao (SD) associado. Posteriormente, foi obtido
o0 valor de OD média final (ODrina) para cada concentracdo em estudo por subtracdo da
média do controlo de esterilidade aos valores de média das varias concentragdes. Os

resultados obtidos intra-ensaio foram validados quando SD < 15% de ODfina. Os
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resultados finais foram obtidos por determinacdo da média e SD associado de, pelo
menos, dois ensaios independentes, sendo estes validados quando SD < 20% do valor da

média obtida.

A atividade antibiofilme de cada IE controlo/farmaco candidato foi avaliada por
andlise estatistica realizada usando o software GraphPad v. 8.0.1, comparando a producéo
de biofilme na presenca de IE controlo/farmaco candidato relativamente a condigédo de
nao exposi¢do. A analise foi feita por “One-Way ANOVA” com comparagdes multiplas
(vs. 0 grupo controlo — estirpe ndo exposta) usando a correcdo de Bonferroni. Cada

comparacgéo foi considerada estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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3 Resultados

3.1 Criacao de uma biblioteca de potenciais alvos terapéuticos associados

ao efluxo

Este trabalho teve inicio com a compilacdo de uma lista de transportadores de
membrana em S. epidermidis com recurso a base de dados TransportDB 2.0., utilizando
a informacéo disponivel sobre a estirpe ATCC 12228. Deste modo, foi obtida uma lista
de 321 transportadores de membrana, assim como as respetivas sequéncias polipeptidicas.
Destes, 149 (46,4%) séo transportadores dependentes de ATP, 143 (44,5%) sao
transportadores secundarios, 14 (4,4%) correspondem a sistemas de fosfotransferase
(PTS), 8 (2,5%) a canais idnicos e 7 (2,2%) pertencem a familias ainda néo classificadas
(Tabela Al).

3.2 Criacdo de uma biblioteca de potenciais alvos terapéuticos associados

aos hiofilmes

A partir de uma pesquisa na literatura disponivel, foi compilada uma lista de 39 genes
envolvidos na formacdo de biofilmes em S. epidermidis (Tabela 8). Recorrendo a base de
dados Uniprot, foram obtidas as respetivas sequéncias polipeptidicas codificadas por

estes genes, identificados na Tabela 8.

Tabela 8. Lista de genes envolvidos na formagéo de biofilmes em S. epidermidis e a sua funcgéo.

Funcéo Gene Proteina
aap Proteina associada a acumulacdo Aap
3 atle Autolisina AtIE
é embp Proteina de ligacdo a matriz extracelular Embp
= gehD Lipase GehD
5 sdrC-H MSCRAMM (SdrC a SdrH)
'g ebpS Proteina de ligagdo a elastina
'ﬁ aae Autolisina/adesina Aae
2 cIfA/B Fator de coagulacdo A/B
fnBPA/B Proteina de ligacdo a fibronectina A/B
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Tabela 8. Continuacao.

3 Resultados

Funcéo Gene Proteina
o operéo ica
.g (icaADBC) PIA/PNAG
’g bhp Proteina homéloga do biofilme Bhp
(b}
& qé sesC Proteina de superficie C de S. epidermidis
2 = sepA Elastase extracelular SepA
o 0o . -
1% S esp Proteina de superficie
=] sesE Proteina de superficie E de S. epidermidis
E .
3 tagO Proteina TagO
< ecpA Protease cisteina extracelular A
agr Regulador acessoério
luxS S-ribosilhomocisteina liase
sarA Regulador
sarR Regulador
sarX Regulador
,§ sarZ Regulador
(35 ..
g mgrA Regulador transcricional
& CCpA Proteina A de controlo de catabolitos
icaR Regulador transcricional do operéo ica
CidA Proteina CidA holin-like
Histidina-quinase do sistema regulador de dois componentes
saeR
SaeRS
S Regulador de resposta do sistema regulador de dois
componentes SaeRS

MSCRAMM: componentes da superficie microbiana que reconhecem moléculas de adesdo da matriz; PIA:
polissacarideo de adesdo intercelular; PNAG: poli-N-acetilglucosamina.

3.3 Criacdo de uma biblioteca de farmacos potencialmente eficazes contra

o efluxo e os biofilmes

A pesquisa na base de dados DrugBank de todas as sequéncias polipeptidicas, obtidas

nos pontos 3.1 e 3.2, resultou numa lista de 79 proteinas homdlogas aos transportadores

membranares de S. epidermidis ATCC 12228, alvos de 626 farmacos, assim como uma

lista de 7 proteinas homdlogas a proteinas envolvidas na formacéao de biofilmes, por sua

vez associadas a 2 farmacos.
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Os resultados das duas pesquisas foram compilados numa lista com 628 farmacos.
Desta lista, foram excluidos farmacos de uso veterinario e nutracéuticos, farmacos
retirados do mercado, antibidticos, antivirais, esteroides e hormonas, tendo a lista ficado
reduzida a um total de 494 farmacos. Com base na sua indisponibilidade comercial e/ou
no seu preco, foi excluido um conjunto adicional de farmacos, reduzindo a lista para 233
farmacos candidatos. A Figura 8 apresenta um esquema dos passos envolvidos na
compilacéo da lista final de farmacos com potencial acdo contra o efluxo e a formacéo de

biofilmes em S. epidermidis.

Publffed

Genes-alvo associados aos
biofilmes em S. epidermidis

39 genes associados a biofilmes

lransgu;ibé...'l T l e
. Prot ¢
Proteinas associadas ao
transporte membranar em S. Sequéncias polipeptidicas das
epidermidis ATCC 12228 proteinas codificadas por estes genes
321 transportadores de membrana 39 sequéncias proteicas
@ORUGBANK

Lista de proteinas homoélogas
(e-value < 1020)

79 proteinas homologas 7 proteinas homologas
associadas a 626 farmacos associadas a 2 farmacos

v

Lista de farmacos com potencial agao contra o efluxo e/ou biofilmes
628 farmacos

Critérios de exclusio:

« Uso veterinario, nutracéuticos, retirados do mercado,
antibidticos, antivirais, hormonas, esteroides
« Indisponibilidade comercial, custo elevado

v

Lista final de farmacos candidatos com potencial atividade
contra o efluxo e/ou biofilmes

233 farmacos

Figura 8. Resultados obtidos com a aplicacdo do fluxograma para identificacdo de farmacos contra
o efluxo e a formacao de biofilmes em S. epidermidis.

Por fim, os 233 farmacos desta lista foram agrupados de acordo com a superclasse
qguimica a que pertencem (Figura 9-A). No total, os farmacos foram divididos em 11

superclasses quimicas, com a seguinte distribuicdo: compostos organicos heterociclicos
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(99/233, 42,5%); benzenoides (71/233, 30,5%); acidos organicos e derivados (16/233,
6,9%); fenilpropanoides e policetideos (13/233, 5,6%); alcaloides e derivados (12/233,
5,2%); compostos organicos de azoto (7/233, 3,0%); lipidos e moléculas lipid-like (6/233,
2,6%); compostos organicos de oxigénio (5/233, 2,1%); lignanos, neolignanos e
compostos relacionados (2/233, 0,9%); compostos mistos de metais/ndo-metais (1/233,
0,4%); e compostos organossulfurados (1/233, 0,4%). A lista dos farmacos e sua

distribuicdo de acordo com a superclasse quimica encontram-se na Tabela A2.

Adicionalmente, os farmacos candidatos foram também agrupados de acordo com a
sua indicacdo terapéutica, consoante informacédo disponibilizada em DrugBank (Figura
9-B). Os farmacos foram divididos conforme a sua a¢do no sistema nervoso (57/233,
24,5%); no sistema cardiovascular (47/233, 20,2%); como antineoplasicos e agentes
imunomoduladores (45/233, 19,3%); no trato alimentar e metabolismo (26/233, 11,2%);
experimentais/investigacionais (13/233, 5,6%); no sistema musculo-esquelético (12/233,
5,2%); como antiparasitarios, inseticidas e repelentes (11/233, 4,7%); no sistema
respiratorio (11/233, 4,7%); no trato génito-urinario e hormonas sexuais (6/233, 2,6%);
no sangue e 6rgdos hematopoiéticos (5/233, 2,1%); de uso dermatoldgico (5/233, 2,1%);
como antissépticos (4/233, 1,7%); com acdo em 0rgaos sensoriais (1/233, 0,4%); e usados
como agentes de diagndstico (1/233, 0,4%). Alguns dos farmacos apresentam mais do

gue uma indicacgéo terapéutica.

Com base em critérios como a classe quimica a que pertencem e a existéncia de estudos
prévios sobre a sua acdo contra o efluxo e/ou antibiofilme, foram selecionados para a
experimentacao in vitro sete farmacos representativos das duas superclasses quimicas

principais e cujas indicacOes terapéuticas estdo descritas na Tabela 9.
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A » Lignanos, neolignanos e Compostos mistos de metais/ndo -metais; n=1
Compostos organicos de compostos relacionados ;

oxigénio; n=>5 n=2 W
Lipidos e moléculas lipido -like; n=6\ /
/\‘

Benzenoides; n=71_—

Compostos organossulfurados ; n=1

Compostos organicos de azoto ; n=7

Alcaloides e derivados ; n=12 .
Compostos orgénicos

/ heterociclicos ; n=99

Fenilpropanoides e
policetideos; n=13

Acidos organicos e
derivados; n=16

B Uso dermatologico ; n=>5 Antissépticos ; n=4

Sangue e 6rgdos hematopoiéticos ; n=5 Orgéos sensoriais; n=1

~

Agentes de diagnostico ; n=1

-

Trato genito -urinario e hormonas sexuais ; n=6

Sistema respiratorio; n=11 istema nervsoso ; n=57

S
\ /
Antiparasitarios, inseticidas

e repelentes; n=11 I
Sistema mutisculo -esquelético;

n=12

Experimental/investigacional ;
n=13

J

Trato alimentar ¢ metabolismo ; n=26J

Antineoplasicos e agentes imunomoduladores ; n=45

'\ Sistema cardiovascular ; n=47

Figura 9. Distribuicdo dos farmacos candidatos de acordo com a sua superclasse quimica (A) e

indicacgdo terapéutica (B).
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Tabela 9. Superclasse quimica e indicacado terapéutica dos farmacos candidatos selecionados para a

experimentacdo in vitro.

Farmaco

candidato Indicacéo terapéutica

Alvos

Compostos organicos heterociclicos

Antiparasitarios, inseticidas e repelentes

e Antimalarico (malaria por Plasmodium
: vivax, P. malariae, P. ovale e estirpes

Cloroguina suscetiveis de P. falciparum) P

(CLO) e Amibiase extraintestinal

e Profilaxia (virus Zika)

e Doencas reumaticas

Glutationa S-transferase (P. falciparum)
Proteina HMGB1 (humano)

Fator de necrose tumoral (humano)

Recetor do tipo Toll 9 (humano)

Glutationa S-transferase A2 e Mu 1 (humano)
Enzima conversora da angiotensina 2
(humano)

Sistema nervoso
o Antidepressivo (sintomas depressivos
distarbios de ansiedade, TDAH)
e Controlo de dor neuropética periférica
Desipramina cronica
(DES)

Transportadores  de  noradrenalina e
serotonina dependentes de sddio

Recetores de 5-hidroxitriptamina 1A, 2A e 2C
(humano)

Recetores adrenérgicos B-1 ¢ 2 e a-1 e 2
(humano)

Esfingomielina fosfodiesterase (humano)
Recetor de histamina H1 (humano)

Recetores muscarinicos de acetilcolina M1-5
(humano)

Recetor de dopamina D2 (humano)

Sistema nervoso
o Antiepiléptico  (convulsGes  tdnico-

Topiramato clonicas  parciais ou  primarias
generalizadas, convulsdes associadas a

Subunidade a-1 do recetor GABA (humano)
Subunidade a do canal de sddio (humano)
Recetor cainato (humano)

Anidrases carbénicas 1-4 (humano)

(TOP) sindrome de Lennox-Gastaut) Canal de célcio do tipo L (humano)
o Profilaxia de enxaquecas Canal de calcio dependente de voltagem do
tipo R (humano)

Sistema cardiovascular Subunidades a-1C e B-1 do canal de célcio

e Bloqueador de canais de célcio dependente de voltagem do tipo L (humano)
(hipertensdo, doenga arterial coronéria, Subunidade o-11 do canal de célcio

o angina  cronica  estavel, angina dependente de voltagem do tipo T (humano)
Amlodipina vasoespastica) Subunidade o-1B do canal de calcio
(AML) dependente de voltagem do tipo N (humano)

Subunidade «-1/6-3 do canal de calcio
dependente de voltagem (humano)

Anidrase carbénica 1(humano)
Esfingomielina fosfodiesterase (humano)

Benzenoides

Antiparasitarios, inseticidas e repelentes
e Antimalarico (maléria por P. falciparum)
Atovaquone |« Antifingico (pneumonia por

(ATO) Pneumocystis carinii e P. jirovecii em
doentes intolerantes ao trimetoprim-
sulfametoxazol)

Citocromo B (P. falciparum)
Diidroorotato desidrogenase mitocondrial (P.
falciparum e humano)

Sistema nervoso

Recetores de dopamina D2-4 (humano)

SUISFiJIT_Ida e Antipsicotico (esquizofrenia aguda e Anidrases carbonicas 2 e 3 (humano)
( ) crénica)
Tariquidar Experimental/investigacional P-glicoproteina 1 (humano)

(TAR) e Cancro ovarico, do pulmao e da mama

TDAH: transtorno de déficit de atengdo com hiperatividade.

