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Resumo  

A espécie Staphylococcus epidermidis é um importante agente patogénico nosocomial, 

geralmente associado a elevada resistência 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 infeções resilientes à terapêutica. Vários estudos sugerem uma potencial associação 

entre o efluxo e a formação de biofilmes. Este trabalho teve como objetivo a identificação 

de novos fármacos capazes de inibir a atividade de efluxo e/ou formação de biofilmes em 

S. epidermidis através de reposicionamento de fármacos, usando uma abordagem de 

quimiogenómica in silico. 

O trabalho teve início na criação de uma biblioteca de potenciais alvos terapêuticos 

em S. epidermidis, consistindo em 321 transportadores de membrana, incluindo bombas 

de efluxo, e 39 proteínas envolvidas na formação de biofilme. A partir da base de dados 

DrugBank compilou-se uma lista de 233 fármacos potencialmente ativos contra 

transportadores de membrana e/ou biofilmes. Foram selecionados sete fármacos 

(tariquidar, cloroquina, amlodipina, desipramina, sulpirida, topiramato, atovaquone) para 

avaliação 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 expressão do gene norA, que codifica para a 

bomba de efluxo NorA, e capacidade de formação de biofilme, nomeadamente ATCC 

12228 (ica-) e ATCC 12228_EtBr (norA sobreexpresso) e ATCC 35984 (ica+) e ATCC 

35984_EtBr (norA sobreexpresso).  

A atividade inibitória de efluxo dos fármacos foi avaliada pela sua capacidade para 

reduzir a concentração mínima inibitória (CMI) de oito compostos antimicrobianos 

usando o método de microdiluição 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 atovaquone 

promoveram uma redução ≤ 2x, sendo classificados como potenciais IEs fracos ou sem 

atividade inibitória de efluxo.  

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

sinergismo entre os fármacos e compostos antimicrobianos. O tariquidar e a amlodipina 
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foram os únicos que demonstraram sinergismo com todos os compostos antimicrobianos 

testados a concentrações 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 inibição da formação de biofilme foi avaliada pelo método de adesão em microplaca 

com coloração por violeta de cristal. A atividade antibiofilme dos fármacos variou 

consoante a estirpe testada, tendo a amlodipina apresentado atividade em ATCC 12228, 

enquanto a cloroquina e a desipramina inibiram a formação 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 

fármacos usada permitiu a identificação rápida e pouco dispendiosa de novos fármacos 

para combater infeções por S. epidermidis e servir de leads para o desenvolvimento de 

fármacos mais eficazes. 

 

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

fármacos, resistência aos compostos antimicrobianos   
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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 

EIs. Topiramate, sulpiride and atovaquone promoted a reduction by ≤ 2-fold and were 

classified as potential weak EIs 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. 
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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 Introdução 
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1 Introdução 

1.1  Género Staphylococcus 

O género Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae e engloba 63 espécies 

e 10 subespécies, sendo Staphylococcus aureus a espécie tipo deste género (1). Os 

membros do género Staphylococcus apresentam um conteúdo em guanina+citosina 

(G+C) de cerca de 30 a 39 mol% (2). As bactérias deste género apresentam coloração de 

Gram positiva e morfologia esférica em forma de coco, com um diâmetro de 0,5 a 1,5 μm 

(2), podendo ocorrer como células isoladas, em pares, tétrades, cadeias ou aglomerados 

em forma de cacho de uva (2). De facto, o nome deste género deriva do grego staphylê – 

cacho de uvas – e kokkos – grão ou semente (1,3).  

Os estafilococos são bactérias não móveis, que não formam esporos, são geralmente 

não encapsuladas, possuem uma parede celular composta por peptidoglicano e ácidos 

teicoicos, produtoras de catalase e não produtoras de oxidase. Estas bactérias são 

anaeróbias facultativas, crescendo preferencialmente em condições aeróbicas, e 

apresentam metabolismo respiratório e fermentativo (2,4). A temperatura de crescimento 

destas bactérias situa-se entre os 18 e os 40 oC, sendo a temperatura ótima de crescimento 

entre 34 a 37 oC (4), e são capazes de crescer na presença de um teor salino (NaCl) até 

10% (2,5). 

Os estafilococos são comensais da pele e membranas mucosas de humanos e outros 

animais (6). De acordo com a sua capacidade de produzir ou não a enzima coagulase, este 

género pode ser dividido em dois grupos: estafilococos produtores de coagulase (CoPS, 

do inglês coagulase-positive staphylococci) e estafilococos não produtores de coagulase 

(CoNS, do inglês coagulase-negative staphylococci). Dentro do grupo dos CoPS, 

destaca-se S. aureus, a espécie mais relevante a nível clínico em humanos (2,7).  

Os CoNS, constituem um grupo heterogéneo de espécies de estafilococos com elevada 

diversidade genómica (8). Uma destas espécies é Staphylococcus epidermidis (6,8). 

Comparativamente a S. aureus, os CoNS possuem um menor arsenal de fatores de 

virulência, pelo que a suscetibilidade do hospedeiro desempenha um papel fundamental 

na transição de comensais a agentes oportunistas (8). Anteriormente considerados pouco 

relevantes a nível clínico, os CoNS têm vindo a ganhar destaque como importantes 
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agentes patogénicos nas últimas décadas (6), nomeadamente como agentes etiológicos de 

infeções nosocomiais (2). Esta emergência deve-se a fatores como o uso incorreto de 

antibióticos, o aumento de procedimentos cirúrgicos que envolvem a inserção de 

dispositivos médicos e um aumento no número de indivíduos suscetíveis a este tipo de 

infeção, como doentes imunocomprometidos e recém-nascidos (2,8). O aumento do 

número de estipes resistentes à meticilina (MRSE, do inglês methicillin-resistant 

Staphylococcus epidermidis) com suscetibilidade reduzida aos glicopéptidos, e a sua 

capacidade de formação de biofilmes (8) limitam as opções de tratamento destas infeções, 

destacando a sua importância. 

 

1.1.1  Características gerais de S. epidermidis  

As células de S. epidermidis têm um diâmetro de 0,8 a 1,0 μm. Esta bactéria forma 

colónias de 2,5 a 4,0 mm de diâmetro em meio sólido, que são geralmente não 

pigmentadas, lisas, brilhantes e salientes (4). Contrariamente a algumas bactérias do 

mesmo género, S. epidermidis é capaz de crescer até concentrações salinas de apenas 

7,5%, apresentando um crescimento fraco a 10%. As bactérias desta espécie são capazes 

de reduzir nitratos e produzir urease e são resistentes à lisozima. Apresentam um conteúdo 

em G+C de 30 a 37 mol% (4).  

Esta espécie é considerada um organismo comensal, que se encontra de forma ubíqua 

na pele e membranas mucosas de humanos e outros animais (9).  Distribui-se amplamente 

por todo o corpo (10), sendo mais prevalente em áreas húmidas, como as axilas, as áreas 

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  Importância clínica de S. epidermidis 

Comparativamente a S. aureus, S. epidermidis apresenta um menor número de 

determinantes de virulência como toxinas, enzimas e adesinas, pelo que, é um agente 

patogénico menos virulento (4).  
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S. epidermidis raramente provoca infeção em tecidos saudáveis (11). A maioria das 

infeções por esta bactéria está associada a dispositivos médicos e tem origem endógena 

por contaminação destes aquando da sua implantação (8). S. epidermidis é o principal 

agente de infeções associadas à implantação de dispositivos médicos, como válvulas 

cardíacas, próteses, cateteres e shunts cerebrais (2,8). S. epidermidis é responsável por 

cerca de 40% dos casos de endocardite associada à infeção de válvulas prostéticas (8). A 

análise de 780 casos de endocardite associada a válvulas prostéticas na Suécia revelou 

que, a seguir a estreptococos α-hemolíticos, S. aureus e enterococos, os CoNS são alguns 

dos agentes etiológicos mais frequentes, correspondendo a 12% dos casos (12). Numa 

análise de 14 estudos com mais de 2 400 amostras, os CoNS e S. aureus foram os 

principais responsáveis por infeções associadas a próteses da anca e joelho, tendo ambos 

estado na origem de 27% das infeções (13). O mesmo se verificou noutro estudo, tendo 

tanto os CoNS como S. aureus sido responsáveis por 19% de um total de 997 infeções 

associadas a próteses do joelho (14). Num estudo realizado num hospital na Polónia de 

2015 a 2017, os CoNS resistentes à meticilina foram o agente mais comum de infeções 

da corrente sanguínea associadas a cateter venoso central, tendo sido responsáveis por 

45% destas infeções (15). Noutro estudo realizado no Japão, S. epidermidis foi a principal 

causa deste tipo de infeção, correspondendo a um total de 12,5% dos isolados (16). Num 

estudo retrospetivo em que foram analisadas 78 amostras de líquido cefalorraquidiano de 

infeções associadas a shunts cerebrais, os CoNS foram os 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 análise dos casos de septicemia 

neonatal em diversas áreas geográficas ao longo de diferentes períodos, a percentagem de 

casos causados por CoNS variou, tendo o valor máximo 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 infeção. 

As bactérias da espécie S. epidermidis podem também originar outros tipos de infeção, 

como infeções urinárias (8). 
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Segundo o relatório do European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) 

sobre a incidência e mortalidade atribuída a infeções hospitalares em unidades de 

cuidados intensivos na Europa, com dados relativos ao período de 2012 – 2018, os CoNS 

foram os agentes mais frequentes de infeções da corrente sanguínea adquiridas nos 

cuidados intensivos (23,8 %), sendo S. epidermidis responsável pela maioria destas 

infeções. Mais concretamente, em Portugal, os CoNS foram responsáveis por 18,5 % dos 

casos. Os CoNS foram também identificados como agentes etiológicos em 1,8 % e 1,9 % 

dos casos de pneumonia e infeções do trato urinário adquiridas nos cuidados intensivos, 

respetivamente, na Europa. Em Portugal, foram responsáveis por 0,5 % dos casos de 

ambos os tipos de infeção. S. epidermidis foi novamente responsável pela maioria destes 

casos (21). 

 

1.1.3  Terapêutica de infeções causadas por S. epidermidis 

Grande parte das estirpes nosocomiais de S. epidermidis é multirresistente, sendo cerca 

de 75 a 90% resistente à penicilina (22) e mais de 80% MRSE (8). Infeções por estirpes 

MSSE (do inglês methicillin-susceptible Staphylococcus epidermidis) podem ser tratadas 

com oxacilina ou nafcilina (23). Na terapêutica de infeções por estirpes MRSE são usados 

preferencialmente antibióticos da classe dos glicopéptidos, como a vancomicina (22,23) 

ou a teicoplanina, usada em monoterapia ou em terapia combinada com rifampicina (24). 

A rifampicina não deve ser usada em monoterapia, devido à propensão para o 

desenvolvimento de resistência (8,22). Casos de estirpes com resistência ou 

suscetibilidade reduzida à vancomicina foram também já reportados (8,22). Em 

alternativa a estes antibióticos, podem ser usados o lipopéptido daptomicina (24), a 

glicilciclina tigeciclina, as estreptograminas quinupristina/dalfopristina (22,24), as 

cefalosporinas de quinta geração ceftarolina e ceftobiprole, os lipoglicopéptidos 

dalbavancina e telavancina, o glicopéptido oritavancina ou as oxazolidinonas tedizolida 

e linezolida. À exceção do último, as resistências a estes antibióticos são ainda incomuns 

(22).  

A elevada prevalência de estirpes multirresistentes de S. epidermidis em ambiente 

hospitalar, bem como a proteção que lhes é conferida pelo biofilme representam um 

problema para o tratamento das infeções por elas causadas, muitas vezes com carácter 
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crónico (8), limitando o número de opções terapêuticas disponíveis (6,9) e requerendo, 

muitas vezes, a remoção do dispositivo médico e desbridamento do local de infeção (22). 

 

1.2  Resistência aos compostos antimicrobianos 

A resistência aos compostos antimicrobianos ocorre de forma natural nas bactérias e 

estas têm no seu genoma elementos de resistência que têm vindo a evoluir ao longo de 

milhares de anos (25,26). No entanto, a pressão seletiva exercida pelo uso irracional ou 

excessivo de antibióticos não só na clínica humana, mas também na indústria animal e na 

agricultura, promove e acelera a emergência de estirpes resistentes (27,28). 

Adicionalmente, o uso incorreto de biocidas, como antissépticos e desinfetantes, pode 

também promover resistência cruzada a alguns antibióticos (29–31). 

 

1.2.1  Compostos antimicrobianos 

Os antibióticos são compostos com atividade seletiva, que atuam em alvos específicos 

e são usados a baixas concentrações (29) no tratamento de infeções bacterianas. A sua 

ação pode ser bactericida, quando provoca a morte das células bacterianas, ou 

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

Os biocidas são compostos usados na esterilização e desinfeção de superfícies, áreas e 

líquidos e como antissépticos na eliminação de microrganismos na pele e membranas de 

animais e humanos (33). Contrariamente aos antibióticos, os biocidas atuam 

simultaneamente em múltiplos alvos (29,34) e são usados a concentrações elevadas, 

geralmente múltiplas vezes superiores às suas concentrações mínimas inibitórias (CMIs) 

(31,35). De modo semelhante aos antibióticos, podem apresentar ação bactericida ou 

bacteriostática (29,32). No entanto, esta ação varia consoante a concentração a que são 

usados. Estes compostos apresentam atividade bacteriostática quando usados a 

concentrações sub-letais ou na sua CMI e atividade bactericida quando usados a 

concentrações elevadas (34). A sua eficácia depende não apenas da concentração a que 

são utilizados, mas também de outros fatores, como o tempo de exposição, a presença de 

matéria orgânica, o pH e a temperatura a que são usados, bem como propriedades 

intrínsecas dos microrganismos sobre os quais atuam (30).  
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Os antibióticos exercem a sua ação através de diferentes mecanismos, sendo os 

principais a inibição da síntese da parede celular, a inibição da síntese proteica e a inibição 

da síntese de ácidos nucleicos (36).  

A inibição da síntese da parede celular ocorre através da interferência no processo de 

formação do peptidoglicano, o principal componente da parede celular bacteriana, 

culminando na lise celular. Esta estrutura consiste em cadeias de glicanos que são unidas 

por pontes interpeptídicas através da ação de enzimas, denominadas proteínas de ligação 

à penicilina (PBPs, do inglês penicillin-binding proteins), com domínios responsáveis 

pela atividade de transglicosilase e/ou transpeptidase (36,37). Os antibióticos β-

lactâmicos são capazes de se ligar ao domínio responsável pela atividade de 

transpeptidase destas proteínas, impedindo que ocorra o cross-linking entre as cadeias de 

glicanos (38). Os glicopéptidos inibem também a síntese da parede celular, embora atuem 

sobre um alvo diferente. Estes antibióticos ligam-se aos terminais D-ala-D-ala dos 

precursores do peptidoglicano, impedindo a sua incorporação na cadeia crescente do 

peptidoglicano pelas PBPs (38,39).  

Existem diversas classes de antibióticos que atuam por inibição da síntese proteica, a 

qual pode ocorrer ao nível da subunidade 30S ou da subunidade 50S do ribossoma 70S 

(36). As tetraciclinas e os aminoglicosídeos atuam ao nível da subunidade ribossomal 

30S, ligando-se a esta e gerando leituras incorretas do mRNA e impedindo a ligação do 

tRNA à subunidade ribossomal, respetivamente. Os antibióticos das classes dos 

macrólidos, lincosamidas, oxazolidinonas e fenicóis exercem a sua ação através da 

inibição da subunidade 50S (36). Os macrólidos e lincosamidas interferem com a 

translocação do ribossoma ao longo do mRNA, impedindo o alongamento das cadeias 

peptídicas e levando à libertação precoce de cadeias peptídicas incompletas. As 

oxazolidinonas ligam-se à subunidade 50S e inibem a formação do complexo ribossomal 

70S, impedindo que a tradução se inicie (36). A inibição da síntese proteica leva a uma 

interrupção do crescimento bacteriano, pelo que, tipicamente, estes antibióticos exercem 

uma atividade bacteriostática. Os aminoglicosídeos apresentam atividade bactericida 

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

Os antibióticos que inibem a síntese de ácidos nucleicos fazem-no através de dois 

mecanismos, impedindo a replicação do DNA ou terminando precocemente a sua 
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transcrição. Estes antibióticos apresentam atividade bactericida, uma vez que a 

interferência na produção de ácidos nucleicos põe em causa a sobrevivência das bactérias. 

Os antibióticos das classes das quinolonas e fluoroquinolonas ligam-se às topoisomerases 

bacterianas, enzimas responsáveis pelo superenrolamento do DNA aquando da sua 

replicação, criando um complexo enzima-DNA que impede a movimentação da forquilha 

de replicação ao longo das cadeias de DNA (40).  

 

Os biocidas podem denominar-se antissépticos, desinfetantes ou conservantes. Os 

antissépticos são usados para inibir ou eliminar o crescimento de microrganismos em 

tecidos humanos ou de outros animais. Os desinfetantes são utilizados com o mesmo fim 

em superfícies inanimadas. Os conservantes são usados com a finalidade de controlar e 

prevenir a multiplicação de microrganismos em produtos farmacêuticos e alimentares 

(29). Estes compostos têm ação contra bactérias e também contra outros tipos de 

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

Os biocidas podem atuar, de forma simultânea, sobre múltiplos alvos, nomeadamente 

na parede celular, sobre proteínas e sobre ácidos nucleicos (42). De acordo com o seu 

mecanismo de ação, podem ser classificados como oxidantes, eletrofílicos, compostos 

líticos ou protonóforos (35). 

Os biocidas com ação oxidante incluem peróxidos e compostos libertadores de 

halogéneos, como iodo e cloro  (35). Estes compostos exercem a sua ação através da 

libertação de radicais livres, que desnaturam proteínas e enzimas bacterianas, culminando 

na morte da bactéria (29,33). O iodo é capaz de penetrar nas células e oxidar grupos tiol 

no citoplasma, interferindo com a estrutura e síntese de proteínas e ácidos nucleicos 

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

Os biocidas eletrofílicos incluem os aldeídos, isotiazolonas e derivados de metais 

pesados. Os aldeídos interagem com proteínas, DNA e RNA, formando cross-links nas 

suas estruturas, impedindo que desempenhem as suas funções na célula (33). As 

isotiazolonas inibem enzimas que contêm grupos tiol, nomeadamente desidrogenases. 

Consequentemente, ocorre acumulação de radicais livres na célula, que danificam 

proteínas, lípidos e ácidos nucleicos, provocando a morte da célula (33). Os iões de prata 
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e cobre têm afinidade para proteínas da superfície celular, interferindo com a sua estrutura 

e função. Ambos atuam sobre grupos amina e grupos tiol, sendo os últimos 

particularmente sensíveis à sua ação (33).   

Alguns biocidas, como as biguanidas, os QACs (compostos de amónio quaternário), 

os fenóis e os álcoois, apresentam um efeito lítico, atuando ao nível da membrana celular 

e provocando a lise celular. Os QACs atuam como surfactantes catiónicos, que penetram 

na membrana celular com as suas longas cadeias hidrofóbicas de grupos alquil, 

destabilizando-a e aumentando a sua permeabilidade, resultando na libertação de enzimas 

autolíticas (41,44). As biguanidas associam-se a fosfolípidos e proteínas da membrana 

celular, reduzindo a sua fluidez e capacidade osmorregulatória, levando à extravasão de 

componentes intracelulares (45). Os fenóis aumentam a permeabilidade da parede celular, 

originando a libertação de componentes intracelulares. Os álcoois interferem com os 

componentes lipídicos da membrana celular, levando à perda da sua integridade e função 

(33). 

Por fim, biocidas como os ácidos fracos e os parabenos, são protonóforos, interferindo 

com a força motriz protónica necessária para o uptake de nutrientes, causando uma 

disrupção nos processos metabólicos (33). 

 

1.2.2  Mecanismos de resistência aos compostos antimicrobianos 

Algumas bactérias apresentam características morfológicas que as tornam 

intrinsecamente resistentes a certas classes de antibióticos. As bactérias de coloração de 

Gram negativa e micobactérias possuem uma membrana exterior com elevado conteúdo 

lipídico, que impede a entrada de antibióticos hidrofílicos na célula. Em bactérias de 

coloração de Gram positiva, tal não acontece, pois possuem uma parede celular permeável 

à maioria dos antibióticos (46,47). As bactérias apresentam um repertório diverso de 

mecanismos que lhes conferem resistência a diferentes antibióticos ou classes de 

antibióticos, que incluem a inativação ou modificação do antibiótico, a modificação do 

alvo bacteriano e a redução da concentração intracelular do antibiótico (47,48).  

A inativação do antibiótico pode ocorrer por degradação enzimática por hidrólise, por 

exemplo, através da ação de amidases, como as β-lactamases (49). As β-lactamases 



1 Introdução 

9 

 

hidrolisam o anel β-lactâmico de antibióticos β-lactâmicos (penicilinas e cefalosporinas), 

causando a sua abertura e impedindo que se liguem ao seu alvo, as PBPs (47), 

continuando a ocorrer a síntese de peptidoglicano. Podem estar codificadas no 

cromossoma bacteriano ou em plasmídeos (50). Por outro lado, as esterases e epoxidases 

hidrolisam outros antibióticos, como os macrólidos e a fosfomicina, respetivamente 

(49,51). Os aminoglicosídeos, as estreptograminas, as fluoroquinolonas, os macrólidos, 

as lincosamidas e o cloranfenicol podem ser modificados através da adição de grupos 

químicos por acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidil- ou adenililtransferases 

(47–49,51). Outro exemplo de modificação do antibiótico consiste na oxidação ou 

redução do antibiótico por enzimas bacterianas, sendo o exemplo mais estudado a 

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

A modificação do alvo bacteriano de diferentes classes de antibióticos tem como efeito 

uma menor afinidade do antibiótico para o seu alvo alterado, limitando ou inibindo a 

interação do antibiótico com o alvo. Como exemplo deste mecanismo contam-se 

mutações 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 modificação do alvo bacteriano é a metilação de um resíduo de adenina no 

rRNA 23S por metiltransferases, codificadas pelos genes erm presentes em plasmídeos 

ou transposões, impedindo a ligação dos macrólidos ao ribossoma (48). A presença de 

genes van está associada à produção de pentapéptidos precursores do peptidoglicano 

modificados com afinidade reduzida para a vancomicina (48). 