48



3 Resultados

3.4 Validacao in vitro das atividades inibitoria de efluxo e/ou antibiofilme
dos farmacos candidatos
3.4.1 Determinacdo de concentracfes minimas inibitorias

O primeiro passo laboratorial consistiu na determinacdo de CMIs de todos o0s

compostos testados, nomeadamente os oito compostos antimicrobianos, quatro IES

controlo e sete farmacos candidatos (Tabela 10).

Tabela 10. CMIs dos compostos antimicrobianos, 1Es controlo e fArmacos candidatos para as quatro
estirpes de S. epidermidis em estudo.

Estirpe ATCC ATCC ATCC ATCC
12228 12228 EtBr 35984 35984 _EtBr
Composto CMI (mg/L)
® CIP 0,25 8 0,25 2
£ TET 64 64 2 2
S ERI 0,5 0,25 >2048 >2048
E . GEN 0,125 1 128 128
S EtBr 0,25 16 05 32
g BAC 1 2 1 4
é CHX 1 2 1 2
3 TPP 8 128 4 128
o TZ 32 32 32 32
= CPZ 64 128 64 128
& VER 1600 1600 1600 1600
= RES >32 >32 >32 >32
CLO >1024 >1024 >1024 >1024
g DES 128 128 128 128
2 TOP >1600 >1600 >1600 >1600
S ATO >256 >256* >256 >256
S AML 128 128 64 64
L% SUL >256 >256 >256 >256
TAR >64 2 >64 >64

(*): Foi realizado apenas um ensaio. IEs: inibidores de efluxo: CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; ERI:
eritromicina; GEN: gentamicina; EtBr: brometo de etidio; BAC: cloreto de benzalcdnio; CHX: clorexidina;
TPP: tetrafenilfosfonio; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; RES: reserpina; CLO:
cloroquina; DES: desipramina; TOP: topiramato; ATO: atovaquone; AML: amlodipina; SUL.: sulpirida;
TAR: tariquidar.
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A anélise dos valores de CMI obtidos para os dois pares de estirpes isogénicas indicou
que ambos apresentam o perfil de suscetibilidade esperado (Tabela 1), em concordancia
com estudos anteriores (54,135). Como excecdo, a estirpe ATCC 35984, inicialmente
considerada suscetivel a TET, e a estirpe ATCC 35984 EtBr, considerada suscetivel a
CIP e a TET, sdo agora classificadas como resistentes a esses antibidticos, tendo em conta
as novas recomendacbes da EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing), atualizadas a 1 de janeiro de 2023 (148).

Relativamente as estirpes parentais, as estirpes adaptadas apresentam, como esperado,
valores de CMIs elevados para os substratos de NorA, nomeadamente a CIP, EtBr, BAC,
CHX e TPP. Verificou-se ainda um aumento na CMI do antibidtico ndo efluxavel GEN
paraa ATCC 12228 EtBr, tal como reportado anteriormente (54).

Relativamente aos IEs controlo, as suas CMIs mostraram manter-se para as quatro
estirpes em estudo, a semelhanca do ja reportado num estudo anterior (135). Observou-
se somente uma variagdo da CMI da CPZ na ordem de uma diluicdo entre estirpes
parentais e adaptadas. Os valores de CMI obtidos para os farmacos candidatos foram
igualmente semelhantes entre as estirpes, a excecdo da CMI da AML que variou uma
diluicdo entre os pares de estirpes isogénicas estudadas. A Unica diferenca significativa
foi observada para o TAR que apresenta um valor de CMI na estirpe ATCC 12228 EtBr
32x inferior ao da estirpe parental.

3.4.2 Determinacdo de CMls dos compostos antimicrobianos na presenca

dos IEs controlo ou farmacos candidatos

Uma vez determinadas as CMIs de todos os compostos em estudo, foi testada a acédo
dos IEs controlo ou farmacos candidatos sobre a CMI original dos compostos
antimicrobianos e EtBr. Foram considerados potenciais IEs os farmacos na presenca dos
quais se verificou uma redugdo da CMI original do composto antimicrobiano > 4x.
Farmacos que promoveram uma reducdo da CMI em 2x foram classificados como IEs
fracos, sendo os restantes considerados como ndo apresentando atividade inibitéria de

efluxo. Os IEs controlo e farmacos candidatos foram testados a uma concentragdo
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subinibitdria equivalente a ¥2 CMI, para garantir que ndo afetam a viabilidade celular
(Tabela 11).

Tabela 11. Concentracdes usadas na re-determinacgédo das CMIs dos compostos antimicrobianos na
presenca dos IEs controlo ou farmacos candidatos para as quatro estirpes de S. epidermidis em estudo.

Estirpe ATCC ATCC ATCC ATCC
12228 12228 EtBr 35984 35984 _EtBr
Composto Concentracdo testada (¥ CMI) (mg/L)

o TZ 8
£ crz 16 32 | 16 | 32
8 VER 400
= RES 20*
. CLO 512
% DES 32
S TOP 800
8 ATO 128
S AML 32 | 16
“LEE SUL | 128

TAR 32 05 | 32

(*): Valor inferior a %2 CMI. Valor descrito na literatura (149) e usado devido a limitagdes de solubilidade da reserpina;
IEs: inibidores de efluxo; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; RES: reserpina; CLO:
cloroquina; DES: desipramina; TOP: topiramato; ATO: atovaquone; AML: amlodipina; SUL: sulpirida;
TAR,; tariquidar.

Em primeiro lugar, foi avaliado o efeito dos IEs controlo sobre a CMI original dos
varios compostos antimicrobianos (Tabela 12), procedendo-se a sua classificacdo em

termos de potencial acdo inibitoria de efluxo.

Tabela 12. CMIs dos compostos antimicrobianos e EtBr na presenca dos IEs controlo para as quatro
estirpes de S. epidermidis em estudo.

Estirpe ATCC ATCC ATCC ATCC
12228 12228 EtBr 35984 35984 _EtBr
CMI (mg/L)
CIP 0,25 8 0,25 2
+TZ 0,25 1(] 8x) 0,125 1
+ CPZ 0,25 1(] 8x) 0,25 1
+VER 0,25 0,5 (| 16x) 0,25 0,25 (| 8x)
+ RES 0,25 8 0,25 2
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Tabela 12. Continuacao.
Estirpe ATCC ATCC ATCC ATCC
12228 12228 EtBr 35984 35984 EtBr
CMI (mg/L)

TET 64 64 2 2
+TZ 32 64 2 2

+ CPzZ 64 64 2 1

+ VER 32 32 2 1

+ RES 64 16 (| 4x) 2 2
ERI 0,5 0,25 >2048 >2048
+TZ 0,5 0,25 2048 >2048
+ CPzZ 0,5 0,25 2048 2048

+ VER 0,5 0,25 2048 >2048
+ RES 0,25 0,25 2048 >2048
GEN 0,125 1 128 128
+TZ 0,25 0,5 64 64

+ CPZ 0,25 0,5 128 64

+ VER 0,125 0,25 (] 4x) 32 (| 4x) 64

+ RES 0,125 1 128 64
EtBr 0,25 16 0,5 32
+TZ 0,125 2 (] 8x) 0,25 4 (] 8x)
+ CPZ 0,125 2 (] 8x) 0,5 4 (] 8x)

+ VER 0,06 (| 4x) 1 (] 16x) 0,125 (| 4x) 2 (] 16x)
+ RES 0,25 16 0,5 32
BAC 1 2 1 4
+TZ 0,25 (] 4x) 1 0,25 (] 4x) 2

+ CPZ 0,25 (] 4x) 1 0,5 2

+ VER 0,125 (| 8x) 0,5 (| 4x) 0,125 (| 8x) 1 (] 4x)
+ RES 1 1 1 4
CHX 1 2 1 2
+TZ 0,25 (] 4x) 1 0,5 2

+ CPZ 0,5 1 1 1

+ VER 0,125 (| 8x) 0,5 (| 4x) 0,25 (] 4x) 1

+ RES 0,5 2 1 2
TPP 8 128 4 128
+TZ 4 64 2 64

+ CPZ 4 32 (| 4x) 2 32 (] 4x)

+ VER 4 8 (] 16x) 2 16 (| 8x)
+ RES 8 128 4 64

Os IEs controlo foram testados a ¥+ CMI, correspondendo a: TZ, 8 mg/L; CPZ, 16 mg/L (S. epidermidis
ATCC 12228 e ATCC 35984) e 32 mg/L (S. epidermidis ATCC 12228 EtBre ATCC 35984 EtBr); VER,
400 mg/L; RES, 20 mg/L. (|) Fator de redugdo > 4x CMI do composto antimicrobiano na presenca do IE
controlo relativamente a CMI original do composto antimicrobiano. CIP: ciprofloxacina; TET: tetracicling;
ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; EtBr: brometo de etidio; BAC: cloreto de benzalc6nio; CHX:
clorexidina; TPP: tetrafenilfosfénio; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; RES:

reserpina.
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Confirmou-se a acao inibitdria de efluxo dos IEs controlo TZ, CPZ e VER, uma vez
que diminuiram significativamente as CMIs de compostos efluxaveis por NorA,
nomeadamente CIP, EtBr e TPP nas estirpes com atividade de efluxo aumentada. Em
particular para a CIP, a acdo destes trés IEs controlo originou uma reversdo do fendtipo
da resisténcia a CIP na estirpe S. epidermidis ATCC 12228 EtBr. Este efeito apenas foi
observado na estirpe S. epidermidis ATCC 35984 EtBr na presenca de VER.
Comparando os IEs controlo, o VER foi aquele que promoveu uma maior diminuicéo (até
16x) das CMIs dos compostos antimicrobianos efluxaveis, incluindo BAC e CHX. Por
sua vez, a RES apenas reduziu 4x a CMI da TET na estirpe ATCC 12228 EtBr.

Quanto aos farmacos candidatos, a sua acdo foi testada apenas com compostos
antimicrobianos que sao substratos de NorA: CIP, EtBr, BAC, CHX e TPP (Tabela 13).

Tabela 13. CMIs dos compostos antimicrobianos e EtBr na presenca dos fArmacos candidatos para
as quatro estirpes de S. epidermidis em estudo.

Estirpe  ATCC 12228 ATCC 12228 EtBr ATCC 35984 ATCC 35984 EtBr
CMI (mg/L)
CIP 0,25 8 0,25 2
+CLO 0,25 2 (] 4x) 0,125 1
+ DES 0,25 2 (] 4x) 0,25 2
+TOP 0,5 4 0,25 4
+ AML 0,25 1(] 8x) 0,125 1
+ SUL 0,25 4 0,25 2
+TAR 0,06 (| 4x) 4 0,125 0,25 (| 8x)
EtBr 0,25 16 0,5 32
+CLO 0,25 4 (] 4x) 0,125 (| 4x) 8 (| 4x)
+ DES 0,25 8 0,5 16
+TOP 0,5 16 0,5 32
+ AML 0,125 2 (| 8x) 0,25 4 (| 8x)
+ SUL 0,25 16 0,5 32
+ TAR | <0,008 (] >32x) 8 0,125 (] 4x) 1(] 32x)
BAC 1 2 1 4
+CLO 0,5 1 0,5 2
+ DES 0,5 2 0,5 4
+ TOP 1 1 1 4
+AML | 0,125 (| 8x) 1 0,5 2
+ SUL 1 1 1 4
+TAR | <0,03 (| >32x) 2 0,125 (| 8x) 1(] 4x)
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Tabela 13. Continuacao.

Estirpe  ATCC 12228 ATCC 12228 EtBr ATCC 35984 ATCC 35984 EtBr
CMI (mg/L)
CHX 1 2 1 2
+CLO 0,5 2 0,5 2
+ DES 0,5 2 1 2
+TOP 1 2 1 2
+ AML 0,25 (| 4x) 1 0,5 1
+ SUL 0,5 2 0,5 2
+TAR 0,02 (| 64x) 2 0,25 (| 4x) 1
TPP 8 128 4 128
+CLO 8 64 2 64
+ DES 8 128 4 64
+TOP 8 128 4 128
+ AML 4 16 (| 8x) 2 32 (| 4x)
+ SUL 8 128 4 128
+TAR 4 64 2 16 (| 8x)

Os farmacos candidatos foram testados a ¥4 CMI, correspondendo a: DES, 32 mg/L; SUL, 128 mg/L; CLO,
512 mg/L; TOP, 800 mg/L; AML, 32 mg/L (S. epidermidis ATCC 12228 e ATCC 12228 EtBr) e 16 mg/L
(S. epidermidis ATCC 35984 e ATCC35984 EtBr); TAR, 0,5 mg/L (S. epidermidis ATCC 12228 EtBr) e
32 mg/L (S. epidermidis ATCC 12228, ATCC 35984 e ATCC 35984 _FEtBr). (|) Fator de redugio > 4x
CMI do composto antimicrobiano na presenca do farmaco candidato relativamente & CMI original do
composto antimicrobiano. CIP: ciprofloxacina; EtBr: brometo de etidio; BAC: cloreto de benzalcénio;
CHX: clorexidina; TPP: tetrafenilfosfonio; CLO: cloroquina; DES: desipramina; TOP: topiramato; AML:
amlodipina; SUL: sulpirida; TAR: tariquidar.

O farmaco TAR reduziu significativamente as CMIs de todos os compostos
antimicrobianos a excecdo da CHX, mas apenas na estirpe adaptada ATCC 35984 EtBr,
sugerindo efeitos distintos nas duas estirpes adaptadas. Em particular, o0 TAR reverteu o
fenotipo de resisténcia da CIP na estirpe ATCC 35984 EtBr. Apresentou ainda um efeito
significativo sobre as CMIs dos varios compostos antimicrobianos nas estirpes parentais,

sem efluxo aumentado.

Quanto a AML, este farmaco reduziu significativamente as CMIs do EtBr e TPP em
ambas as estirpes adaptadas. Apresentou também efeito sobre a CMI da CIP, mas apenas
para S. epidermidis ATCC 12228 EtBr, na qual originou reversdao do fenotipo de

resisténcia.

Na presenca dos farmacos CLO e DES, observou-se uma reducéo significativa das
CMls de CIP para a estirpe S. epidermidis ATCC 12228 EtBr, enquanto apenas 0
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primeiro farmaco apresentou adicionalmente efeito significativo sobre a CMI de EtBr em
ambas as estirpes adaptadas.

Os farmacos SUL e TOP apenas reduziram ligeiramente (2x) as CMIs de alguns
compostos antimicrobianos nas estirpes adaptadas. Relativamente ao ATO, a sua dificil
solubilizacdo impediu a determinacdo de todos os valores de CMI, razéo pela qual ndo
foi incluido na Tabela 12. No entanto, nos ensaios validados, ndo demonstrou qualquer

efeito sobre as CMIs dos varios compostos antimicrobianos testados.

Em suma, e aplicando os critérios de classificacdo referidos no inicio deste ponto,
considerou-se os farmacos TAR, AML, CLO e DES como potenciais IEs. Por sua vez, 0s
farmacos TOP e SUL foram considerados potenciais IEs fracos e 0 ATO como néo

apresentando atividade inibitéria de efluxo.

Os IEs controlo e farmacos candidatos classificados como potenciais IEs foram depois

avaliados quanto ao seu sinergismo com os substratos de NorA, CIP, EtBr e TPP.

3.4.3 Avaliacdo de sinergismo entre compostos através de ensaios de
checkerboard

O potencial de sinergismo entre compostos foi avaliado apenas para as estirpes
adaptadas ao EtBr, utilizando o ensaio de checkerboard, realizado por um método
simplificado conforme descrito por Bellio et al. (144) (ponto 2.2.2.4). Nestes ensaios, é
testado o tipo de interacdo (sinergismo, indiferenca, antagonismo), a diferentes
combinacges de concentragdes, entre 0s compostos antimicrobianos (de 1/256x CMI a 2x
CMI) e os IEs controlo/farmacos candidatos (de 1/64x CMI a 1x CMI).

Os dados obtidos para cada combinacdo de composto antimicrobiano-IE
controlo/farmaco candidato foram interpretados por dois métodos descritos em Bonapace
et al. (146), estando os valores de FICI calculados e respetiva interpretagdo descritos na
Tabela 14.
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Tabela 14. Valores de FICI obtidos para cada combinacdo de composto antimicrobiano-IE
controlo/farmaco candidato para as duas estirpes de S. epidermidis adaptadas.

Estirpe ATCC 12228 EtBr ATCC 35984 EtBr
Combinagéo FICI #1 FICI #2 FICI #1 FICI #2

CIP

+TZ 0,744 0,563 0,862 0,531
+ CPZ 0,750* 0,500* 0,916 0,646
+VER 0,684 0,375 0,645 0,271
+ CLO 0,988 0,875 0,725 0,583
+ DES 0,832 0,500 0,927 0,625
+ AML 0,883 0,500 0,846 0,500
+ TAR 0,949 0,750* 0,199 0,156

EtBr

+TZ 0,779 0,500 0,858 0,583
+CPZ 0,825 0,563 0,865 0,563
+VER 0,684 0,375 0,590 0,281
+ CLO 1,016 1,016 0,770 0,594
+ DES 0,845 0,625 0,883 0,563
+ AML 0,832 0,500 0,801 0,438
+ TAR 1,074 1,015 0,295! 0,094!

TPP
+ CPZ 0,963 0,750 — —
+VER 0,685 0,375 0,638 0,396
+ AML 0,832 0,500 0,792 0,500
+ TAR 1,142} 1,015? 0,413* 0,281

FICI #1 e #2: FICI obtidos segundo os métodos de analise #1 e #2), respetivamente; (-): ensaio ndo
realizado; (*): foi realizado apenas um ensaio; (®): sinergismo, FICI < 0,5; (®): aditividade/indiferenca, 0,5
< FICI < 4; Sombreado verde: resultados concordantes entre os dois métodos de analise; CIP:
ciprofloxacina; EtBr: brometo de etidio; TPP: tetrafenilfosfonio; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina;
VER: verapamil; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR: tariquidar. Em alguns
ensaios de checkerboard validados, os valores de CMI de alguns compostos apresentaram uma variagao de
uma diluigéo.

Analisando a Tabela 14, constata-se que, para as mesmas combinagcdes agente
antimicrobiano-1E controlo/farmaco candidato, os resultados variaram consoante o método

de interpretacdo usado, atribuindo-se apenas sinergismo em ambos os métodos com TAR.

Comparando o0s meétodos, observa-se a atribuicdo de mais interaces do tipo
sinergismo recorrendo ao método 2, embora varias correspondam a um FICI de 0,5. De
facto, para ambas as estirpes, os valores de FICI calculados por este metodo para varias
das combinacdes encontram-se no limiar entre sinergismo e aditividade/indiferenca. Por
outro lado, o método 1 resultou maioritariamente na atribuicdo de intera¢fes do tipo

aditividade/indiferenca. Nenhuma das combinacdes testadas resultou em antagonismo.
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Considerando os resultados, observou-se um efeito de sinergismo mais significativo
para o |IE controlo VER e para o farmaco candidato TAR. Por sua vez, a AML apresentou
sinergismo limiar com todos os compostos antimicrobianos. Foram ainda observadas
outras combinacdes de sinergismo limiar, nomeadamente CIP + DES, CIP + CPZ e EtBr

+ TZ. Por outro lado, ndo se observou qualquer efeito de sinergismo com o farmaco CLO.

De seguida, analisou-se em maior detalhe o efeito do VER e do TAR, embora para o
Gltimo apenas tenha sido possivel realizar um ensaio. Na estirpe ATCC 35984 EtBr,
observou-se sinergismo entre os trés compostos antimicrobianos e VER ou TAR até
concentrag0es equivalentes a 1/16x CMI (100 mg/L) ou 1/64x CMI (2 mg/L),
respetivamente. Na Figura 10 encontram-se representados ensaios de checkerboard
obtidos para as combinagdes EtBr + VER e EtBr + TAR para ATCC 35984 _EtBr. Para a
outra estirpe adaptada, a concentracao mais baixa de VER a qual se observou sinergismo
correspondeu a 1/8x CMI (200 mg/L). Para a AML, que apresentou sinergismo com 0s
trés compostos antimicrobianos, a concentracdo mais baixa a que este foi detetado
corresponde a 1/8 CMI (16 mg/L) quando em combinacdo com o EtBr para a estirpe
ATCC 35984 EtBr.

EtBr (mg/L)
0 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
128 1,031 I 1,031 1,031
64 1,031 1,031 1,031
% 32 1,031 1.031 1,031
= 16 1,031 1,031 1,031
; 8 1,031 1.031 1,031
[1: 4 1,063 1,063 1,063
2 1,125 1,125 1,125
0 2,000 2,000 2,000 1.063 1,031 1.016 1,016 1,016 1,016 1,016
FICI
EtBr (mg/L)
0 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
1600 1,008 | 1,008 1,008
800 1,031 1,031 1,031
S 400 1,063 1,063 1,063 0,563
-? 200 1,125 1,125 1,125 0,625 0,375
E 100 1,250 1,250 1,250 0,750 0,500 0.375
- 50 1,500 1,500 1,500 1,000 0,750 0,625 0,563 0,516 0,516
25 1,500 1,500 1,500 1,000 0,750 0,625 0.563 0.516 0,516
0 2,000 2.000 2,000 1,500 1,250 1.125 1,063 1,016 1,016 1,016

FICI
Figura 10. Exemplos de ensaios de checkerboard para as combinacdes EtBr + TAR e EtBr + VER na
estirpe S. epidermidis ATCC 35984 EtBr. EtBr: brometo de etidio; TAR: tariquidar; VER: verapamil;
Retangulo vermelho: valores de FICI na interface crescimento/auséncia de crescimento.
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3.4.4 Determinacgéo da atividade antibiofilme

TAR, AML, DES e CLO, potenciais IEs, foram posteriormente avaliados quanto a sua
possivel acao antibiofilme, pelo método de adesdo em microplaca com coloracao por violeta

de cristal. Foram igualmente testados os IEs controlo TZ, CPZ e VER.

Nestes ensaios foram incluidos os dois pares de estirpes isogénicas. Como ja indicado,
as estirpes parentais ATCC 12228 e ATCC 35984 diferem na sua capacidade de producéo
de biofilme, sendo a Gltima considerada um produtor forte de biofilme. Quanto a ATCC
12228, apesar de ser classificada como ndo produtora de biofilme, trabalhos anteriores do
nosso grupo indicam que tem um comportamento varidvel, sendo, por vezes, classificada
como produtora fraca ou moderada de biofilmes (135,137,138). Num destes trabalhos, a
capacidade de producdo de biofilme destas estirpes isogénicas foi estudada, sendo
mostrada uma reducgédo da formacgéo de biofilmes nas estirpes com atividade de efluxo
aumentada (135). Os resultados obtidos ao longo deste trabalho suportam esses dados
(Figura 11 a Figura 13), sendo detetada uma diminuicdo significativa da producdo de
biofilme em ATCC 12228 EtBr (77%) e ATCC 35984 EtBr (15%) relativamente as

estirpes parentais, apesar de nesta Ultima esse efeito ser menos evidente.

Nas Figura 11 a Figura 13, encontram-se representados os graficos correspondentes a
avaliacdo da atividade antibiofilme dos IEs controlo e farmacos candidatos nas estirpes
em estudo. Devido a fraca producéo de biofilme da estirpe ATCC 12228 EtBr, os dados
destes ensaios ndo sdo apresentados. Na Tabela 15 sdo apresentadas as redugdes na

formacéo de biofilme em percentagem para as trés estirpes.

Tabela 15. Efeito dos farmacos candidatos e 1Es controlo na reducéo de formagéo de biofilme nas
estirpes S. epidermidis ATCC 12228, ATCC 35984 e ATCC 35984 EtBr.

Reducéo da formacgéo de biofilme (%)
Férmacos cMI 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
candidatos CMI CMI  CMI CMI CMI CMI CMI CMI
CLO - - - - - - - 1 4
® DES 76 44 8 10 13 5 14 19 11
N AML ¥ 91 66 49 28 12 15 9 8
S TAR - - - - - - - - -
e TZ ¥ ¥ 70 45 15 9 6 19 11
< CPZ T 51 30 25 23 21 21 17 22
VER T 75 40 23 10 4 6 16 16
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Tabela 15. Continuacao.