A redução da concentração intracelular do antibiótico pode ocorrer devido a uma 

permeabilidade reduzida da célula ou ao efluxo do antibiótico para fora da célula. Todas 

as bactérias possuem bombas de efluxo que fazem a extrusão de antibióticos (52,53). A 

exposição das bactérias a determinados antibióticos desencadeia a sobreexpressão destas 

bombas de efluxo, aumentando a extrusão do antibiótico e impedindo que alcance a 

concentração necessária para exercer a sua ação (54,55). Em bactérias de coloração de 

Gram negativa, a permeabilidade reduzida pode ocorrer por redução da expressão ou 

mutação de porinas, canais localizados na membrana exterior responsáveis pela entrada 

na célula de vários antibióticos com carácter hidrofílico, ou por alteração dos 

lipopolissacáridos. Em bactérias de coloração de Gram positiva, a resistência aos 

antibióticos mediada por permeabilidade reduzida é rara, sendo exemplo o fenótipo de 
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resistência intermédia à vancomicina em S. aureus, onde ocorre um espessamento da 

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

Outro mecanismo de resistência importante em estafilococos e responsável pelo 

fenótipo de resistência à meticilina é a produção de uma PBP alternativa, a PBP2a, 

codificada pelo gene mecA, localizado no elemento genético móvel SCCmec (50), para a 

qual os antibióticos β-lactâmicos têm menor afinidade (48). 

Contrariamente ao que se verifica para os antibióticos, a resistência a biocidas mediada 

por mecanismos com alvos específicos é rara, devido ao facto de estes atuarem sobre 

diversos alvos. A exceção é o caso do biocida triclosan, que tem como alvo específico a 

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

As bactérias podem tornar-se menos suscetíveis à ação de biocidas através da 

sobreexpressão 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 

estão presentes em estafilococos e são responsáveis pela extrusão de biocidas, como os 

QACs (55). Além do transporte de QACs, estas bombas de efluxo são também 

responsáveis pelo transporte de alguns antibióticos, pelo que, a sua sobreexpressão pode 

conferir resistência cruzada a esses antibióticos (55). 

Os biofilmes são estruturas multicelulares que conferem às células que os constituem 

proteção contra a ação de agentes antimicrobianos, incluindo antibióticos e biocidas, que 

são incapazes de penetrar nesta estrutura e de se ligarem ao seu alvo bacteriano (6). O 

papel dos sistemas de efluxo e dos biofilmes na resistência a compostos antimicrobianos 

é abordado mais detalhadamente nas secções seguintes. 

 

1.2.3  Sistemas de efluxo  

As bombas de efluxo são proteínas de transporte membranar presentes em todas as 

espécies bacterianas e desempenham vários papéis fisiológicos, nomeadamente na 

extrusão de metabolitos nocivos para as células, na secreção de fatores de virulência, na 

resposta das células ao stress e na comunicação intercelular (53,57,59). Os genes que 

codificam para estas bombas de efluxo podem estar presentes no cromossoma bacteriano 

ou em elementos genéticos móveis, como plasmídeos (58).  
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As bombas de efluxo estão também envolvidas no transporte de uma variedade de 

antibióticos e outros compostos antimicrobianos, como biocidas e corantes (48,55). A sua 

ação pode ser específica sobre um antibiótico ou uma classe de antibióticos ou podem 

realizar o transporte de antibióticos pertencentes a múltiplas classes (55), estando, muitas 

vezes, associadas a fenótipos de multirresistência (MDR, do inglês multidrug resistance), 

razão pela qual estes sistemas são designados por bombas de efluxo MDR. Esta variedade 

de substratos deve-se, em parte, à multiplicidade de possíveis locais de ligação ao 

substrato nestas proteínas (60).  

A extrusão de compostos antimicrobianos pelas bombas de efluxo permite às bactérias 

resistir à sua ação, ao impedir que seja atingida a concentração necessária no interior da 

célula para que tenha o efeito desejado sobre o seu alvo. Os sistemas de efluxo constituem 

geralmente uma resposta inicial à presença dos compostos antimicrobianos, que permite 

às bactérias sobreviver durante o tempo necessário à aquisição de novos mecanismos de 

resistência mais estáveis e robustos (55,61). 

Atualmente, estão descritas seis famílias de sistemas de efluxo MDR, nomeadamente 

a família ABC (do inglês ATP-binding cassette), a superfamília MFS (do inglês major 

facilitator superfamily), a família MATE (do inglês multidrug and toxic-compound 

extrusion), a família SMR (do inglês small multidrug resistance), a superfamília RND 

(do inglês resistance-nodulation-cell division) e a família PACE (do inglês 

proteobacterial antimicrobial compound efflux). A primeira família é constituída por 

transportadores ativos primários, que utilizam diretamente o ATP como fonte de energia 

para o transporte de compostos. As restantes cinco famílias englobam transportadores 

ativos secundários, que utilizam a força motriz protónica como fonte de energia para o 

transporte (53). Uma exceção são as bombas de efluxo da família MATE, que são também 

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

Embora não exclusivamente, os sistemas de efluxo RND são encontrados 

principalmente em bactérias de coloração de Gram negativa (58,59). Contrariamente aos 

sistemas de efluxo das restantes famílias, que geralmente funcionam como sistemas de 

um único componente que fazem o transporte de substratos através da membrana 

citoplasmática, as bombas de efluxo RND funcionam geralmente como um sistema 

tripartido que se estende ao longo de toda a parede das bactérias de coloração de Gram 
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negativa, ocorrendo o transporte de substratos através da membrana citoplasmática para 

o espaço periplásmico e, de seguida, para o exterior da célula através da membrana 

externa (53).  

Em S. aureus, são conhecidos numerosos sistemas de efluxo MDR. A maioria destes 

sistemas pertence à família MFS, nomeadamente as bombas de efluxo NorA, NorB, 

MdeA, NorC, SdrM, LmrS, QacA e QacB (55). Estas bombas fazem o efluxo de 

antibióticos como as fluoroquinolonas, tetraciclina, ácido fusídico, fenicóis e 

oxazolidinonas, de biocidas e de corantes. Várias bombas de efluxo codificadas em 

plasmídeos pertencentes à família SMR (QacG, QacH, QacJ e Smr) são também 

encontradas nesta espécie, todas elas responsáveis apenas pelo transporte de biocidas, 

como QACs (55). Estão também presentes em S. aureus a bomba de efluxo MepA, 

pertencente à família MATE, responsável pelo efluxo de fluoroquinolonas, glicilciclinas, 

QACs e corantes (55), bem como a bomba de efluxo MsrA, pertencente à família ABC e 

responsável pelo transporte de macrólidos e estreptograminas (53). 

Na espécie S. epidermidis, ainda pouco se conhece sobre os mecanismos de efluxo 

responsáveis pela resistência a compostos antimicrobianos. No entanto, Juárez-Verdayes 

et al. demonstraram que esta espécie expressa constitutivamente genes da família nor (62) 

e num estudo de Costa et al. foram identificados homólogos de NorA/B/C e de outros 

transportadores ativos secundários putativos em vários genomas de S. epidermidis (54). 

Este estudo demonstrou também que a sobreexpressão do gene norA na estirpe S. 

epidermidis ATCC 12228 adaptada ao brometo de etídio (EtBr), um substrato da bomba 

de efluxo NorA, é responsável por um fenótipo de resistência a fluoroquinolonas e 

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

Os sistemas de regulação destes transportadores são, por vezes, complexos (53,60). A 

expressão destas bombas de efluxo encontra-se sob controlo de genes reguladores locais 

(como QacR, que regula QacA/B) ou globais, como MgrA (60). Este último regula não 

só as bombas de efluxo MDR de S. aureus NorA, NorB e NorC, mas também algumas 

bombas de efluxo não-MDR, como Tet(38), genes associados à autólise, genes de 

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

Os biofilmes são estruturas tridimensionais, que consistem em comunidades de células 

bacterianas embebidas numa matriz extracelular por elas produzida, constituída por água, 

proteínas, polissacarídeos e DNA extracelular (eDNA) (6,63), aderentes a uma superfície 

biótica ou abiótica (64). A sua formação ocorre em resposta a estímulos nutricionais e 

metabólicos, mas também à presença de concentrações subinibitórias de agentes 

antimicrobianos (65). O processo de formação de biofilmes divide-se em quatro fases 

principais (66) (Figura 1): 1) adesão a uma superfície biótica ou abiótica, através de 

diversos mecanismos e fatores, como proteínas de adesão, ácidos teicoicos da parede 

celular, alteração da hidrofobicidade da superfície celular e produção de eDNA; 2) 

proliferação  celular, ocorrendo formação de aglomerados de bactérias designados por 

microcolónias; 3) maturação 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) 

dispersão das células do biofilme, contribuindo para a disseminação da infeção para 

outros locais do corpo (6,67).  

 
Figura 1. Fases de formação do biofilme em estafilococos e fatores envolvidos em cada fase. AtlE: 

autolisina; Aap: proteína associada à acumulação; MSCRAMMS: componentes da superfície microbiana 

que reconhecem moléculas de adesão da matriz; ClfA: fator de coagulação A; ClfB: fator de coagulação B; 

SdrF: proteína F da família Sdr; SdrG: proteína G da família Sdr; FnBPA: proteína de ligação à fibronectina 

A; FnBPB: proteína de ligação à fibronectina B; Embp: proteína de ligação à matriz extracelular; GehD: 

lipase de triacilglicerol; eDNA: ácido desoxirribonucleico extracelular; PIA: polissacarídeo de adesão 

intercelular; Bhp: proteína homóloga do biofilme; PSMs: modulinas solúveis em fenol. Adaptada de (63). 
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1) Adesão a superfícies 

A adesão das células bacterianas pode ocorrer a uma superfície biótica, como o tecido 

humano, ou a uma superfície abiótica, como a de um cateter ou de uma prótese. Vários 

fatores estão envolvidos na adesão das bactérias aos diferentes tipos de superfícies. A 

adesão a superfícies abióticas depende maioritariamente da hidrofobicidade destas (6,68). 

A autolisina AtlE, uma hidrolase do peptidoglicano, e a proteína Aap, proteína associada 

à acumulação, estão envolvidas na adesão a superfícies abióticas, como o polistireno 

(6,68,69). É ainda importante referir que a autolisina AtlE é também capaz de aderir a 

superfícies abióticas através da ligação a fatores do hospedeiro, como a vitronectina, o 

fibrinogénio, a fibronectina e o colagénio, que, in vivo, cobrem as superfícies de próteses 

e outros dispositivos médicos (63,68,70,71). A ligação a fatores do hospedeiro envolve 

ainda outras proteínas, nomeadamente os MSCRAMMS (do inglês microbial surface 

components recognizing adhesive matrix molecules) (63). Em S. epidermidis, estão 

presentes cerca de 12 proteínas deste tipo (63), entre elas os fatores de coagulação ClfA 

e ClfB (63,68); as proteínas da família Sdr (do inglês serine-aspartate repeat proteins), 

nomeadamente SdrF, que se liga ao colagénio do tipo I, e SdrG, que faz a ligação ao 

fibrinogénio (6,68,70), e FnBPA e FnBPB, proteínas de ligação à fibronectina (63). Além 

destas, outras proteínas, como Embp (63) e GehD (70), interagem também com 

componentes da matriz do hospedeiro. A autolisina AtlE é ainda capaz de promover 

indiretamente a adesão das células do biofilme através da libertação de eDNA aquando 

da lise celular, o qual funciona como uma adesina intercelular e tem um papel importante 

na proliferação do biofilme (68,70). 