Reducéo da formacéo de biofilme (%)

CLO 83 77 19 0 1 0 0 0 3
3 DES 91 88 68 28 12 0 0 0 0
§ AML ¥ 35 0 1 0 0 1 1 2
O TAR 5 0 5 5 15 34 2 7 6
= TZ T T 76 1 0 0 0 0 0
< CPZ T 77 57 13 7 6 1 5 1

VER T 95 84 55 0 0 0 0 0
= CLO 90 88 58 50 35 32 35 32 37
ml DES 94 85 62 60 50 45 45 30 36
3 AML ¥ 76 0 0 0 0 0 0 0
B TAR - - 8 33 30 45 16 14 15
O TZ T T 11 29 38 35 32 35 33
© CPZ ¥ ¥ 85 78 48 26 26 12 10
< VER T 94 90 69 29 28 9 29 32

CMI: concentragdo minima inibitéria; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR:
tariquidar; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; (-): valor ndo indicado por ter ocorrido
formacdo de biofilme superior ao controlo (sem farmaco/IE controlo); (T): valor nao indicado por nao ter
ocorrido crescimento bacteriano a essa concentragao.

Comparando as estirpes parentais, constatou-se que a sua exposi¢do aos trés IEs
controlo (TZ, CPZ e VER) promoveu uma reducdo estatisticamente significativa (p <
0,05) da producéo de biofilme, tendo 0 VER mostrado efeito mais significativo (até 50%
de reducdo de biofilme), observavel até uma concentracéo equivalente a 1/8x CMI (para
ATCC 35984) (Figura 12, Tabela 15). Por sua vez, TZ e CPZ mostraram efeito
antibiofilme até 1/4x da sua CMI. Relativamente aos farmacos candidatos, o seu
comportamento variou de acordo com a estirpe. Para ATCC 12228, a AML foi o Unico
farmaco que reduziu a formacéo de biofilme, até uma concentracdo equivalente a 1/16x
CMI (Figura 11, Tabela 15). J& para ATCC 35984, todos os farmacos mostraram efeito
antibiofilme a excecdo do TAR. Neste caso, a DES mostrou o maior efeito, tendo
diminuido significativamente a formacao de biofilme até uma concentracdo de 1/8x da
sua CMI (Figura 12, Tabela 15).

A estirpe ATCC 35984 EtBr foi aquela para a qual se verificou uma reducdo mais
significativa da formacéo de biofilme na presenca dos varios compostos. Foi observado

um efeito mais pronunciado com os farmacos candidatos CLO e DES, para 0s quais se
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verificou uma reducéo significativa na producdo de biofilme a todas as concentragdes
testadas (Figura 13, Tabela 15), tendo os IEs controlo TZ e VER apresentado um efeito
semelhante. Tal como para as restantes estirpes, 0 TAR ndo apresentou potencial

antibiofilme.

Resumindo, os trés IEs controlo apresentam um efeito antibiofilme significativo em
todas as estirpes. Relativamente aos farmacos candidatos, a AML mostrou ter o maior
potencial antibiofilme apenas na estirpe S. epidermidis ATCC 12228, enquanto nas
estirpes ATCC 35984 e ATCC 35984_EtBr, a CLO e DES apresentaram o melhor efeito
antibiofilme.
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Figura 11. Efeito dos IEs controlo e fArmacos candidatos na producgdo de biofilme na estirpe S. epidermidis ATCC 12228. ODsy: densidade Optica a 570 nm; IE:
inibidor de efluxo; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR: tariquidar; (*): p-value < 0,05;
(**): p-value < 0,01; (****): p-value < 0,0001; (1): concentra¢Bes de IE controlo ou fArmaco candidato as quais ndo se observou crescimento bacteriano, ndo sendo
consideradas na analise estatistica.
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Figura 12. Efeito dos IEs controlo e farmacos candidatos na producéo de biofilme na estirpe S. epidermidis ATCC 35984. ODs7o: densidade Optica a 570 nm; IE:
inibidor de efluxo; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR: tariquidar; (*): p-value < 0,05;
(**): p-value < 0,01; (***): p-value < 0,001; (****): p-value < 0,0001; (1): concentracdes de IE controlo ou farmaco candidato as quais ndo se observou crescimento
bacteriano, ndo sendo consideradas na andlise estatistica.
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ATCC 35984 EtBr
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Figura 13. Efeito dos IEs controlo e farmacos candidatos na producédo de biofilme na estirpe S. epidermidis ATCC 35984 EtBr. ODsyo: densidade éptica a 570
nm; IE: inibidor de efluxo; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR: tariquidar; (*): p-value
< 0,05; (**): p-value < 0,01; (***): p-value < 0,001; (****): p-value < 0,0001; (1): concentragdes de IE controlo ou farmaco candidato as quais ndo se observou
crescimento bacteriano, ndo sendo consideradas na andlise estatistica. (f): concentracdo de AML a qual o crescimento bacteriano foi significativamente afetado (~50%),
ndo sendo considerada na analise estatistica
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4 Discussao e Conclusoes

S. epidermidis é uma bactéria comensal que coloniza a pele de humanos e outros
animais, sendo a espécie de estafilococos mais frequentemente isolada em humanos (8).
O aumento da utilizagdo de implantes médicos e de populacGes de individuos vulneraveis
levou ao aumento das infecbes causadas por S. epidermidis e a sua emergéncia como
agente patogénico oportunista relevante (6). Ao aumento destas infeces estdo também
associadas uma maior taxa de morbilidade e mortalidade nestes individuos (150), bem
como um maior custo para os servicos de salde (151). Para além disso, a frequente
resisténcia aos compostos antimicrobianos nesta espécie (22), aliada a sua capacidade de

formar biofilmes, torna as infecdes causadas por S. epidermidis de dificil tratamento (6).

O principal objetivo desta Dissertacéo foi a identificacéo e validacdo experimental de
novos farmacos que atuem sobre o efluxo e a formacéo de biofilmes em S. epidermidis,
com potencial efeito modelador sobre a resisténcia aos compostos antimicrobianos e a

viruléncia nesta espécie.

4.1 ldentificacdo de farmacos candidatos com potencial acdo contra o

efluxo e biofilmes por quimiogenémica

Neste trabalho, explorou-se uma abordagem in silico para o reposicionamento de
farmacos contra S. epidermidis. O reposicionamento consiste na descoberta de novas
aplicacdes para farmacos ja usados na pratica clinica (115) e tem sido apresentado como
uma estratégia interessante que permite expeditar o processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos, uma vez que os perfis de seguranca e farmacocinética dos
farmacos candidatos ja sdo conhecidos (152). No entanto, esta abordagem coloca também
alguns desafios, tais como: a dificuldade em patentear novos usos para 0S cOmpostos
identificados; o acesso limitado a determinados tipos de dados (por exemplo, de ensaios
clinicos) e bibliotecas de compostos quimicos; o esgotamento dos farmacos candidatos a
reposicionamento, uma vez que o nimero de novos farmacos cresce devagar ao longo dos
anos (153); a dependéncia da dose, tendo em conta que diferentes doses tém de ser

ajustadas a cada doenca; a validacdo dos resultados obtidos in vitro, que podem ser
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dificeis de reproduzir in vivo, devido a diferencas fisiologicas (154); e regulamentacdes
especificas (115).

Neste trabalho foi usada uma estratégia de quimiogendmica baseada no principio da
homologia, em que se assume que duas proteinas homdlogas deverdo ser alvo do mesmo
farmaco. Esta estratégia ja foi reportada em vérios estudos na identificacdo de farmacos
contra agentes infeciosos, como S. mansoni, Paracoccidioides spp. e P. falciparum e P.
vivax (114,123,124). A abordagem in silico de quimiogendmica aplicada neste trabalho

focou-se no efluxo e na formacéo de biofilmes como alvos.

Os estafilococos apresentam diversos sistemas de efluxo codificados no seu genoma,
alguns dos quais bem caracterizados, como a bomba de efluxo NorA, responsavel pelo
efluxo de fluoroquinolonas, biocidas e corantes (54,155). Desde a identificacdo do papel
desempenhado pelos sistemas de efluxo na resisténcia aos compostos antimicrobianos, o
interesse no estudo de IEs como estratégia para a combater tem vindo a crescer. Em
estafilococos, os estudos sobre o efluxo e a identificacdo de IEs focam-se
maioritariamente em S. aureus. Nesta espécie, foram identificados varios candidatos para
reposicionamento como inibidores de NorA, como aqueles usados como IEs controlo ao
longo deste trabalho — TZ e CPZ (129), VER (130) e RES (128); e outros como 0
omeprazole e o lansoprazole (149). No entanto, os efeitos adversos associados as
concentragcfes necessarias para inibir o efluxo impedem a utilizacdo destes compostos

como IEs na praética clinica (5,6).

A abordagem in silico seguida neste trabalho permitiu a listagem de 321
transportadores de membrana como potenciais alvos em S. epidermidis, incluindo
sistemas de efluxo. Esta lista foi compilada com base na informagdo disponivel em
TransportDB, a qual apresenta os dados para ATCC 12228 e ATCC 35984. A Tabela 16
mostra uma analise comparativa dos transportadores de membrana codificados nos
genomas destas duas estirpes que apresentam uma propor¢cdo semelhante de
transportadores das diferentes classes. Para este trabalho, optou-se por usar a informacéo
relativa a ATCC 12228, por apresentar um maior nimero de transportadores de
membrana. Nos genomas de ambas as estirpes sdo encontradas bombas de efluxo das
familias ABC, SMR, MFS e RND, responsaveis pelo transporte de diversos compostos
antimicrobianos. Entre estas, destacam-se as bombas de efluxo da familia MFS,
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nomeadamente a NorA, assim como NorB/C, que partilham parte dos seus substratos com
NorA, nomeadamente o EtBr e os biocidas BAC, CHX e TPP (8).

Tabela 16. Nimero de transportadores codificados nos genomas de S. epidermidis ATCC 12228 e
ATCC 35984 de acordo com a classe a que pertencem.

S. epidermidis
Classe de transportador ATCC 12228 ATCC 35984
Dependentes de ATP 149 140
Superfamilia ABC 26 19
Transportadores secundarios 143 141
Superfamilia MFS 30 30
Familia SMR 2 2
Familia MATE 1 0
Familia RND 1 2
Canais i0nicos 8 8
Sistemas de fosfotransferase 14 14
Né&o classificados 7 7
Total 321 310

ATP: adenosina trifosfato; ABC: ATP-binding cassette; MFS: major facilitator superfamily; SMR: small
multidrug resistance; MATE: multidrug and toxic-compound extrusion; RND: resistance-nodulation-cell
division.

O reposicionamento de farmacos ja permitiu também identificar alguns agentes
antibiofilme em varias espécies bacterianas incluindo estafilococos, como o piroxicam, o

diclofenaco sddico, o &cido acetilsalicilico, o naproxeno (156) e o ibuprofeno (126).

Neste trabalho, foram identificados 39 genes e respetivas proteinas envolvidas na
formagé&o de biofilmes em S. epidermidis. Entre estes genes, encontram-se aap e aae, que
codificam para proteinas envolvidas na adesdo intercelular; os genes do operao ica,

responsaveis pela producédo de PIA; e varios genes envolvidos na regulacao do biofilme.

A partir do universo de alvos terapéuticos compilados, a interrogacdo da base de dados
DrugBank permitiu a obtencdo de uma lista final de 233 farmacos, distribuidos por 11
superclasses quimicas e com indicagOes terapéuticas variadas, com potencial acdo sobre
os alvos de S. epidermidis identificados. Mais de dois tercos dos farmacos candidatos
pertence a classe dos compostos organicos heterociclicos ou benzenoides, as quais
pertencem também a TZ, CPZ (compostos organicos heterociclicos que atuam sobre o

sistema nervoso) e o0 VER (benzenoide que atua no sistema cardiovascular), usados neste
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trabalho como IEs controlo. Também de forma semelhante aos IEs controlo, as indicacfes
terapéuticas dos farmacos candidatos incidem, maioritariamente sobre o sistema nervoso

ou cardiovascular.

4.2 Validagcdo do modelo experimental para avaliacdo in vitro de

atividades de inibicao de efluxo e antibiofilme

A acdo inibitdria de efluxo foi testada nas estirpes ATCC 12228 e ATCC 35984, com
atividade de efluxo basal, e respetivas estirpes isogénicas adaptadas ao EtBr, nas quais o
gene que codifica para a bomba de efluxo NorA se encontra sobreexpresso, apresentando
assim atividade de efluxo aumentada mediada por NorA. A avaliacdo da suscetibilidade
das quatro estirpes em estudo, por determinacdo da CMI, confirmou os fendtipos
esperados para as estirpes parentais e adaptadas (ver Tabela 1). Em particular, tal como
observado anteriormente (54,135), as estirpes com efluxo aumentado apresentaram
valores de CMI mais elevados para os varios substratos da bomba de efluxo NorA,
nomeadamente CIP, EtBr, BAC, CHX e TPP. Estes dados corroboram o uso destas

estirpes como modelo para o rastreio de compostos inibidores de efluxo.