 

2) Proliferação celular 

Após a adesão das células do biofilme a uma superfície, estas começam a proliferar e 

a produzir a matriz extracelular (68). Nesta fase, são expressas adesinas celulares, 

responsáveis pela agregação celular e formação de uma estrutura multicelular (70). Entre 

elas, destaca-se o polissacarídeo de adesão intercelular (PIA, do inglês polysaccharide 

intercellular adhesin), codificado pelos genes do operão ica (70). Este operão é 

constituído pelos genes icaA, icaB, icaC e icaD, que codificam para as proteínas IcaA, 

IcaB, IcaC e IcaD, respetivamente (63,72). As proteínas IcaA e IcaD constituem uma N-
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acetil glucosamina (GlcNAc) transferase que adiciona unidades GlcNAc à cadeia de PIA, 

que, por sua vez, é exportada da célula pela proteína de membrana IcaC. Uma vez na 

superfície da célula, a enzima IcaB conduz à desacetilação das unidades GlcNAc, 

conferindo à molécula carga positiva (63). As moléculas de PIA carregadas positivamente 

atraem ácidos teicoicos da parede celular e eDNA com carga negativa, promovendo a 

agregação celular (6). O operão ica é regulado pelo repressor IcaR, codificado pelo gene 

icaR, transcrito na direção oposta aos genes icaADBC (63). A expressão de todos os genes 

ica é necessária à produção de PIA funcional (70). 

Em S. epidermidis, a formação de biofilme através da produção de PIA é a mais 

frequente (63,72). No entanto, também pode ocorrer de uma forma independente de PIA, 

uma vez que se verifica formação de biofilme em estirpes que não possuem o operão ica 

(63,68). Nestas estirpes, este processo está dependente de diversas proteínas (72), entre 

as quais se destaca Aap, presente em cerca de 90% dos isolados de S. epidermidis (73). 

Esta proteína apresenta dois domínios principais com diferentes funções, o domínio A, 

associado à adesão inicial a superfícies abióticas, e o domínio B, que promove a adesão 

intercelular (74). Para funcionar como adesina intercelular, a proteína 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 proteína Aap madura, que não possui o 

domínio A (74) e que forma fibrilhas entre as células bacterianas (63,68,72,73). Outras 

proteínas frequentemente associadas à formação deste tipo de biofilme e que 

desempenham um papel importante na adesão intercelular são a proteína Bhp (76,77) e 

Embp (6,8,73), estando presentes em cerca de 4 a 46% e 79 a 94% dos isolados clínicos 

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

Os biofilmes formados de forma dependente ou independente de PIA diferem quanto 

à sua estrutura e à sua estabilidade (70,72,82), tendendo os primeiros a ter uma estrutura 

mais robusta e estável (83). Além disso, a sua composição é influenciada por outros 

fatores como a exposição a stress mecânico e exposição a diferentes substratos e fatores 

do hospedeiro (68,70). 
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3) Maturação 

Na fase de maturação ocorre a formação de uma estrutura tridimensional da matriz 

extracelular com formação de múltiplas 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 ação combinada de fatores de 

adesão acima mencionados, assim como de fatores de disrupção, nomeadamente enzimas 

e PSMs (do inglês phenol-soluble modulins), que degradam os principais componentes 

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

As PSMs são moléculas com propriedades surfactantes capazes de quebrar interações 

não covalentes entre células (63,68), contribuindo para a formação de canais na estrutura 

do biofilme. Estas moléculas são capazes de atuar tanto em biofilmes formados de modo 

dependente de PIA como em biofilmes formados de modo independente de PIA (85). 

As proteases são capazes de degradar a matriz em biofilmes formados de forma 

independente de PIA. Em S. epidermidis, estão descritas três proteases principais, 

nomeadamente SepA, Esp (63) e EcpA (68,86). As nucleases são responsáveis pela 

degradação do eDNA. Em S. aureus, estão descritas duas nucleases, codificadas pelos 

genes nuc1 e nuc2, nenhuma delas presente em S. epidermidis (87). Em Staphylococcus 

não está descrita a produção de enzimas capazes de degradar PIA. Atualmente, apenas 

uma enzima capaz de degradar PIA é conhecida, a dispersina B sintetizada por 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (82,85,88). 

 

4) Dispersão 

A importância da dispersão das células do biofilme reside no papel destas células na 

disseminação e estabelecimento da infeção noutros locais do hospedeiro. Esta dispersão 

pode ocorrer de forma passiva ou através da expressão de fatores disruptivos, como os 

mencionados anteriormente. Além do seu papel na maturação do biofilme, estes fatores 

facilitam também a dispersão 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 é capaz de estimular a dispersão de células do biofilme de 
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Caulobacter crescentus (89). No entanto, evidências in vivo parecem contradizer esta 

hipótese (85). 

 

A formação de biofilmes é um importante fator de virulência, muitas vezes responsável 

pela cronicidade das infeções. Estas estruturas conferem às células proteção contra a ação 

de agentes antimicrobianos, não só por constituírem uma barreira à sua penetração nas 

células, mas também devido a alterações no próprio metabolismo das células em biofilme 

(6), representando um obstáculo ao tratamento destas infeções (90). 

Foi demonstrado que os biofilmes apresentam subpopulações de células em diferentes 

estados metabólicos, nomeadamente células com crescimento aeróbio, células com 

crescimento fermentativo, células dormentes e células mortas (68,91). A escassez de 

oxigénio em camadas mais profundas do biofilme gera um ambiente anaeróbio que 

promove a acumulação de produtos acídicos, que inibem a ação de certos antibióticos. 

Adicionalmente, a acumulação de metabolitos e a depleção de substratos pode induzir 

algumas bactérias a entrar numa fase de dormência, impedindo a ação de antibióticos que 

têm como alvo células em crescimento. Além disso, as células que constituem o biofilme 

apresentam um fenótipo distinto das células planctónicas, apresentando uma expressão 

génica diferencial, como diminuição na expressão de genes envolvidos em processos 

biológicos básicos, como a tradução e a transcrição, e no metabolismo, por exemplo, na 

produção anaeróbia de energia, e um aumento na expressão de outros genes que codificam 

para fatores envolvidos na resistência e em mecanismos de defesa contra o hospedeiro 

(92). Todas estas características permitem às células em biofilme sobreviver à ação de 

antibióticos e outros agentes antimicrobianos que têm como alvo processos envolvidos 

no crescimento celular. 

Também o microambiente que se gera dentro do biofilme pode contribuir para a 

resistência a compostos antimicrobianos destas células. Estima-se que as células 

presentes no biofilme possam ter níveis de resistência a antibióticos e biocidas muito 

superiores aos de células planctónicas (92,93). A elevada proximidade das células no 

biofilme facilita também a transferência de genes de resistência (68,94).  
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Outro fator que parece estar envolvido na resistência aos antibióticos nos biofilmes é 

a expressão de bombas de efluxo (30,95), um fator que será discutido na secção seguinte. 

 

1.2.5  Relação entre efluxo e biofilmes 

Ao longo dos últimos anos, o papel que as bombas de efluxo desempenham na 

formação dos biofilmes tem sido o foco de inúmeros estudos, que descrevem uma 

expressão 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 sobreexpressão de dois genes, SE0225 e SE1243, que codificam 

para transportadores ABC, em biofilmes de S. epidermidis (92). Em S. aureus, ocorreu 

sobreexpressão de diversos genes que codificam para transportadores membranares após 

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 três inibidores de efluxo (IEs) 

foram capazes de reduzir significativamente a formação de biofilme (98). No entanto, 

outros estudos indicam que não existe uma relação entre a sobreexpressão de bombas de 

efluxo e a formação do biofilme (52). Türkel et al. demonstraram que a sobreexpressão 

de bombas de efluxo promove uma redução na formação de biofilme em Klebsiella 

pneumoniae (99). Um estudo de de Kievit et al. revelou que não há um aumento na 

expressão 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 diferença 

significativa na sua capacidade de formar matriz extracelular relativamente à estirpe 

parental (101). 

Foi já estudada a ação de vários IEs sobre células planctónicas, 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 formação de biofilme em K. pneumoniae de forma dependente da concentração (102). 

Noutro estudo em Pseudomonas fluorescens, quatro IEs foram capazes de aumentar a 

suscetibilidade de células em biofilme, que sobreexpressavam dois sistemas de efluxo, à 
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ação do gluteraldeído (103). Dawan et al. demonstraram que, quando expostas a 

diferentes antibióticos na presença de  Aβ  (fenilalanina-arginina β na tilamida), um IE, 

estirpes de S. enterica ser. Typhimurium são incapazes de formar biofilme (104). Num 

estudo mencionado anteriormente, foi demonstrado que, na presença 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 presença dos IEs tioridazina (TZ), PAβ  e 1(1-naftilmetil)-piperazina (NMP), a 

capacidade de produção 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 proteínas 

podem desempenhar variadas funções em diferentes espécies bacterianas, nomeadamente 

na extrusão de moléculas necessárias para a formação da matriz do biofilme, como 

substâncias poliméricas da matriz extracelular, e envolvidas na regulação do biofilme, 

como moléculas associadas aos quorum sensing; no efluxo de metabolitos e moléculas 

tóxicas, como compostos antimicrobianos; na prevenção ou promoção da adesão 

intercelular e adesão a superfícies; e na regulação indireta de fatores de transcrição 

envolvidos na formação do biofilme (52,105).  

 

1.3  Descoberta e desenvolvimento de compostos antimicrobianos 

Segundo o relatório epidemiológico anual para 2020 do ECDC sobre a resistência aos 

compostos antimicrobianos na EU/EEA, esta é considerada uma das maiores ameaças à 

saúde pública a nível global e, a cada ano, ocorrem cerca de 670 000 infeções por 

bactérias resistentes a antibióticos, que resultam diretamente na morte de cerca de 33 000 

pessoas (106). Estas infeções têm também impacto ao nível económico, estando 

associadas a internamentos e tratamentos mais prolongados, com maiores custos 

associados (107). De facto, o mesmo relatório do ECDC estima um custo associado a 

estas infeções de 1,1 mil milhões de euros anuais na EU/EEA (108). 

A resistência aos compostos antimicrobianos deriva, sobretudo, do uso incorreto 

destes compostos, que inclui o uso empírico de antibióticos de largo espetro (26), a 

prescrição incorreta de antibióticos devido a um diagnóstico tardio ou incorreto, a falha 
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na adesão à terapêutica por parte de doentes, a utilização de antibióticos sem prescrição 

(109), bem como o uso de antibióticos como profiláticos ou promotores de crescimento e 

de biocidas como desinfetantes na indústria animal. Todos estes fatores promovem a 

transmissão de bactérias multirresistentes entre humanos, animais e o ambiente (109–

111).  

A emergência da resistência aos compostos antimicrobianos a quase todas as classes 

de antibióticos e a dispersão de estirpes multirresistentes limitam seriamente o número de 

opções terapêuticas disponíveis para o tratamento de infeções causadas por essas 

bactérias (112). Por outro lado, ao longo das últimas décadas, tem vindo a observar-se um 

declínio e um desinteresse na descoberta e desenvolvimento de novos antibióticos pelas 

grandes empresas farmacêuticas multinacionais, com apenas um número reduzido ainda 

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

Para além dos fatores acima referidos responsáveis pela resistência aos compostos 

antimicrobianos, outro problema consiste na falta de diversidade de alvos dos antibióticos 

e no facto de grande parte dos antibióticos desenvolvidos pertencer a classes já existentes 

e, consequentemente, estar sujeita a algumas das mesmas resistências existentes para 

membros da mesma classe (26,113). 

Todos estes fatores, juntamente com a falta de investimento na descoberta e 

desenvolvimento de fármacos pelas grandes empresas farmacêuticas, tornam necessária 

a utilização de diferentes estratégias para identificar novos compostos já existentes ou 

desenvolver novos antibióticos de modo a solucionar a problemática da falta de opções 

terapêuticas para infeções causadas por bactérias multirresistentes. 

 

1.3.1  Reposicionamento de fármacos 

Comparativamente aos métodos tradicionais de descoberta e desenvolvimento de 

fármacos, o reposicionamento de fármacos permite reduzir o tempo implicado neste 

processo, requer um menor investimento financeiro e está associado a uma maior taxa de 

sucesso, uma vez que os fármacos identificados foram previamente submetidos a ensaios 

pré-clínicos e a sua segurança e toxicidade foi já testada (114–116). No entanto, algo a 

ter em conta no reposicionamento de fármacos é o facto de a dose de um fármaco 
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requerida para se obter um efeito terapêutico contra determinada doença poder ser 

diferente daquela determinada para a sua indicação original (117). 

A quimiogenómica surgiu da fusão de duas áreas da ciência, a química e a genómica 

(118), e é definida como o screening de um universo de compostos químicos contra um 

universo de alvos de fármacos com os quais interagem, assentando num princípio de 

homologia, em que duas proteínas homólogas deverão ser alvo do mesmo fármaco (119). 

Esta nova área tem como principal objetivo o desenvolvimento de novos agentes 

terapêuticos (118), permitindo expeditar este processo (120), reduzindo o período de 

desenvolvimento pré-clínico e o número de fármacos identificados sem êxito (118).  

Atualmente, vários estudos descrevem o uso de estratégias de reposicionamento de 

fármacos em diversas aplicações terapêuticas, como o tratamento de diversos cancros e 

outras doenças, disfunção erétil, queda de cabelo (115,121), bem como para o tratamento 

de doenças infeciosas. Num estudo de Neves et al., foram identificados 115 fármacos 

com potencial ação contra Schistosoma mansoni, usando uma abordagem de 

quimiogenómica para o reposicionamento de fármacos 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 à 

eritromicina (122). Ferreira et al. demonstraram o potencial da antraciclina epirrubicina 

como agente antimalárico recorrendo também a este tipo de estratégia (123). Noutro 

estudo, de Oliveira et al. identificaram dois fármacos anticancerígenos com ação 

antifúngica significativa potencialmente eficazes no tratamento de 

paracoccidioidomicose (124).  

 

1.3.1.1 Exemplos de fármacos propostos para reposicionamento em

 estafilococos 

Alguns fármacos potencialmente eficazes contra estafilococos foram também já 

identificados através de reposicionamento. Miró-Canturri et al. demonstraram que três 

metabolitos de um agente anticancerígeno, tamoxifen, apresentaram atividade 

antibacteriana contra isolados MRSE num modelo animal (125). Oliveira et al. 

demonstraram que o ibuprofeno, um fármaco anti-inflamatório não esteroide, poderá 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 são compostos não antibióticos capazes de inibir bombas de efluxo. Estes, 

quando usados em conjunto com compostos antimicrobianos para os quais existe 

resistência mediada por efluxo, permitem restaurar a sua atividade antimicrobiana ao 

promover o aumento da sua concentração intracelular. Deste modo, são compostos de 

interesse como possíveis adjuvantes com potencial para mitigar a falta de opções 

terapêuticas para o tratamento de infeções por bactérias multirresistentes (61,105). Para 

além do mais, um número crescente de estudos tem também apontado o potencial destes 

compostos como agentes antibiofilme. 

Os IEs podem interferir com a ação das bombas de efluxo de forma direta por ligação 

à bomba e consequente inibição da sua atividade. Podem também atuar de forma indireta, 

por modelação da expressão dos genes que as codificam ou interferência 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 sobreposição do 

seu perfil de substratos ou a existência de outros mecanismos de resistência que, não o 

efluxo, a um dado agente (58). Outro fator a ter em conta, responsável pelo uso limitado 

de IEs na prática clínica, é o facto de muitos dos compostos testados apresentarem elevada 

toxicidade em células humanas (127). 

Em S. aureus, foi já estudado o efeito de numerosos fármacos para reposicionamento 

como IEs da bomba de efluxo NorA, como a reserpina (RES) (128) a TZ, a CPZ (66,129), 

o 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 fármacos, 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 fármacos, raloxifene, pirvínio, nefazodona, ezetimibe, 

clorprotixeno e propafenona como inibidores da bomba de efluxo NorA e potenciais 

adjuvantes terapêuticos capazes de restaurar a ação 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 infeções nosocomiais associadas, principalmente, à 

implantação de dispositivos médicos. O aumento do número de indivíduos suscetíveis a 

estas infeções e a emergência de estirpes resistentes a múltiplas classes de antibióticos 

dificultam o tratamento de infeções causadas por esta bactéria.  

O objetivo desta Dissertação foi aplicar uma estratégia in silico de quimiogenómica, 

com vista ao reposicionamento de fármacos, identificando novos compostos que tenham 

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

Para tal, pretendeu-se: (i) criar uma biblioteca de potenciais alvos terapêuticos, em 

particular transportadores de membrana e fatores envolvidos na formação de biofilmes. 

A partir desta, (ii) através de genómica comparativa, criar uma biblioteca de fármacos 

candidatos já aprovados para uso clínico, recorrendo à base de dados DrugBank para 

identificar proteínas homólogas aos alvos terapêuticos previamente identificados em S. 

epidermidis. Por fim, (iii) testar um fluxograma experimental para determinar in vitro a 

atividade destes fármacos candidatos contra o efluxo, avaliando o seu efeito na redução 

da CMI de compostos antimicrobianos efluxáveis; o seu efeito sinérgico com compostos 

antimicrobianos por checkerboard assays; e a sua atividade antibiofilme através de 

ensaios de adesão em microplaca com coloração por violeta de cristal. 

Para a experimentação in vitro foi usado um painel de estirpes de referência que 

diferem quanto à 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 etídio; S. epidermidis ATCC 12228_EtBr e S. epidermidis 

ATCC 35984_EtBr, com atividade de efluxo aumentada, devido à sobreexpressão do 

gene que codifica para a bomba de efluxo NorA. 

Assim, este trabalho espera contribuir para a identificação de fármacos para 

reposicionamento como IEs e/ou agentes antibiofilme em S. epidermidis, que poderão, 

no futuro ser utilizados na prática clínica no tratamento de infeções causadas por esta 

bactéria ou servir de base para o desenvolvimento de novas moléculas com capacidade 

de inibição do efluxo e ação 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™ e 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 não formadora de 

biofilmes (136), uma vez que não apresenta o operão ica (77,136). No entanto, dados 

obtidos no laboratório indicam que tem a capacidade de formação de biofilme, embora 

mais reduzida e variável do que ATCC 35984 (137,138). Esta estirpe possui o gene tet(K) 

(136), que codifica para a bomba de efluxo Tet(K) associada à resistência a tetraciclinas. 

A estirpe ATCC 35984 é formadora de biofilmes, possuindo o operão ica (77). Esta é 

uma estirpe MRSE que apresenta um perfil MDR, sendo resistente, para além dos 

antibióticos β-lactâmicos, à eritromicina, clindamicina (139), aminoglicosídeos e ao 

trimetoprim-sulfametoxazol (135).  

As estirpes S. epidermidis ATCC 12228_EtBr e ATCC 35984_EtBr resultam de um 

processo de adaptação das estirpes parentais ao EtBr (54), apresentando sobreexpressão 

do gene norA, que codifica para a bomba de efluxo NorA, associada à resistência a 

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

Tabela 1. Características genotípicas e fenotípicas de interesse das estirpes em estudo. 

Estirpe Características fenotípicas e genotípicas 

ATCC 12228 

Não formadora de biofilmes (ica-) 

Resistência a tetraciclinas (tet(K)+) 

Resistência à penicilina (blaZ+) 

ATCC 35984 

Formadora de biofilmes (ica+) 

 esistência a β-lactâmicos (mecA+, blaZ+) 

Resistência a aminoglicosídeos (aph(3’)-IIIa+, ant(6)-Ia+, aacA+) 

Resistência à eritromicina e/ou clindamicina (msrA+, ermA+) 

Resistência à estreptotricina (sat4+) 

ATCC 12228_EtBr1  

ATCC 35984_EtBr1 

Resistência a fluoroquinolonas e suscetibilidade reduzida ao EtBr e 

biocidas (norA ↑↑ so reexpresso  

(1): Características idênticas às estirpes parentais, diferindo apenas na sobreexpressão do gene norA. 
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2.1.2  Meios de cultura e soluções 

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

desmineralizada e autoclavados a 121 oC durante 15 minutos. 

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

Meio de cultura Composição (por litro) 

Mueller-Hinton líquido 

(MHB) 1 

300 g infusão de carne desidratada; 17,5 g caseína hidrolisada; 1,5 

g amido; 4 106 mg Ca2+¨; 4 379 mg Mg2+; pH 7,3 ± 0,1 a 25 oC 

Mueller-Hinton líquido 

ajustado a catiões (CA-

MHB) 

Meio MHB; cálcio a 0,02 mg/L; magnésio a 0,008 mg/L 

Triptona de soja líquido 

(TSB) 1 

17 g peptona de caseína; 3,0 g peptona de soja; 5,0 g cloreto de 

sódio; 2,5 g fosfato dipotássico; 2,5 g glucose; pH 7,3 ± 0,2 a 25 oC 

Triptona de soja sólido 

(TSA) 1,2 

15 g peptona de caseína; 5,0 g peptona de soja; 5,0 g cloreto de 

sódio; 15 g agar; pH 7,3 ± 0,2 a 25 oC 

(1): Oxoid Ltda, Hants, Reino Unido; (2): VWR Chemicals BDH, Leuven, Bélgica – meio usado apenas 

para determinação de UFC/mL. 

 

A composição das soluções utilizadas ao longo deste trabalho são apresentadas na 

Tabela 3. Todas as soluções foram preparadas em água desmineralizada. 

 
Tabela 3. Composição das soluções utilizadas. 

Solução Composição 

Solução de cálcio (Ca2+) a 10 

mg/mL  

Cloreto de cálcio dihidratado2  

Esterilização por autoclavagem a 121 ºC por 15 min 

Alíquotas filtradas com filtro1 0 22 μm 

Solução de magnésio (Mg2+) a 10 

mg/mL 

Cloreto de magnésio2  

Esterilização por autoclavagem a 121 ºC por 15 min 

Alíquotas filtradas com filtro1 0 22 μm 

Violeta de cristal a 0,1 % (p/v) 
Violeta de cristal1 a 0,1 % (p/v)  

Filtração com papel de filtro qualitativo 

Ácido acético a 33% (v/v) Ácido acético glacial2 diluído a 33% (v/v)  

Soro fisiológico (NaCl) 
NaCl3 a 0,85 % (p/v)  

Esterilização por autoclavagem a 121 ºC por 15 min 

Solução de glucose a 20% (p/v) 
Glucose2 a 20 % (p/v)  

Esterilização por filtração com filtro1 0 22 μm 

Solução de fosfato salina (PBS) 4 

NaCl 138 mmol/L, KCl 2,7 mmol/L, tampão fosfato 11,76 

mmol/L; pH 7,4 ± 0,05 a 20 oC 

Esterilizada por autoclavagem a 121 ºC por 15 min 

Metanol a 99% (v/v) 5 Metanol a 99% (v/v) 

(1): Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Alemanha; (2): Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha; (3): 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha; (4): Nzytech, Lisboa, Portugal; (5): Mallinckrodt Baker B. V., Deventer, Países 

Baixos. 
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A preparação de soluções stock e de trabalho dos compostos químicos utilizados 

encontra-se indicada na Tabela 4. As soluções e diluições foram preparadas em água 

desmineralizada autoclavada, à exceção dos casos indicados. Todas as soluções foram 

mantidas a -20 ºC, à exceção da solução de EtBr, a qual foi mantida a 4 ºC. 