As estirpes ATCC 12228 e ATCC 35984 foram escolhidas por diferirem na sua
capacidade de formar biofilmes, em consequéncia de apresentarem diferentes
mecanismos de producdo de biofilme. Enquanto ATCC 35984 apresenta o operdo ica (77)
e uma forte producéo de biofilme, dependente de PIA, este operdo esta ausente em ATCC
12228. Desta forma, a estirpe ATCC 12228 é muitas vezes referida na literatura como
ndo produtora de biofilme. No entanto, sabe-se que forma biofilme por um mecanismo
independente de PIA (136), possivelmente mediado por diferentes proteinas como Aap,
AtIE, SdrG e/ou Bhp codificadas no genoma desta estirpe. Os dados obtidos neste
trabalho corroboram os fendtipos de producdo de biofilme nas duas estirpes,
confirmando-se que ATCC 12228 apresenta uma formagcéo fraca a moderada de biofilme,
em linha com resultados prévios do nosso grupo (135) e de estudos realizados por Garcia-
Gutierrez et al. e Okajima et al. (157,158).

Sao vérios os estudos que defendem uma relacdo entre a produgdo de biofilme e a

atividade de efluxo (92,96-98), uma hipdtese apoiada pela maior expressao de genes que
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codificam para bombas de efluxo em células presentes no biofilme e pela inibicdo da
formagéo de biofilmes por IEs (159). Com base nesta premissa, esperava-se que a
producdo de biofilme fosse superior nas estirpes com efluxo aumentado. No entanto,
verificou-se uma reducdo da formacéo de biofilme em relacdo as estirpes parentais, apesar
desta ser mais evidente em ATCC 12228 EtBr, o que podera ser resultado dos diferentes
mecanismos de producdo de biofilme nestas estirpes. Estes resultados sdo concordantes

com um estudo realizado anteriormente no laboratoério (135).

Por sua vez, os IEs controlo sdo exemplos de farmacos ja propostos para
reposicionamento como inibidores da bomba de efluxo NorA (129,130). De facto, estes
mesmos IEs controlo, a exce¢do da TZ, foram identificados aquando da andlise
bioinformética. O método usado neste trabalho permitiu confirmar a sua acdo como IEs,
a excecdo da RES. Na presenca de TZ, CPZ e VER, verificou-se uma reducao
significativa nas CMIs dos compostos efluxados por NorA nas estirpes adaptadas com
atividade de efluxo aumentada. A RES apenas afetou a CMI da TET para ATCC
12228 EtBr, que possui a bomba de efluxo Tet(K). Este efeito da RES foi ja descrito por
diversos estudos (129,160,161).

Neste trabalho, o screening da atividade inibitoria de efluxo foi feito por avaliacdo do
efeito redutor dos farmacos candidatos sobre a CMI de compostos antimicrobianos
efluxaveis. Esta é uma estratégia bem consolidada e amplamente usada na literatura para
a identificagdo preliminar de novos IEs ndo s6 em estafilococos (54,129,130), mas

também noutras espécies bacterianas (143).

A metodologia dos ensaios de checkerboard esta bem padronizada na literatura. No
entanto, a sua execucdo é complexa e morosa, uma vez que as solucdes de cada
combinacdo testada tém de ser preparadas e distribuidas na placa individualmente. Neste
trabalho, foi seguido o protocolo proposto por Bellio et al. (144) que diminui 0 nimero
de solucGes a preparar, assim como o tempo necessario, permitindo reduzir o impacto dos
problemas anteriormente referidos. A maior limitacdo destes ensaios reside na
interpretacdo dos resultados experimentais. Estdo descritos na literatura diversos métodos
que usam critérios diferentes para a determinacdo do parametro FICI (145,162-164).
Assim, o tipo de interacdo atribuido pode variar consoante 0 método de interpretacéo

usado. Como consequéncia, pode ter um impacto significativo na sele¢do ou exclusao de
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compostos com uma dada atividade bioldgica de interesse. Para além disso, torna-se
dificil fazer a comparagdo com resultados obtidos em diferentes estudos descritos na

literatura.

Os dois métodos escolhidos neste trabalho para calcular o FICI permitem fazé-lo sem
que ocorra auséncia total de crescimento em todos os pocos de uma determinada
concentracdo de farmaco/composto antimicrobiano. Este critério demonstrou ser uma
vantagem neste trabalho, uma vez que ocorreram varia¢oes na determinacdo de CMI dos
varios compostos antimicrobianos e farmacos testados nos ensaios de checkerboard.
Comparativamente ao método #2, que considera como FICI final o menor valor de FICI
calculado na interface crescimento/auséncia de crescimento, o método #1 tem tendéncia
a originar valores mais elevados de FICI, uma vez que tem em consideracdo todos 0s
valores de FICI ao longo dessa interface. Consequentemente, usando este método, o
namero de interagdes do tipo sinergismo tem tendéncia a ser menor. Uma vez que se
pretende determinar a menor concentracdo dos compostos a que ocorre sinergismo, 0
método #2 parece ser 0 mais adequado. No entanto, salienta-se que, por sua vez, pode

também sobrestimar a ocorréncia de sinergismo.

O ensaio de adesdo em microplaca com coloracédo por violeta de cristal permite fazer,
de forma rapida e pouco dispendiosa, um screening high throughput da capacidade de
formacdo de biofilme de um elevado nimero de estirpes e/ou da atividade antibiofilme
de compostos. Neste ensaio, a capacidade de formacdo de biofilme é medida de forma
indireta por quantificacdo da biomassa total em cada poc¢o da placa. Esta medi¢do pode
sobrestimar a producdo de biofilme das estirpes testadas, uma vez que nessa biomassa
sdo contabilizadas células aderentes ao fundo do pogo, mas também outras células que
sedimentam e ficam embebidas na matriz do biofilme. Este problema pode ser resolvido,
por exemplo, através da utilizacdo do dispositivo de Calgary, que permite identificar
apenas células em biofilme (165). Adicionalmente, o método de cristal de violeta esta
também sujeito a variacOes intra- e inter-ensaios, que podem ter origem em varios passos
do protocolo, como as lavagens da placa com PBS/agua ou o método de fixacdo das
células. Por fim, esta metodologia ndo permite inferir sobre a viabilidade das células no
biofilme. Para tal, podem usar-se outros métodos, como, por exemplo, ensaios com
resazurina (166), os quais poderdo ser realizados no futuro para complementar o0s

resultados obtidos.
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4.3 Avaliacdo da atividade bioldgica dos farmacos candidatos

Os sete farmacos candidatos estudados neste trabalho foram escolhidos por
pertencerem as duas principais superclasses quimicas identificadas e apresentam diversas

indicag0es terapéuticas.

Amlodipina

A AML é uma hidropiridina pertencente a superclasse dos compostos organicos
heterociclicos, que atua sobre o sistema cardiovascular como bloqueador dos canais de
calcio (141), inibindo o influxo de célcio atraveés da membrana das células dos musculos
liso e cardiaco, reduzindo a resisténcia vascular periférica e a pressdo sanguinea (167).

A atividade antimicrobiana e inibit6ria de efluxo deste composto ja foi alvo de alguns
estudos. Em S. aureus, a AML apresenta uma CMI (64 mg/L) semelhante & observada
neste trabalho em S. epidermidis (64-128 mg/L) (168). O potencial de sinergismo deste
farmaco com outros compostos antibioticos e ndo antibidticos foi também demonstrado
em diversas espécies bacterianas como S. aureus e Acinetobacter baumannii, sendo
mostrado o seu sinergismo com aminoglicosideos e cefalosporinas (169-172). Outros
estudos evidenciaram também este potencial sinérgico com compostos antimicrobianos

em fungos e parasitas (173-175).

Neste trabalho, a AML apresentou efeito inibitério de efluxo nas estirpes adaptadas
em combinacdo com a CIP, EtBr e TPP. Este efeito foi observado as concentracfes de 32
mg/L (78,3 uM) e 16 mg/L (39,1 uM). Nos ensaios de checkerboard, este farmaco
apresentou sinergismo com 0s mesmos compostos antimicrobianos a partir das mesmas
concentragOes testadas nos ensaios de microdiluicdo. Nos ensaios de biofilme, este
farmaco inibiu a formac&o de biofilme em todas as estirpes estudadas, sendo o seu efeito
superior em ATCC 35984 EtBr (a partir de 8 mg/L). Conclui-se, portanto, que a

amlodipina tem potencial como IE e agente antibiofilme.

Em humanos, a dose recomendada para o uso da amlodipina como anti-hipertensivo é
de 10 mg/dia. Uma dose de 50 mg/L no humano adulto equivale a uma concentragédo
plasmatica de 10 mg/L (169,176). Esta concentracdo estd proxima dos valores de

concentracdo a partir dos quais se observou efeito sobre o efluxo e a formacdo de
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biofilmes em S. epidermidis, pelo que se espera que este farmaco possa ser usado em

seguranga as concentra¢fes necessarias para se observarem estes efeitos.

Desipramina

A DES é uma benzazepina pertencente a superclasse dos compostos organicos
heterocilcicos usada no tratamento de depressao, bem como no tratamento e controlo de
outras doencas do foro psicologico (141). Exerce a sua a¢do sobre o sistema nervoso como
inibidor dos transportadores de noradrenalina e serotonina, inibindo o re-uptake destes
neurotransmissores e promovendo 0 aumento da sua concentragdo nas sinapses,

restaurando os niveis destes neurotransmissores (177).

Num estudo de Ait Chait et al., foi observado um efeito bactericida por parte da DES
em estirpes de bactérias comensais do intestino, apresentando CMls entre 75 e 800 mg/L
(178).

Neste trabalho, a DES demonstrou efeito fraco como IE, apenas na estirpe ATCC
12228 EtBr em combinagdo com a CIP. Nos ensaios de checkerboard, também so foi
observado sinergismo com CIP na mesma estirpe. No entanto, mostrou ac¢éo antibiofilme
nas estirpes ATCC 35984 e ATCC 35984 EtBr, tendo reduzido a formacao de biofilme
a partir de concentracGes de 16 mg/L e 0,5 mg/L, respetivamente, valores muito inferiores

a sua CMI nestas estirpes (128 mg/L).

Num estudo de Lee et al., a administracdo de desipramina a 50 uM induziu a morte de
células SH-SY5Y in vitro (179). No presente estudo, o efeito antibiofilme deste farmaco
foi observado a partir de uma concentracdo correspondente a 1,9 uM, um valor muito
inferior aquele a que se observou citotoxicidade. Assim, espera-se que 0 Seu USO a esta

concentracdo ndo produza os mesmos efeitos de toxicidade.

Tariquidar

O TAR € uma benzanilida pertencente a superclasse dos compostos organicos
heterociclicos em investigagdo para o tratamento de cancro ovérico, cancro do pulméo e

cancro da mama. E um inibidor especifico, ndo competitivo da P-glicoproteina 1 (também
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denominada MDR1, do inglés multidrug resistance protein 1), um transportador com
diversas fungBes na célula humana, responsavel pela resisténcia a agentes
anticancerigenos. O TAR inibe a atividade de ATPase associada a P-glicoproteina 1, o
que sugere que o seu efeito se deva a inibicdo da ligacdo do substrato a proteina e/ou
inibicdo da hidrdlise de ATP (180).

O efeito do TAR na reversdo de multirresisténcia causada por sobreexpressdo do gene
que codifica para a P-glicoproteina 1 em células cancerigenas tem sido alvo de varios
estudos (181,182). Este farmaco demonstrou ter potencial como IE também em células
bacterianas. A exposicdo a0 TAR de uma estirpe de S. aureus com sobreexpressdo do
gene norA resultou numa diminuicdo da CMI da CIP de forma dependente da

concentracdo, revertendo o fenotipo de resisténcia a CIP dessa estirpe (131).

Os valores de CMI de TAR obtidos (>64 mg/L) neste estudo para S. epidermidis foram
semelhantes aos valores registados para varias estirpes de diferentes bactérias no estudo
de Leitner et al. anteriormente referido (131). Todavia, para a estirpe ATCC 12228 EtBr,
este valor foi muito inferior (2 mg/L), indicando que o processo de adaptacdo ao EtBr
provocou alteracOes celulares que potenciam a atividade antimicrobiana deste farmaco.
Os dados obtidos neste trabalho confirmam o potencial de TAR como IE, uma vez que
apresentou um efeito potente na reducédo das CMlIs dos substratos de NorA testados: CIP,
EtBr, BAC, CHX e TPP.

Por outro lado, o tariquidar ndo apresentou potencial antibiofilme em nenhuma das
estirpes testadas. Este farmaco é um potente inibidor da P-glicoproteina 1 a concentracdes
ndo toxicas (180). Um estudo demonstrou a sua seguranca em células do musculo liso
vascular a concentragcbes < 1 uM. No entanto, o mesmo estudo revelou que, na
concentragdo de 10 uM, este farmaco afeta a viabilidade destas células (183). Assim, a
concentragdo necessaria para inibir o efluxo obtida nesta Dissertacdo (49,5 uM) parece

constituir uma barreira ao seu eventual uso como IE na prética clinica.

Cloroquina

A CLO é uma aminoquinolona pertencente a superclasse dos compostos organicos

heterociclicos usada como antiparasitario no tratamento de infecGes por P. vivax, P. ovale,
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P. malariae e estirpes suscetiveis de P. falciparum. Exerce a sua acdo sobre diferentes
alvos, sendo um deles a familia das glutationas-S-transferases. Estas proteinas séo
enzimas de destoxificacdo de fase Il, que catalisam a conjugacdo da glutationa a
substratos eletrofilicos, originando produtos mais hidrofilicos e menos toxicos capazes de
serem metabolizados e excretados. A CLO inibe a agdo destas enzimas, tornando as
células vulneraveis a acdo de compostos citotdxicos e genotoxicos (184).

Com o surgimento da pandemia de SARS-CoV-2, avaliou-se 0 uso da CLO para o
tratamento de COVID-19 (185,186). O reposicionamento deste farmaco como antiviral
foi também descrito por Shiryaev et al. para o tratamento e prevencao de infecdo pelo
virus Zika (187). Jha et al. demonstraram o potencial efeito da CLO no tratamento de

infecdes por Acanthamoeba castellanii (188).

Neste trabalho, a CLO apresentou efeito inibitério de efluxo apenas nas estirpes
adaptadas para CIP e EtBr, ndo tendo demonstrado qualquer efeito de sinergismo com 0s
compostos testados nos ensaios de checkerboard. No entanto, evidenciou uma potencial
acao antibiofilme, reduzindo a formacéo de biofilme na estirpe ATCC 35984 EtBr a

concentra¢fes muitos inferiores a sua CMI.

A CLO apresenta efeito citotdxico, dependente da concentracdo. Devido a toxicidade
e reagBes adversas decorrentes do uso deste farmaco, foram desenvolvidos derivados,
como a hidroxicloroquina, com toxicidade reduzida (186). Como tal, podera ser
interessante avaliar se tais compostos serdo capazes de exercer o mesmo efeito que a

cloroguina em S. epidermidis.

Sulpirida

A SUL é uma benzenossulfonamida pertencente a superclasse dos benzenoides usada
no tratamento de esquizofrenia aguda e crénica (141,189). Considerada um antipsicotico
atipico, apresenta afinidade especifica para o0s recetores de dopamina (D),
preferencialmente os autorrecetores D> (189-191). O seu efeito é dependente da dose
administrada. Em doses baixas, 0 bloqueio dos autorrecetores D2 pré-sinapticos facilita
a neurotransmissdo dopaminérgica, resultando numa estimulacdo moderada e

apresentando efeito antidepressivo. Quando usada em doses mais elevadas, séo
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blogueados os recetores D pds-sinadpticos, resultando na diminui¢do da neurotransmissao

e obtendo-se um efeito antipsicético (189,191).

Num estudo de Mohamed e Soliman, foram sintetizados complexos metalicos com
SUL que demonstraram ter atividade bioldgica contra S. aureus, E. coli, Candida
albincans e Aspergillus flavus (192). No entanto, neste trabalho, a sulpirida néo
apresentou efeito como IE, pelo que, o seu efeito na formacdo de biofilme ndo foi

determinado.

Topiramato

O TOP é um farmaco anticonvulsivo, pertencente a classe dos dioxolopiranos e
superclasse dos compostos organicos heterociclicos, usado no controlo de epilepsia e no
tratamento e profilaxia de enxaquecas. Este farmaco aumenta a acdo do acido y-
aminobutirico (GABA) nos recetores GABAA, potenciando a inducéo do fluxo de cloro
para 0os neuronios (193) e diminuindo o fluxo de sodio e calcio na membrana pds-
sinaptica, inibindo os neurdnios poés-sindpticos. Esta acdo leva a diminuicdo da

neurotransmissao e da hiperexcitabilidade, reduzindo o efeito da enxaqueca (194,195).

Num estudo de Ilhan et al. o TOP promoveu uma diminui¢do no crescimento de mais

de dez estirpes bacterianas do microbioma intestinal humano (196).

Neste estudo, o topiramato ndo exerceu qualquer efeito inibitério de efluxo sobre as
estirpes estudadas, pelo que a sua atividade contra a formacdo de biofilme ndo foi

determinada.

Atovaquone

O ATO é uma naftoquinona pertencente a superclasse dos benzenoides e um analogo
estrutural da ubiquinona de protozoarios (141,197). Apresenta uma acao de largo espetro
contra parasitas como Pneumocystis carinii, Plasmodium spp., Babesia spp. e
Toxoplasma gondii. E usado em monoterapia, no tratamento e prevencdo de pneumonia
por P. carinii, e em combinacdo com outros agentes, no tratamento de malaria e

babesiose. A ubiguinona é uma proteina mitocondrial envolvida no transporte de eletrbes
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durante a respiragdo aerdbia, responsavel pela passagem de eletrGes para o citocromo b
(197). Ao inibir a ligacdo da ubiquinona ao citocromo e consequente formacgdo do
complexo bci, 0 ATO provoca a disrupcdo do potencial da membrana mitocondrial, do
qual estdo dependentes processos fundamentais a sobrevivéncia do parasita. A perda de

funcdo mitocondrial resulta na morte do parasita (197,198).

O efeito do ATO sobre outros microrganismos também ja foi estudado. Estudos
sugerem que este composto € capaz de reduzir a infecdo de células do pulméo pelo virus
SARS-CoV-2 (199) e de inibir a sua replicagéo (200).

Devido a problemas na solubilizacdo do atovaquone, nao foi possivel testar o seu efeito

como IE ou como agente antibiofilme neste trabalho.

Comparacdo da atividade bioldgica dos fArmacos candidatos e I1Es controlo

Uma vez determinadas as atividades bioldgicas dos varios farmacos candidatos,
procedeu-se a comparagdo destas com as apresentadas pelos IEs controlo. A Tabela 17
discrimina as concentragdes mais baixas a que 0s VArios compostos apresentaram

sinergismo e/ou atividade antibiofilme.

Todos os IEs controlo ou farmacos candidatos apresentam as atividades de interesse a
concentragcfes < 250 uM e, para todos eles, a concentracdo necessaria para se observar
sinergismo foi bastante superior a requerida para atividade antibiofilme.

De entre todos os compostos testados, o IE controlo TZ € aquele que apresenta
sinergismo e atividade antibiofilme as concentraces mais baixas (21,6 uM e 0,3 uM,
respetivamente). O IE controlo CPZ e, em particular, VER, apresentam as atividades

desejadas, mas a concentracdes mais elevadas.

A AML ¢é o tnico farmaco a apresentar as duas atividades desejadas e a concentracfes
semelhantes, nomeadamente, a 39,1 uM (sinergismo) e 19,6 uM (antibiofilme). Este
efeito é inferior ao da TZ, mas semelhante a0 da CPZ. Relativamente & atividade de
sinergismo, o farmaco candidato TAR foi aquele que se mostrou mais eficaz a uma menor
concentracgéo (3,1 — 6,2 uM), incluindo em comparagéo com TZ. Por outro lado, conclui-

se que a DES é o farmaco que apresenta maior potencial antibiofilme, sendo este efeito
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conseguido a uma baixa concentracdo (1,9 uM). A CLO apresenta também atividade
antibiofilme a uma concentracdo semelhante a da CPZ.

Tabela 17. Valores minimos de concentracdo associados a sinergismo e efeito antibiofilme em S.
epidermidis.

Sinergismo Atividade antibiofilme
Compostos
antimicrobianos e EtBr g/l Ll ma/L ui
CIp
TZ EtBr 8 21,6 0,125 0,3
o
< CIP
S 1 2
£ | CPZ EtBr ° >0 8 25,1
& TPP - -
w CIP 100 220,0
VER EtBr 100 220,0 6,25 13,7
TPP 100 220,0
CIP - -
. CLO EtBr i i 8 25,0
T CIP 64 240,3
2 DES EtBr 32 120,1 05 1.9
3 CIP 32 78,3
§ AML EtBr 16 39,1 8 19,6
g TPP 16 39,1
& CIP 2 3,1
L TAR EtBr 2 3,1 - ;
TPP 4 6,2

IEs: inibidores de efluxo; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR: tariquidar; TZ:
tioridazina; CPZ; clorpromazina; VER: verapamil; CIP: ciprofloxacina; EtBr: brometo de etidio; TPP:
tetrafenilfosfénio; (-): ndo se observou efeito de sinergismo ou atividade antibiofilme.

4.4 Perspetivas de trabalho futuro

As técnicas usadas neste trabalho permitiram fazer um screening inicial dos compostos
com atividade inibitoria de efluxo e/ou antibiofilme. No futuro, o primeiro passo sera a
confirmacéo dos resultados obtidos nos ensaios realizados para os farmacos que exibiram
atividade inibitoria de efluxo e/ou antibiofilme. A atividade de inibicdo de efluxo dos
farmacos candidatos podera ser confirmada atraves da técnica de fluorometria em tempo
real, que permite avaliar a acumulacdo/efluxo de EtBr através da medicdo da
fluorescéncia do EtBr no interior das células bacterianas (201). Seria também interessante

averiguar o mecanismo de acdo dos farmacos identificados e se exercem a sua acédo de
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forma direta ou indireta sobre NorA. Adicionalmente, as diferencgas entre as CMIs dos
diferentes substratos da bomba de efluxo NorA entre as estirpes parentais e adaptadas néo
apresentaram a mesma ordem de grandeza, pelo que, seria interessante estudar a afinidade
dos varios compostos para a bomba de efluxo NorA, bem como para outras bombas de

efluxo com os mesmos substratos presentes nestas estirpes.

Para os farmacos que demonstraram exercer atividade antibiofilme, seria pertinente
confirmar os resultados obtidos, bem como determinar a viabilidade das células do
biofilme apos a exposicdo aos farmacos. Tal poderia ser conseguido através, por exemplo,
da realizagdo de ensaios com resazurina, como os realizados por Pettit et al. (166).
Adicionalmente, a técnica usada avalia a capacidade dos varios compostos de inibir a
formacédo de biofilme, mas ndo fornece informacéo quanto a capacidade de erradicarem
biofilmes maduros. Para tal, seria necessario determinar a concentragdo minima de
erradicacdo do biofilme (CMEB) (202). Esta podera ser uma informacao util, tendo em
conta que, em infecGes associadas a dispositivos, os biofilmes se encontram ja
estabelecidos nestes objetos. De igual modo, seria interessante averiguar a razdo pela qual
o efeito antibiofilme produzido pelos farmacos candidatos em S. epidermidis ATCC
35984 se encontra aumentado na estirpe adaptada, quer na gama de concentracdes as

quais se observa efeito antibiofilme, quer na proporcéo de biofilme reduzido.

Também serd importante avaliar a seguranca dos compostos identificados quando
usados as concentracdes necessarias para inibir o efluxo e/ou a formacdo de biofilmes.
De facto, este € um dos entraves ao uso de IEs na clinica e a razdo pela qual, atualmente,

nenhum dos IEs ja identificados se encontra em uso na clinica.

Este trabalho serviu como estudo piloto para a identificacdo de fArmacos com atividade
contra efluxo e formacéo de biofilmes em S. epidermidis. Devido a algumas limitacdes,
como o tempo para realizar esta Dissertacdo e indisponibilidade de alguns farmacos,
apenas uma fracdo dos 233 farmacos candidatos identificados na anélise bioinformatica
foi analisada in vitro. Eventualmente, seria interessante estudar também a atividade dos
restantes farmacos identificados. Da mesma forma, os farmacos sem acéo inibitoria de
efluxo, como SUL, ATO e TOP, podem também ser avaliados quanto & sua agédo

antibiofilme.
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4.5 Conclusoes

A importancia deste trabalho advém da necessidade e urgéncia de encontrar
alternativas eficazes as terapéuticas antimicrobianas atuais. Com o declinio do nimero de
agentes antimicrobianos eficazes no tratamento de infe¢cGes causadas por bactérias
resistentes e multirresistentes e o desinvestimento na identificacdo de novas classes de
antibidticos, torna-se fundamental encontrar novas estratégias que permitam identificar
novos antibidticos de forma expedita e pouco dispendiosa. A estratégia usada neste
trabalho mostrou-se eficaz na identificacdo de farmacos com potencial acdo contra dois
determinantes de resisténcia fundamentais em S. epidermidis, o efluxo de compostos

antimicrobianos e a formacéo de biofilmes.