 
Tabela 4. Composição das soluções stock e de trabalho dos compostos estudados. 

 

 Composto Solução stock Fabricante 

C
o
m

p
o
st

o
s 

an
ti

m
ic

ro
b
ia

n
o
s 

e 
E

tB
r 

Ciprofloxacina (CIP) 14 mg/mL Sigma-Aldrich1 (Refª 17850) 

Tetraciclina (TET) 10 mg/mL Sigma-Aldrich1 (Refª T7660) 

Eritromicina (ERI) 
13 mg/mL em 96% etanol 

Diluições em água  

Sigma-Aldrich1  

(Refª E-5389) 

Gentamicina (GEN) 11 mg/mL 
Sigma-Aldrich1  

(Refª G3632) 

Brometo de etídio 

(EtBr) 
10 mg/mL 

Carl Roth2  

(Refª 2218.2) 

Cloreto de 

benzalcónio (BAC) 
19 mg/mL 

Sigma-Aldrich1 

 (Refª B-6295) 

Clorexidina (CHX) 2 mg/mL 
Sigma-Aldrich1 

 (Refª 282227) 

Tetrafenilfosfónio 

(TPP) 
22 mg/mL 

Sigma-Aldrich1 

 (Refª 218782) 

IE
s 

co
n
tr

o
lo

 

Tioridazina (TZ) 10 mg/mL 
Sigma-Aldrich1  

(Refª T-9025) 

Clorpromazina (CPZ) 10 mg/mL 
Sigma-Aldrich1 

 (Refª C-8138) 

Verapamil (VER) 62 mg/mL 
Sigma-Aldrich1 

 (Refª V4629) 

Reserpina (RES) 
5 mg/mL em 100% DMSO 

Diluições em água 

Sigma-Aldrich1 

 (Refª R0875) 

F
ár

m
ac

o
s 

ca
n
d

id
at

o
s 

Cloroquina (CLO) 30 mg/mL 
Sigma-Aldrich1  

(Refª C-6628) 

Desipramina (DES) 10 mg/mL 
Sigma-Aldrich1  

(Refª D-3900) 

Topiramato (TOP) 
30 mg/mL em 100% DMSO 

Diluições em água 

Sigma-Aldrich1  

(Refª PHR1600) 

Atovaquone (ATO) 
30 mg/mL em 100% DMSO 

Diluições em água 

Sigma-Aldrich1  

(Refª PHR1591) 

Amlodipina (AML) 
10 mg/mL em 100% DMSO 

Diluições em água 

Sigma-Aldrich1  

(Refª PHR1185) 
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Tabela 4. Continuação. 

(1): Sigma-Aldrich Chemie GmbH; (2): Carl Roth GmbH + Co. KG; (3): Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, 

EUA. IEs: inibidores controlo. 

 

2.2  Métodos 

2.2.1  Identificação de fármacos candidatos por quimiogenómica – 

reposicionamento in silico 

A metodologia utilizada na identificação de fármacos por quimiogenómica – 

reposicionamento in silico está esquematizada na Figura 2 e explicada em detalhe nos 

pontos seguintes. 

 

Figura 2. Fluxograma usado para identificação de fármacos candidatos com possível atividade contra 

o efluxo e/ou biofilmes em S. epidermidis. 
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 Composto Solução stock Fabricante 
F

ár
m

ac
o
s 

ca
n

d
id

at
o

s 

Sulpirida (SUL) 
10 mg/mL em 100% DMSO 

Diluições em água 

Sigma-Aldrich1 

(Refª S8010) 

Tariquidar (TAR) 
10 mg/mL em 100% DMSO- 

Diluições em água 

Cayman Chemical3  

(Refª 24180) 
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2.2.1.1 Criação de uma biblioteca de potenciais alvos terapêuticos

 associados ao transporte membranar 

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

de transportadores membranares e respetivas famílias para um total de, até à data, 2558 

bactérias com sequências genómicas completas. Para cada uma, é possível obter 

informação sobre as sequências nucleotídica e polipeptídica 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 

(número de acesso NC_004461), classificados de acordo com a família de transportadores 

a que pertencem. Para cada gene, obteve-se a respetiva sequência polipeptídica, em 

formato FASTA. 

 

2.2.1.2 Criação de uma biblioteca de potenciais alvos terapêuticos

 associados aos biofilmes 

Na ausência de uma base de dados dedicada aos biofilmes, compilando os genes e 

respetivas proteínas associadas, foi necessário efetuar um levantamento bibliográfico para 

a sua identificação em S. epidermidis. Estes genes de interesse foram posteriormente 

pesquisados nos genomas das estirpes ATCC 12228 e ATCC 35984, recorrendo à função 

Blast na base de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/). Para cada um dos genes-alvo 

identificados selecionaram-se apenas as sequências polipeptídicas com query cover ˃ 

80% e identity ˃ 60%, obtendo-se a respetiva sequência polipeptídica em formato 

FASTA. 

 

2.2.1.3 Criação de uma biblioteca de fármacos potencialmente eficazes 

contra o efluxo e/ou biofilmes 

Para a identificação de possíveis fármacos com ação contra o efluxo e/ou biofilmes 

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

informação sobre fármacos aprovados pela FDA (U.S. Food and Drug Administration) e 

fármacos experimentais em processo de aprovação, os seus mecanismos, interações e alvos 

http://www.membranetransport.org/
https://www.uniprot.org/
https://go.drugbank.com/
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(141). Esta pesquisa foi feita incluindo todas as categorias de fármacos disponíveis, 

nomeadamente approved, vet approved, nutraceutical, illicit, withdrawn, investigational e 

experimental. No menu “search target se  ences”, foram usadas as sequências 

polipeptídicas anteriormente compiladas para interrogar a base de dados e identificar 

proteínas-alvo homólogas aos transportadores de membrana ou proteínas associadas aos 

biofilmes de S. epidermidis previamente identificados (pontos 2.2.1.1 e 2.2.1.2). Para esta 

pesquisa, utilizaram-se os parâmetros predefinidos, à exceção do e-value (expectation 

value), sendo apenas consideradas como possíveis alvos proteínas homólogas com um e-

value ≤ 1×10-20 (114). Após esta pesquisa obteve-se uma lista preliminar de fármacos 

organizados de acordo com a sua superfamília química, que atuam sobre as proteínas-alvo 

homólogas. Para cada fármaco, foi também obtida informação relativa às suas indicações 

clínicas e toxicidade. A lista final de fármacos candidatos foi obtida após aplicação de 

vários critérios de exclusão, nomeadamente, fármacos classificados como nutracêuticos, 

retirados do mercado, de uso veterinário, antibióticos, antivirais, esteroides ou hormonas, 

indisponibilidade comercial e disponibilidade financeira (custo elevado). 

 

2.2.2  Validação in vitro das atividades inibitória de efluxo e antibiofilme dos

 fármacos candidatos 

A atividade dos fármacos candidatos foi avaliada segundo um modelo experimental 

(Figura 3), utilizando estirpes de S. epidermidis que diferem na sua capacidade de efluxo 

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

Inicialmente, determinaram-se as CMIs de oito compostos antimicrobianos, que incluem 

os substratos de NorA, CIP (antibiótico), EtBr (corante) e BAC, CHX e TPP (biocidas); o 

substrato da bomba de efluxo Tet(K), TET (antibiótico); e ERI e GEN (antibióticos não 

efluxáveis nas estirpes em estudo). Foram também determinadas as CMIs de sete fármacos 

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 ação inibitória de efluxo já 

demonstrada em S. epidermidis ou outros estafilococos (129,142), permitindo uma 

comparação com os resultados obtidos e a validação do racional deste trabalho. 

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

presença dos IEs controlo/fármacos candidatos a ¼ CMI. Cada composto classificado 



2 Material e Métodos 

31 

 

como inibidor ou inibidor fraco de efluxo foi testado por ensaios de checkerboard, de 

modo a avaliar interações de sinergismo entre si e compostos antimicrobianos. Estes 

fármacos foram ainda submetidos a ensaios de adesão em microplaca com coloração por 

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

 

 

Figura 3. Fluxograma usado para validação in vitro das atividades inibitória de efluxo e antibiofilme 

dos fármacos candidatos. IEs: inibidores de efluxo; CMI: concentração mínima inibitória; FICI: índice de 

concentração inibitória fracionária; VC: violeta de cristal; OD570: densidade óptica 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 coleção bacteriana do laboratório, sendo 

mantidas em stock a -80 ºC 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_EtBr e ATCC 35984_EtBr), com incubação a 37 ºC por 24 h ou até 48 h (para a 

estirpe ATCC 12228_EtBr).  

 

2.2.2.2 Determinação de CMIs 

Os valores de CMI foram determinados pelo método de microdiluição utilizando 

placas de 96 poços de poliestireno com fundo em U (Paul Boettger GmbH, Bodenmais, 

Alemanha).  

O inóculo bacteriano foi preparado, transferindo-se três a quatro colónias de uma placa 

de isolamento para 5 mL de meio MHB, sendo este incubado a 37 oC com agitação a 180 

rpm durante 18 a 20 h. A partir desta cultura foi preparada uma suspensão celular 

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

Cada placa de 96 poços foi preparada conforme a Figura 4. Sucintamente, foram 

distribuídos 100 μ  de CA-MHB para cada poço das colunas 2 a 12 e 200 μ  de CA-

MHB a cada poço da coluna 1. De seguida, adicionaram-se 100 μ  das soluções de 

trabalho de cada composto a testar, preparadas em meio CA-MHB a uma concentração 

4x superior à maior concentração a ser testada (Tabela 5), ao respetivo poço na coluna 2. 

Posteriormente, foram feitas diluições seriadas 1:2 transferindo, 100 μ  da coluna 2 para 

a coluna 3 e assim sucessivamente até à coluna 11, de onde foram descartados os 100 μL 

remanescentes. Por fim, foram adicionados 100 μ  de inóculo a cada poço 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 oC durante 18 h, sendo a CMI registada como 

a menor concentração de composto à qual não se observou crescimento bacteriano. Cada 

ensaio foi efetuado, pelo menos, em duplicado. 
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Figura 4. Esquema do método de microdiluição em placa de 96 poços para determinação de CMIs. 

CE: controlo de esterilidade; CC: controlo de crescimento. A numeração a vermelho indica a ordem de 

realização dos diversos passos.  

 
Tabela 5. Gamas de concentrações testadas para a determinação de CMIs dos compostos para as 

quatro estirpes em estudo. 