Conclui-se que, dos sete farmacos candidatos estudados, a amlodipina € o Unico que
apresenta efeito inibitdrio de efluxo e antibiofilme. Estudos futuros poderdo confirmar
estas atividades bioldgicas da amlodipina em S. epidermidis, assim como elucidar o

mecanismo de acdo deste farmaco.

Em adicdo, outros farmacos apresentaram atividades interessantes, nomeadamente o
tariquidar, como eficaz inibidor de efluxo, e a cloroquina e desipramina, como potenciais
agentes antibiofilme. Estes farmacos, por si s, poderdo ser alvo de estudos com vista a
identificacdo dos mecanismos responsaveis por estes efeitos.

No futuro, estes farmacos poderdo ser uma mais-valia no tratamento de infe¢cdes por
S. epidermidis, incluindo por estirpes resistentes. A sua utilizacdo pode ser feita numa
perspetiva de adjuvante terapéutico, permitindo restaurar a atividade de antibioticos

guando administrados em combinacéo.

Estes compostos poderdo também servir de leads para o desenvolvimento de novos
compostos com acdo mais eficaz contra o efluxo e a formacdo de biofilmes nesta e em

outras bactérias de interesse clinico.
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Tabela Al. Distribuicdo dos transportadores identificados na base de dados Transport DB 2.0 por

classe e familia.

Classe — familia | ATP-Dependent — The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0094 Daunorubicin SE1067 Phosphate
SE0095 Multidrug SE1068 Phosphate
SEQ117 Daunorubicin SE1069 Phosphate
2-
SE0167 aminoethylphosphona | SE1072 Daunorubicin
te
SE0193 Zinc SE1082 Daunorubicin
SE0198 Daunorubicin SE1105 Sugar
SE0205 Nickel SE1106 Sugar
SE0206 E'pem‘de/ oligopeptid | g¢147 Sugar
SE0208 E'pep"de/ oligopeptid | op14 g Polyamine
SE0209 Glycine betaine SE1121 Lipoprotein
SE0210 Sulfate SE1242 Manganese/zinc ion
SE0212 Daunorubicin SE1243 Phosphonate
SE0213 Unclassified SE1346 Heme export
SE0222 Glycine betaine SE1450 Unclassified
Glycine betaine/L- . .
SE0223 proline/carnitine/chol | SE1516 Multidrug/exoprotein
ine ? (ecsba homolog)
SE0224 Glycine betaine SE1517 Daunorubicin
Glycine betaine/L-
SE0225 proline/carnitine/chol | SE1540 Phosphate
ine
Amino aicd
SE0383 Iron-hydroxamate SE1541 (glutamine/glutamate/
aspartate?)
SE0384 Cobalamin/Fe3+- | op 55, Lipid A
siderophores
SE0405 Zinc SE1555 Daunorubicin
SE0406 Manganese/zinc ion | SE1621 Unclassified
SE0407 Phosphonate SE1622 Daunorubicin
SE0411 Daunorubicin SE1624 Daunorubicin
SE0412 Polysaccharide export | SE1648 Heme
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Classe — familia | ATP-Dependent — The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0418 Multidrug SE1766 Cobalamin/Fe3+-
siderophores
SE0421 Phosphonate SE1767 Cobalamin/Fe3+-
siderophores
SE0429 Lipoprotein SE1768 Iron-hydroxamate
SE0430 Lipoprotein releasing | SE1793 Cobalt ion
SE0455 Lipid A SE1794 Cobalt
SE0456 Lipid A SE1795 Cobalt
SE0500 Lipoprotein SE1850 Molybdate
SE0502 Glycine betaine SE1851 Molybdate
SE0503 Glycine betaine SE1852 Mobybdenate
SE0515 Iron compound SE1939 Lipoprotein
SE0516 Iron compound SE1940 Lipoprotein releasing
SE0517 Phosphonate SE1981 E'pept'de/ oligopeptid
SE0518 Iron-hydroxamate SE1991 Phosphate
Amino aicd
SE0600 D-methionine SE1992 (glutamine/glutamate/
aspartate?)
Amino acid
SE0601 D-methionine SE1993 (glutamine/glutamate/
aspartate?)
Glycine betaine/L-
SE0602 Methionine SE2015 proline/carnitine/chol
ine
? (Fe-S
SE0606 assembly/sufbcd SE2016 Glycine betaine
system)
? (Fe-S Glycine betaine/L-
SE0607 assembly/sufbcd SE2017 proline/carnitine/chol
system) ine
? (Fe-S
SE0610 assembly/sufbcd SE2018 Glycine betaine
system)
SE0680 E'pep"de/ oligopeptid | )24 Unclassified
SE0681 E'pep"de/ oligopeptid | o505 Glycine betaine
SE0682 Glycine betaine SE2068 Zinc
SE0683 Glycine betaine SE2192 Unclassified
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Classe — familia | ATP-Dependent — The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0684 Oligopeptide SE2193 Lipoprotein
SEQ773 Cobalt ion SE2253 Phosphonate
SEQ774 Cobalt SE2254 Phosphonate
SEQ775 Unclassified SE2255 Phosphonate
SEO0797 Polyamine SE2256 Phosphonates
SE0798 Sperm'd'm/p“tresc'” SE2320 Methionine
SE0799 Spermidine/putrescin | g9391 D-methionine
SE0800 Spermidine/putrescin | 397 D-methionine
SEQ0973 Unclassified SE2388 Daunorubicin

Multidrug . .
SE0994 (ABCG/PDR-type) SE2400 Lipoprotein
SE0998 Daunorubicin SE2401 Unclassified

. Efflux (antimicrobial

SE0999 Multidrug SE2405 peptide?)
SE1060 Oligopeptide SE2406 Lipoprotein
SE1061 Phosphonate SE_p503 Multidrug
SE1062 Elpeptlde/ollgopeptld SE_p602 Polysaccharide export
SE1063 E'pep"de/o“g"pem'd SE0140 Multidrug?
Classe — familia | ATP-Dependent — The Arsenite-Antimonite (ArsAB) Efflux
Family
Transportador Substrato
SEQ0137 Arsenite (arsa)

Classe — familia | ATP-Dependent — The Bacterial Competence-related DNA

Transformation Transporter (DNA-T) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE1229 Unclassified SE1276 Unclassified
SE1274 Unclassified

Classe — familia | ATP-Dependent — The H+- or Na+-translocating F-type
Transportador Substrato Transportador Substrato
SE1699 Protons SE1704 Protons
SE1700 Protons SE1705 Protons
SE1701 Protons SE1706 Protons
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Classe — familia | ATP-Dependent — The H+- or Na+-translocating F-type

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE1702 Protons SE1707 Protons
SE1703 Protons

Classe — familia | ATP-Dependent — The Type IV (Conjugal DNA-Protein Transfer

or VirB) Secretory Pathway (IVSP) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0662 Unclassified SE1495 Unclassified

SE0870 Unclassified SE2397 Unclassified

SE1489 Unclassified

Classe — familia | ATP-Dependent — The P-type ATPase (P-ATPase) Superfamily

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0062 izo'rr]'C/C""dm'“m/COba" SE0322 Copper ion

SE0075 _Zinc/cadmium/cobalt SE2119 _Zinc/cadmium/cobalt
ion ion

SE0126 Copper ion

Classe — familia | Secondary Transporter — The Auxin Efflux Carrier (AEC)

Family

Transportador Substrato

SE1831 Unclassified

Classe — familia | Secondary Transporter — The Auxin Efflux Carrier (AEC)

Family

Transportador Substrato

SE1038 ?;giggpté?n:alanine

Classe — familia | Secondary Transporter — The Autoinducer-2 Exporter (Al-2E)

Family (Formerly the PerM Family

Transportador

Substrato

Transportador

Substrato

SEO0713

Autoinducer-2 export

SE1040

Autoinducer-2 export

Classe — familia |

Secondary Transporter — The Amino Acid-Polyamine-

Organocation (APC) Family

Transportador Substrato

SE0105 Argmme:ornlthme
antiporter
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Classe — familia | Secondary Transporter — The Amino Acid-Polyamine-
Organocation (APC) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0354 Amino acid SE2005 Amino acid

SE1015 Amino acid SE2021 Amino acid

SE1356 Amino acid SE2130 Gaba

SE1372 Amino acid SE2147 Amino acid

SE1892 Gaba SE2215 ;rgérgggfr”'th'”e
SE2004 Amino acid

Classe — familia | Secondary Transporter — The Aromatic Acid Exporter (ArAE)
Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE1194 Fusaric acid efflux? | SE1574 Fusaric acid efflux?
SE1549 Fusaric acid efflux? | SE2054 Fusaric acid efflux?
Classe — familia | Secondary Transporter — The Arsenite-Antimonite (ArsB) Efflux
Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0135 Arsenite (arsh) SE0335 Arsenite (arsb)
SE0334 Arsenite (arsh)

Classe — familia | Secondary Transporter

— The Arsenite-Antimonite (ArsB) Efflux

Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
Glycine Glycine

SE0259 betaine/carnitine/chol | SE2168 betaine/carnitine/chol
ine ine
Glycine

SE1031

betaine/carnitine/chol
ine

Classe — familia | Secondary Transporter — The Biotin Uptake Transporter (BUT)

Family

Transportador Substrato

SE1856 Biotin uptake

Classe — familia | Secondary Transporter — The Cadmium Resistance (CadD)
Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0078 Cadmium ion SE1515 Cadmium ion
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Classe — familia | Secondary Transporter — The Cation Diffusion Facilitator (CDF)

Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0577 Cation efflux SE1996 Cation efflux
SE1747 Cation efflux

Classe — familia | Secondary Transporter — The Concentrative Nucleoside

Transporter (CNT) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
Sodium Sodium

SE0283 ion:nucleoside SE0419 ion:nucleoside
symporter symporter

Classe — familia | Secondary Transporter — The Monovalent Cation:Proton

Antiporter-1 (CPA1) Family

Transportador Substrato
SE0404 Soqllum ion:proton
antiporter

Classe — familia | Secondary Transporter — The Monovalent Cation:Proton

Antiporter-2 (CPA2) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE2064 Eotfalssmm/sod_lum SE0699 I_30tfe135|um/sod_|um
ion:proton antiporter ion:proton antiporter

Classe — familia |

Secondary Transporter — The Monovalent Cation (K+ or

Na+):Proton Antiporter-3 (CPA3) Family
Transportador Substrato Transportador Substrato
Multicomponent Multicomponent
SE0398 sodium ion:proton SE0644 sodium ion:proton
antiporter antiporter
Multicomponent Multicomponent
SE0399 sodium ion:proton SE0645 sodium ion:proton
antiporter antiporter
Multicomponent Sodium ion:proton
SE0401 sodium ion:proton | SE1448 : P
. antiporter
antiporter
Multicomponent Multicomponent
SE0402 sodium ion:proton SE0397 sodium ion:proton
antiporter antiporter
Multicomponent Multicomponent
SE0403 sodium ion:proton SE0400 sodium ion:proton
antiporter antiporter
Multicomponent Multicomponent
SE0640 sodium ion:proton SE0643 sodium ion:proton

antiporter

antiporter
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Classe — familia | Secondary Transporter — The Monovalent Cation (K+ or
Na+):Proton Antiporter-3 (CPA3) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
Multicomponent Multicomponent

SE0641 sodium ion:proton SE0646 sodium ion:proton
antiporter antiporter
Multicomponent Multicomponent

SE0642 sodium ion:proton SE2333 sodium ion:proton
antiporter antiporter

Classe —familia | Secondary Transporter — The Dicarboxylate/Amino Acid:Cation
(Na+ or H+) Symporter (DAACS) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
Proton/sodium Proton/sodium

SE1964 ion:glutamate/asparta | SE2354 ion:glutamate/asparta
te symporter te symporter

(DASS) Family

Classe — familia | Secondary Transporter — The Divalent Anion:Na+ Symporter

Transportador Substrato Transportador Substrato
Sodium Sodium

SE0252 ion:dicarboxylate/sulf | SE0462 ion:dicarboxylate/sulf
ate ate

Classe — familia | Secondary Transporter — The C4-Dicarboxylate Uptake (Dcu)

Family
Transportador Substrato
SE2170 C4-dicarboxylate

Classe — familia |
(DcuC) Family

Secondary Transporter — The C4-dicarboxylate Uptake C

Transportador

Substrato

SEQ227

C4-dicarboxylate

(DMT) Superfamily

Classe — familia | Secondary Transporter — The Drug/Metabolite Transporter

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0250 Drug/metabolite? SE1829 GIUCOS? uptake (GRP
subfamily)
. Multidrug efflux
?
SE0392 Drug/metabolite? SE1877 (SMR)
. Multidrug efflux
?
SE0511 Drug/metabolite? SE1878 (SMR)
SE0816 UD_P-gaIactose:UMP SE2088 Glucosg uptake (GRP
antiporter subfamily)
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Classe — familia | Secondary Transporter — The Glutamate:Na+ Symporter (ESS)

Family

Transportador Substrato

SE1924 Sodium ion:glutamate
symporter

Classe — familia | Secondary Transporter — The Formate-Nitrite Transporter

(FNT) Family
Transportador Substrato
SE1985 Formate/nitrite

Classe — familia | Se
Family

condary Transporter — The Gluconate:H+ Symporter (GntP)

Transportador Substrato

SE2044 Gluconate

Classe — familia | Secondary Transporter — The Glycerol Uptake (GUP) Family
Transportador Substrato

SE0625 g%‘gﬁtgfmto”

Classe — familia | Secondary Transporter — The Lactate Permease (LctP) Family
Transportador Substrato

SE1945 L-lactate

Classe — familia | Secondary Transporter — The Branched
Exporter (L1V-E) Family

Chain Amino Acid

Transportador Substrato
Branched-chain
SE0009 amino acid efflux

(azlc)

Classe — familia | Secondary Transporter — The Branched Chain Amino
Acid:Cation Symporter (LIVCS) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0217 qunched;cham SE1090 Bra}nched_-cham
amino acid amino acid

Classe — familia | Secondary Transporter — The L-Lysine Exp

orter (LysE) Family

Transportador

Substrato

Transportador

Substrato

SEQ735

Lysine efflux

SEQ736

Lysine efflux

Classe — familia | S
(MFS)

econdary Transporter — The Major Fac

ilitator Superfamily

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE0164 Multidrug efflux? SE1771 Multidrug efflux
SE0196 Multidrug efflux SE1838 Multidrug efflux
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Classe — familia | Secondary Transporter — The Major Facilitator Superfamily

(MFS)
Transportador Substrato Transportador Substrato
Multidrug efflux
SE0211 Multidrug efflux SE1932 (emrb/gaca
subfamily)
Multidrug efflux
SE0239 (emrb/gaca SE1935 Multidrug efflux
subfamily)
Multidrug efflux
SE0241 (emrb/gaca SE1968 Nitrate
subfamily)
SE0242 Multidrug efflux SE2001 Multidrug efflux
SE0247 Multidrug efflux SE2010 Multidrug efflux
SE0444 Multidrug efflux SE2023 Multidrug efflux
SE0466 Multidrug efflux SE2047 Glycerol-3-phosphate
SEQ700 Multidrug efflux SE2056 D-galactonate
SEQ716 Multidrug efflux SE2238 Multidrug efflux
SE1041 Multidrug efflux SE2259 Multidrug efflux
SE1432 Multidrug efflux SE2396 Metabolite
(benzoate?)
Multidrug efflux
SE1757 (emrb/gaca SE_p101 Multidrug efflux
subfamily)
SE1759 Multidrug efflux SE0123 Sugar

Classe — familia | Secondary Transporter — The Multidrug/Oligosaccharidyl-

lipid/Polysaccharide (MOP) Flippase Superfamily

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE1103 Multidrug efflux SE2279 Polysaccharide export
SE1427 Polysaccharide export

Classe — familia | Secondary Transporter — The Nucleobase:Cation Symporter-2

(NCS2) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
SE1827 Xanthine/uracil SE2349 Xanthine/uracil
SE0875 Xanthine/uracil
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Classe — familia | Secondary Transporter — The NhaC Na+:H+ Antiporter (NhaC)

Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0637 Sodium ion:proton SE1902 Sodium ion:proton
antiporter antiporter
Sodium ion:proton

SE1873 antiporter

Classe — familia | Secondary Transporter — The Ni2+-Co2+ Transporter (NiCoT)

Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0802 Nickel ion SE2191 Nickel ion

Classe — familia | Secondary Transporter — The Metal lon (Mn2+-iron)
Transporter (Nramp) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
Spore germination

SE0423 protein (amino acid SE1286 Manganese/iron ion
permease)

SE0803 Manganese/iron ion

Classe — familia |

Secondary Transporter — The Neuro
Symporter (NSS) Family

transmitter:Sodium

Transportador Substrato
SE2326 Sodium ion:solute
symporter

Classe — familia | Secondary Transporte

(Oxal) Family

r — The Cytochrome

Oxidase Biogenesis

Transportador Substrato Transportador Substrato
60 KD inner 60 KD inner
SE1689 membrane protein SE2008 membrane protein

oxaa homolog

oxaa homolog

Classe — familia | Secondary Transporter — The Inorganic Phosphate Transporter

(PIT) Family
Transportador Substrato
SE0432 Phosphate

Classe — familia | Secondary Transporter — The Proton-dependent Oligopeptide
Transporter (POT) Family

Transportador

Substrato

SE0509

Proton:dipeptide/tripe
ptide symporter
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Classe — familia | Secondary Transporter — The Riboflavin Transporter (RFT)

Family

Transportador Substrato

SE1174 Riboflavin uptake

Classe - familia | Secondary Transporter — The Resistance to

Homoserine/Threonine (RhtB) Family

Transportador Substrato

SE2365 Amino acid efflux

Classe — familia | Secondary Transporter — The Resistance-Nodulation-Cell

Division (RND) Superfamily

Transportador Substrato
Multidrug/solvent

SE1834 efflux (HAE1
subfamily)

Classe — familia | Secondary Transporter — The Solute:Sodium Symporter (SSS)

Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0019 Sodium ion:proline SE1175 Sodium ion:proline
symporter symporter

SE0478 Sodium ion:proline SE1368 Sodium ion:proline
symporter symporter

SE1099 Sodium ion:proline SE1587 Sodium ion:proline
symporter symporter

Classe — familia | Secondary Transporter — The Sulfate Permease (SulP) Family

Transportador Substrato

SE_p413 Sulfate

Classe — familia | Secondary Transporter — The Threonine/Serine Exporter (ThrE)

Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0356 Unclassified SE0527 Unclassified

SE0357 Unclassified

Classe — familia | Secondary Transporter — The K+ Transporter (Trk) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0571 Potassium ion uptake | SE0724 Potassium ion uptake

Classe —familia | Secondary Transporter — The Zinc (Zn2+)-Iron (Fe2+) Permease

(ZIP) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0074 Zinc ion SE0499 Zincion
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Classe — familia | lon Channels — The Ammonia Transporter Channel (Amt)

Family

Transportador Substrato

SE1644 Ammonium

Classe — familia | lon Channels — The Major Intrinsic Protein (MIP) Family
Transportador Substrato

SEQ977 Glycerol uptake

Classe — familia | lon Channels — The CorA Metal lon Transporter (MIT) Family
Transportador Substrato

SE1926 Magnesium/cobalt SE1958 Magnesium/cobalt

1on

ion

Classe — familia | lon Channels — The Large Conductance Mechanosensitive lon

Channel (MscL) Family

Transportador Substrato
Large-conductance
SE1030 mechanosensitive ion

channel

Classe — familia | lon Channels — The Small Conductance Mechanosensitive lon

Channel (MscS) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato
Small-conductance Small-conductance

SE0146 mechanosensitive ion | SE2377 mechanosensitive ion
channel channel

Classe — familia | lon Channels — The Urea Transporter (UT) Family

Transportador Substrato

SE1860 Urea

Classe — familia | Unclassified — The Ferrous Iron Uptake (FeoB) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0189 Ferrous ion SE2114 Ferrous ion

Classe — familia | Unclassified — The HIyC/CorC (HCC) Family

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0474 Hemolysin C (hlyc) | gp613 Heavy metal ion

homolog

Classe — familia | Unclassified — The Mg2+ Transporter-E (MgtE) Family

Transportador

Substrato

SE0698

Magnesium ion
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Classe — familia | Unclassified — The Tellurium lon Resistance (TerC) Family

Transportador Substrato

SE0721 Tellurium ion efflux

Classe — familia | Unclassified — The YggT or Fanciful K+ Uptake-B (FkuB; YggT)

Transportador Substrato

SE0865 Unclassified

Classe — familia | Phosphotransferase System (PTS) — General PTS

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE0782 Unclassified SE0781 Unclassified

Classe — familia | Phosphotransferase System (PTS) — Sugar Specific PTS

Transportador Substrato Transportador Substrato

SE2082 Fructose SE1959 Glucose/maltose/N-

acetylglucosamine
SE2337 Fructose SE2102 Glucose/maltose/N-
acetylglucosamine

SE1115 Glucose SE0472 Fructose

SE1403 Glucose/maltose/N- | o) Fructose
acetylglucosamine

SE1890 Glucose/maltose/N- | g 79 Cellobiose
acetylglucosamine

SE1897 Glucose/maltose/N- | g 795 Cellobiose

acetylglucosamine
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Tabela A2. Distribuicdo dos farmacos identificados na base de dados DrugBank por superclasses

quimicas.

Farmacos

Compostos organicos heterociclicos

Acemetacina Duvelisib Mercaptopurina Riluzol
Afatinib Epinastina :\n/l(ljc;g{ielnolato de Risperidona
Alfuzosina Erlotinibe Nefazodona Rivaroxabana
Amlodipina Etomidato Neratinib Rosuvastatina
Amodiquina Felodipina Nicardipina Silodosina
Apaxiban Fenitoina Nicorandil Simvastatina
Atorvastatina Flufenazina Nifedipina Sulfassalazina
Avanafil Flupentixol Nisoldipina Sumatriptano
Azelastina Fluvastatina Nizatidina Sunitinib
Buspirona Gemcitabina Olanzapina Tacrina
Carbamazepina Gliquidona Olaparib Temozolomida
Carvedilol Hidroclorotiazina Olopatadina Terazosina
Cetoconazol Hidroxicloroquina Oxcarbazepina Tinidazole
Cimetidina Imipramina Paliperidona Tioguanina
Citarabina Indacaterol Pantoprazol Topiramato
Clofazimina Indometacina Paroxetina Trazodona
Clomipramina Istradefilina Pomalidomida Trifluoperazina
Cloroquina Itraconazol Posaconazole Triflupromazina
Clorprotixeno Lenalidomida Pranlucaste Trimipramina
Clozapina Linagliptina Prazosina Vandetanib
Desipramina Lomerizina Primaquina Ziprasidona
Desloratadina Loratidina Prometazina Zolmitriptano
Diltiazem Lovastatina Quetiapina Zonisamida
Doxazosina Mefloquina Quinacrina Ranitidina
Doxepina Meloxicam Repaglinida

Benzenoides

Acetaminofeno

Clorpropamida

Isotiocianato de fenetil

Probenecida

Acido acetilsalicilico | Clotrimazol Labetalol Probucol
Ambrisentana Dabrafenibe Lamotrigina Propanolol
Amissulprida Desatinibe Letrozol Protriptilina
Amitriptilina Diclofenaco Lidocaina Ranolazina
Anastrozol Duloxetina Lofexidina Rosiglitazona
Atenolol Fenofibrato Loperamida Sertralina
Atovaquone Fexofenadina Losartan Sildenafila
Benzocaina Fluconazol Metoclopramida Sulfimpirazona
Bepridil Fluoxetina Miconazol Sulpirida
Bicalutamida Flurbiprofeno Mitotano Tariquidar
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Dipiridamol

Fingolimod

Miltefosina

Bisacodil Furosemida Mitoxantrona Telmisartan
Bisoprolol Glasdegib Nadolol Terbinafina
Bumetanida Gliburida Naloxona Terfenadina
Candesartan Glimepirida Naproxeno Tolbutamida
Cetoprofeno Glipizida Nortriptilina Tolvaptano
Cetrizina Hidroxizina Olmesartan Venlafaxina
Citalopram Imatinibe Pimozida
Acidos orgénicos e derivados
Acido zoledronico Edoxaban Metotrexato Saxagliptina
Aliscireno Enalapril Nateglinida Sitagliptina
Captopril Snzkg%er?ltlna Pilsicainida Valsartan
Clopidogrel Levetiracetam Pregabalina Vildagliptina
Fenilpropanoides e policetideos
Acido p-cumarico Ibuprofeno Piceatanol Toremifeno
Curcumina Miricetina Propafenona
Diosmina Mitiglinida Quercetina
Genisteina Naringenina Tamoxifeno
Alcaléides e derivados
Atropina Colchicina Galantamina Quinidina
Bromocriptina Diidroergocristina Irinotecano Quinina
Camptotecina Diidroergotamina Piperina Reserpina

Timolol

Dissulfiram

Acido glicirrizico

Fluvoxamina

Docetaxel

Oxaliplatina

Paclitaxel

Artesunato

Dapagliflozina

Monensina

Metirapona

Ubidecarenona

Sorafenibe

Estreptozocina

Pravastatina

Etoposido Tetandina ]

Cisplatina ! | |

Aztioprina
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