 Composto Gama de concentrações testadas (mg/L)  

C
o
m

p
o
st

o
s 

an
ti

m
ic

ro
b
ia

n
o
s 

e 
E

tB
r 

CIP 
0,125 – 64 

TET 

ERI 
0,25 – 128 

GEN 

EtBr 0,5 – 256 

BAC 0,03 – 16 

CHX 0,016 – 8 

TPP 0,5 – 256 

IE
s 

co
n
tr

o
lo

 

TZ 
0,25 – 128 

CPZ 

VER 3,125 – 1600 

RES 0,06 – 32 

F
ár

m
ac

o
s 

ca
n
d

id
at

o
s CLO 

2 – 1024 
DES 

TOP 3,125 – 1600 

ATO 

0,5 – 256 AML 

SUL 

TAR 0,125 – 64 

IEs: inibidores de efluxo; CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; 

EtBr: brometo de etídio; BAC: cloreto de benzalcónio; CHX: clorexidina; TPP: tetrafenilfosfónio; 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 Determinação de CMIs dos compostos antimicrobianos na

 presença dos IEs controlo e fármacos candidatos 

A capacidade de inibição de efluxo por parte dos IEs controlo e fármacos candidatos 

foi avaliada por re-determinação da CMI dos compostos antimicrobianos na presença 

destes IEs a uma concentração subinibitória, correspondente a ¼ CMI. Para tal, o método 

da microdiluição em placa foi realizado conforme indicado no ponto 2.2.2.2, à exceção 

das alterações a seguir descritas (Figura 5 e Tabela 6). Após a diluição seriada dos 

compostos antimicrobianos, foram adicionados aos poços das colunas 2 a 12 e linhas B a 

H,  0 μ  de solução de trabalho de cada IE ou fármaco candidato (preparada em CA-

MHB de modo a obter uma concentração final equivalente a ¼ CMI). De seguida, foram 

adicionados 90 μ  de inóculo a cada um dos poços. Para cada ensaio, foi incluído um 

controlo de re-determinação de CMI do composto antimicrobiano na ausência de IE ou 

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

Cada placa foi incubada a 37 oC durante 18 h e registou-se a CMI como a menor 

concentração de composto à qual não se observou crescimento bacteriano. Considerou-

se inibição de efluxo quando a adição de um fármaco/IE controlo resultou na redução de, 

pelo menos, 4x do valor de CMI de um composto antimicrobiano quando comparado com 

o seu valor original (ausência de fármaco/IE controlo) (143).   

 

 

Figura 5. Esquema do método de microdiluição em placa de 96 poços para determinação das CMIs 

na presença dos IEs controlo e dos fármacos candidatos. IE: inibidor de efluxo; CE: controlo de 

esterilidade; CC: controlo de crescimento. A numeração a vermelho indica a ordem de realização dos 

diversos passos. 
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Tabela 6.  Gamas de concentrações testadas usadas na re-determinação de CMIs dos compostos 

antimicrobianos na presença dos IEs controlo e dos fármacos candidatos. 

 Estirpe 
ATCC  

12228 

ATCC 

12228_EtBr 

ATCC  

35984 

ATCC 

35984_EtBr 

 Composto Gama de concentrações testadas (mg/L) 

C
o
m

p
o
st

o
s 

an
ti

m
ic

ro
b
ia

n
o
s 

e 
E

tB
r 

CIP 0,004 – 2 0,06 – 32 0,002 – 1 0,016 – 8 

TET 0,5 – 256 0,5 – 256 0,016 – 8 0,008 – 4 

ERI 

0,008 – 4 
0,008 – 4 

4 – 2048 4 – 2048 

GEN 1 – 512 0,5 – 256 

EtBr 0,125 – 64 

0,008 – 4 

0,25 – 128 

BAC 0,03 – 16 
0,03 – 16 

0,03 – 16 

CHX 0,008 – 4 0,016 – 8 

TPP 0,03 – 16 1 – 512 0,03 – 16 1 – 512 

CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; EtBr: brometo de etídio; 

BAC: cloreto de benzalcónio; CHX: clorexidina; TPP: tetrafenilfosfónio. 

 

2.2.2.4 Determinação de efeito de sinergismo entre compostos através

 de ensaios de checkerboard 

Para avaliar o potencial efeito de sinergismo entre os IEs controlo/fármacos candidatos 

e os compostos antimicrobianos, foram realizados ensaios de checkerboard em placa de 

96 poços de poliestireno com fundo em U, usando o método desenvolvido por Bellio et 

al. (144). 

O inóculo bacteriano inicial foi preparado de modo semelhante ao descrito no ponto 

2.2.2.2. A partir desta cultura foi preparada uma suspensão celular equivalente à escala 

0,5 de MacFarland por diluição 1:1000 em soro fisiológico (10 L de cultura para 10 mL 

de soro fisiológico). 

Foram preparadas soluções, em meio 2 × CA-MHB, de IE controlo/fármaco candidato 

a uma concentração 4x (solução SA) e 8x (2 × SA) superior à maior concentração a testar 

e de composto antimicrobiano a uma concentração 4x (solução SB) superior à maior 

concentração a testar. As gamas de concentrações testadas para cada composto estão 

indicadas na Tabela 7. 
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Tabela 7. Gamas de concentrações dos IEs controlo, dos fármacos candidatos e dos compostos 

antimicrobianos testadas nos ensaios de checkerboard. 

 Estirpe ATCC 12228_EtBr ATCC 35984_EtBr 

 Composto Gama de concentrações testadas (mg/L) 
C

o
m

p
o
st

o
s 

an
ti

m
ic

ro
b
ia

n
o

s 

e 
E

tB
r 

CIP 0,03 – 8 0,02 – 4 

EtBr 0,125 – 32 0,25 – 64 

TPP 1 – 256 

IE
s 

co
n
tr

o
lo

 

TZ 0,5 – 32 

CPZ 2 – 128 

VER 25 – 1600 

F
ár

m
ac

o
s 

ca
n
d
id

at
o
s CLO 16 – 2048 32 – 2048 

DES 4 – 256 

AML 2 – 128 

TAR 0,03 – 2 2 – 128 

IEs: inibidores de efluxo; CIP: ciprofloxacina; EtBr: brometo de etídio; TPP: tetrafenilfosfónio; 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 poços, de acordo com 

o esquema da Figura 6-A e B. Foram adicionados 100 μ  de 2 × CA-MHB aos poços das 

colunas 2 a 12. De seguida, adicionou-se 100 μ  da solução SA aos poços A2 a A10 e 100 

μL da solução 2 × SA ao poço A11 e foram feitas diluições seriadas 1:2, transferindo-se 

100 μ  dos poços da linha A à linha G, de onde foram descartados os restantes 100 μ . 

Posteriormente, adicionaram-se 100 μ  da solução SB a cada poço da coluna 11 e foram 

feitas diluições seriadas 1:2, transferindo-se 100 μ  dos poços da coluna 11 à coluna 3, 

descartando-se os últimos 100 μ . Por fim, adicionou-se 100 μ  do inóculo aos poços 

das colunas 2 a 12. Cada placa foi incubada a 37 oC durante 18 h, período após o qual se 

registou a ausência/presença de crescimento bacteriano em cada poço. Cada ensaio 

incluiu controlos de esterilidade, controlos de crescimento e controlos contendo apenas o 

composto antimicrobiano ou o IE controlo/fármaco candidato. Cada ensaio foi realizado, 

no mínimo, em duplicado.  

A partir dos valores de CMI obtidos e segundo a Equação 1, foi calculado o índice de 

concentração inibitória fracionária (FICI, do inglês fractional inhibitory concentration 

index), para todas as combinações de concentrações testadas. 
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 M A
+
 M  A

 M  
 

Equação 1. Cálculo de FICI para cada combinação de composto antimicrobiano e IE 

controlo/fármaco candidato. A: IE controlo/fármaco candidato; B: composto antimicrobiano; CMIAB: 

CMI do IE controlo/fármaco candidato na presença do composto antimicrobiano nas concentrações em 

teste; CMIA: CMI original do composto A, CMIBA: CMI do composto antimicrobiano na presença do IE 

controlo/fármaco candidato nas concentrações em teste; CMIB: 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 poço sem crescimento de cada linha e coluna ao longo da interface 

crescimento/ausência 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/indiferença quando 0,5 <      ≤ 4 e antagonismo quando o FICI > 4 

(147). 
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Figura 6. Esquema do ensaio de checkerboard para avaliação de sinergismo entre os compostos antimicrobianos e os IEs controlo ou fármacos candidatos. (A) 

Modo de preparação de cada placa; (B) Configuração final de cada placa; (C) Esquema representativo dos métodos usados na análise dos resultados obtidos nos ensaios 

de checkerboard. IE: inibidor de efluxo; CMI: concentração mínima inibitória; CE: controlo de esterilidade; CC: controlo de crescimento; Os poços assinalados com (1) 

e (2) no painel (C) correspondem aos usados para a determinação do índice de concentração inibitória fracionária (FICI, fractional inhibitory concentration index) 

aplicando o método do cálculo da média dos valores de FICI na interface crescimento/ausência de crescimento (1) ou o método do menor valor de FICI calculado ao 

longo dessa interface (2). A numeração a vermelho indica a ordem de realização dos diversos passos.

A  
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2.2.2.5 Avaliação da atividade antibiofilme dos IEs controlo e

 fármacos candidatos 

A atividade antibiofilme dos IEs controlo e fármacos candidatos foi avaliada através 

de ensaios de adesão em placa de 96 poços de cultura celular O (Orange Scientific, 

Braine-l’Alle d   élgica) com coloração por violeta de cristal. Os IEs controlo e fármacos 

candidatos foram testados numa gama de concentrações entre o valor da CMI e 1/256 

CMI. 

Transferiu-se três a quatro colónias isoladas em TSA (ATCC 12228 e ATCC 35984) 

ou em TSA + 8 μg/mL de EtBr (ATCC 12228_EtBr e ATCC 35984_EtBr) para 5 mL de 

TSB, o qual foi incubado a 37 oC sem agitação durante 18 a 24 h. A partir da cultura 

obtida, foi preparada uma suspensão celular em 10 mL de TSB ajustada a uma densidade 

óptica a 600 nm (OD600) entre 0,09 e 0,12, equivalente a 1,5 × 108 UFC/mL. Foram 

preparadas diluições 10-2 a 10-7 desta suspensão em soro fisiológico e plaqueadas 

alíquotas de 100 μ  das diluições 10-5 a 10-7 em TSA para enumeração e confirmação da 

concentração celular da suspensão.  

Preparou-se uma diluição 1:100 da suspensão celular ajustada, em TSB suplementado 

com 1% de glucose. Este inóculo foi aliquotado, sendo a cada alíquota adicionado IE 

controlo ou fármaco candidato de modo a obter uma das concentrações em estudo. A cada 

poço das colunas 2 a 10 da microplaca, foram adicionados 200 μ  de cada suspensão 

celular final suplementada com IE controlo ou fármaco candidato conforme descrito na 

Figura 7. Aos poços da coluna 1, foram adicionados 200 μ  da suspensão celular final 

(controlo de crescimento); aos poços da coluna 11 foi adicionado apenas TSB (controlo 

de esterilidade) e aos poços da coluna 12 foi adicionado, no dia da leitura da placa, ácido 

acético a 33% (branco). Cada placa foi incubada a 37 oC sem agitação durante 24 h. 

Após incubação, foi medido o crescimento bacteriano através da leitura da OD600 num 

fluorímetro SynergyTM HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EUA). De 

seguida, removeu-se o conteúdo de todos os poços com uma micropipeta multicanal e 

cada poço foi lavado três vezes com 100 μ  de PBS para remover excedentes de meios 

de cultura e células não aderentes. De seguida, adicionou-se 150 μ  de metanol a 99% e 

incubou-se durante 20 min para fixação das células aderentes. Após este período, o 

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

posição invertida durante a noite.  

No dia seguinte, adicionaram-se 150 μ  de violeta de cristal a 0,1% aos poços 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 três vezes em cada um de dois recipientes 

com água desmineralizada. Removeu-se o excesso de água da placa por pressão 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 μ  de ácido acético a 33% para 

solubilizar o violeta de cristal, deixando-se atuar durante 30 min. A biomassa associada 

ao biofilme foi quantificada por medição da densidade óptica a 570 nm (OD570) num 

fluorímetro SynergyTM HT (Bio-Tek Instruments, Inc.), usando a opção de leitura de toda 

a área do poço. Cada condição foi testada em quatro réplicas técnicas e cada ensaio foi 

realizado, pelo menos, em duplicado. 

 

Figura 7. Esquema do ensaio de adesão em microplaca com coloração por violeta de cristal para 

determinação da atividade antibiofilme dos IEs controlo e fármacos candidatos. IE: inibidor de efluxo; 

CMI: concentração mínima inibitória; CC: controlo de crescimento; CE: controlo de esterilidade; AA: 

branco. A numeração a vermelho indica a ordem de realização dos diversos passos. 

 

Em cada ensaio, para cada condição teste, foi calculada a média das quatro medições 

da OD600 e OD570, assim como o desvio padrão (SD) associado. Posteriormente, foi obtido 

o valor de OD média final (ODfinal) para cada concentração em estudo por subtração da 

média do controlo de esterilidade aos valores de média das várias concentrações. Os 

resultados obtidos intra-ensaio foram validados quando SD ≤ 15% de ODfinal. Os 
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resultados finais foram obtidos por determinação 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/fármaco candidato foi avaliada por 

análise estatística realizada usando o software GraphPad v. 8.0.1, comparando a produção 

de biofilme na presença de IE controlo/fármaco candidato relativamente à condição de 

n o exposi  o. A an lise  oi  eita por “ ne-Way A   A” com compara ões múltiplas 

(vs. o grupo controlo – estirpe não exposta) usando a correção de Bonferroni. Cada 

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

3.1  Criação de uma biblioteca de potenciais alvos terapêuticos associados 

ao efluxo 

Este trabalho teve início com a compilação de uma lista de transportadores de 

membrana em S. epidermidis com recurso à base de dados TransportDB 2.0., utilizando 

a informação disponível sobre a estirpe ATCC 12228. Deste modo, foi obtida uma lista 

de 321 transportadores de membrana, assim como as respetivas sequências polipeptídicas. 

Destes, 149 (46,4%) são transportadores dependentes de ATP, 143 (44,5%) são 

transportadores secundários, 14 (4,4%) correspondem a sistemas de fosfotransferase 

(PTS), 8 (2,5%) a canais iónicos e 7 (2,2%) pertencem a famílias ainda não classificadas 

(Tabela A1). 

 

3.2  Criação de uma biblioteca de potenciais alvos terapêuticos associados 

aos biofilmes 

A partir de uma pesquisa na literatura disponível, foi compilada uma lista de 39 genes 

envolvidos na formação de biofilmes em S. epidermidis (Tabela 8). Recorrendo à base de 

dados Uniprot, foram obtidas as respetivas sequências polipeptídicas codificadas por 

estes genes, identificados na Tabela 8. 

 
Tabela 8. Lista de genes envolvidos na formação de biofilmes em S. epidermidis e a sua função.  

Função Gene Proteína 

A
d
es

ão
 à

 p
ar

ed
e 

ce
lu

la
r 

aap Proteína associada à acumulação Aap 

atlE Autolisina AtlE 

embp Proteína de ligação à matriz extracelular Embp 

gehD Lipase GehD 

sdrC-H MSCRAMM (SdrC a SdrH) 

ebpS Proteína de ligação à elastina 

aae Autolisina/adesina Aae 

clfA/B Fator de coagulação A/B 

fnBPA/B Proteína de ligação à fibronectina A/B 
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Tabela 8. Continuação. 

Função Gene Proteína 
A

cu
m

u
la

çã
o
 e

 d
is

p
er

sã
o
 d

o
 

b
io

fi
lm

e 
operão ica 

(icaADBC) 
PIA/PNAG 

bhp Proteína homóloga do biofilme Bhp 

sesC Proteína de superfície C de S. epidermidis 

sepA Elastase extracelular SepA 

esp Proteína de superfície  

sesE Proteína de superfície E de S. epidermidis 

tagO Proteína TagO 

ecpA Protease cisteína extracelular A 

R
eg

u
la

çã
o

 

agr Regulador acessório 

luxS S-ribosilhomocisteína liase 

sarA Regulador  

sarR Regulador  

sarX Regulador  

sarZ Regulador  

mgrA Regulador transcricional 

ccpA Proteína A de controlo de catabolitos 

icaR Regulador transcricional do operão ica 

cidA Proteína CidA holin-like 

saeR 
Histidina-quinase do sistema regulador de dois componentes 

SaeRS 

saeS 
Regulador de resposta do sistema regulador de dois 

componentes SaeRS 

MSCRAMM: componentes da superfície microbiana que reconhecem moléculas de adesão da matriz; PIA: 

polissacarídeo de adesão intercelular; PNAG: poli-N-acetilglucosamina. 

 

3.3  Criação de uma biblioteca de fármacos potencialmente eficazes contra 

o efluxo e os biofilmes 

A pesquisa na base de dados DrugBank de todas as sequências polipeptídicas, obtidas 

nos pontos 3.1  e 3.2 , resultou numa lista de 79 proteínas homólogas aos transportadores 

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

lista de 7 proteínas homólogas a proteínas envolvidas na formação de biofilmes, por sua 

vez associadas a 2 fármacos. 
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Os resultados das duas pesquisas foram compilados numa lista com 628 fármacos. 

Desta lista, foram excluídos fármacos de uso veterinário e nutracêuticos, fármacos 

retirados do mercado, antibióticos, antivirais, esteroides e hormonas, tendo a lista ficado 

reduzida a um total de 494 fármacos. Com base na sua indisponibilidade comercial e/ou 

no seu preço, foi excluído um conjunto adicional de fármacos, reduzindo a lista para 233 

fármacos candidatos. A Figura 8 apresenta um esquema dos passos envolvidos na 

compilação da lista final de fármacos com potencial ação contra o efluxo e a formação de 

biofilmes em S. epidermidis. 

 

Figura 8. Resultados obtidos com a aplicação do fluxograma para identificação de fármacos contra 

o efluxo e a formação de biofilmes em S. epidermidis. 

 

Por fim, os 233 fármacos desta lista foram agrupados de acordo com a superclasse 

química a que pertencem (Figura 9-A). No total, os fármacos foram divididos em 11 

superclasses químicas, com a seguinte distribuição: compostos orgânicos heterocíclicos 
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(99/233, 42,5%); benzenoides (71/233, 30,5%); ácidos orgânicos e derivados (16/233, 

6,9%); fenilpropanoides e policetídeos (13/233, 5,6%); alcaloides e derivados (12/233, 

5,2%); compostos orgânicos de azoto (7/233, 3,0%); lípidos e moléculas lipid-like (6/233, 

2,6%); compostos orgânicos de oxigénio (5/233, 2,1%); lignanos, neolignanos e 

compostos relacionados (2/233, 0,9%); compostos mistos de metais/não-metais (1/233, 

0,4%); e compostos organossulfurados (1/233, 0,4%). A lista dos fármacos e sua 

distribuição de acordo com a superclasse química encontram-se na Tabela A2.  

Adicionalmente, os fármacos candidatos foram também agrupados de acordo com a 

sua indicação terapêutica, consoante informação disponibilizada em DrugBank (Figura 

9-B).  Os fármacos foram divididos conforme a sua ação no sistema nervoso (57/233, 

24,5%); no sistema cardiovascular (47/233, 20,2%); como antineoplásicos e agentes 

imunomoduladores (45/233, 19,3%); no trato alimentar e metabolismo (26/233, 11,2%); 

experimentais/investigacionais (13/233, 5,6%); no sistema músculo-esquelético (12/233, 

5,2%); como antiparasitários, inseticidas e repelentes (11/233, 4,7%); no sistema 

respiratório (11/233, 4,7%); no trato génito-urinário e hormonas sexuais (6/233, 2,6%); 

no sangue e órgãos hematopoiéticos (5/233, 2,1%); de uso dermatológico (5/233, 2,1%); 

como antissépticos (4/233, 1,7%); com ação em órgãos sensoriais (1/233, 0,4%); e usados 

como agentes de diagnóstico (1/233, 0,4%). Alguns dos fármacos apresentam mais do 

que uma indicação terapêutica. 

Com base em critérios como a classe química a que pertencem e a existência de estudos 

prévios sobre a sua ação contra o efluxo e/ou antibiofilme, foram selecionados para a 

experimentação in vitro sete fármacos representativos das duas superclasses químicas 

principais e cujas indicações terapêuticas estão descritas na Tabela 9. 
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Figura 9. Distribuição dos fármacos candidatos de acordo com a sua superclasse química (A) e 

indicação terapêutica (B). 
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Tabela 9. Superclasse química e indicação terapêutica dos fármacos candidatos selecionados para a 

experimentação in vitro. 

Fármaco 

candidato 
Indicação terapêutica Alvos 

Compostos orgânicos heterocíclicos 

Cloroquina 

(CLO) 

Antiparasitários, inseticidas e repelentes 

• Antimalárico (malária por Plasmodium 

vivax, P. malariae, P. ovale e estirpes 

suscetíveis de P. falciparum)  

• Amibíase extraintestinal 

• Profilaxia (vírus Zika)  

• Doenças reumáticas 

­ Glutationa S-transferase (P. falciparum) 

­ Proteína 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) 

Desipramina 

(DES) 

Sistema nervoso 

• Antidepressivo (sintomas depressivos 

distúrbios de ansiedade, TDAH) 

• Controlo de dor neuropática periférica 

crónica 

­ Transportadores de noradrenalina e 

serotonina dependentes de sódio 

­ Recetores de 5-hidroxitriptamina 1A, 2A e 2C 

(humano) 

­ Recetores adrenérgicos β-  e 2 e α-1 e 2 

(humano) 

­ Esfingomielina fosfodiesterase (humano) 

­ Recetor de histamina H1 (humano) 

­ Recetores muscarínicos de acetilcolina M1-5 

(humano) 

­ Recetor de dopamina D2 (humano) 

Topiramato 

(TOP) 

Sistema nervoso 

• Antiepiléptico (convulsões tónico-

clónicas parciais ou primárias 

generalizadas, convulsões associadas à 

síndrome de Lennox-Gastaut) 

• Profilaxia de enxaquecas 

­     nidade α-1 do recetor GABA (humano) 

­ S   nidade α do canal de s dio (humano) 

­ Recetor cainato (humano) 

­ Anidrases carbónicas 1-4 (humano) 

­ Canal de cálcio do tipo L (humano) 

­ Canal de cálcio dependente de voltagem do 

tipo R (humano) 

Amlodipina 

(AML) 

Sistema cardiovascular 

• Bloqueador de canais de cálcio 

(hipertensão, doença arterial coronária, 

angina crónica estável, angina 

vasoespástica) 

­     nidades α-   e β-1 do canal de cálcio 

dependente de voltagem do tipo L (humano) 

­ S   nidade α-1I do canal de cálcio 

dependente de voltagem do tipo T (humano) 

­ S   nidade α-1B do canal de cálcio 

dependente de voltagem do tipo N (humano) 

­ S   nidade α-  δ-3 do canal de cálcio 

dependente de voltagem (humano) 

­ Anidrase carbónica 1(humano) 

­ Esfingomielina fosfodiesterase (humano) 

Benzenoides 

Atovaquone 

(ATO) 

Antiparasitários, inseticidas e repelentes 

• Antimalárico (malária por P. falciparum) 

• Antifúngico (pneumonia por 

Pneumocystis carinii e P. jirovecii em 

doentes intolerantes ao trimetoprim-

sulfametoxazol)  

­ Citocromo B (P. falciparum) 

­ Diidroorotato desidrogenase mitocondrial (P. 

falciparum e humano)  

Sulpirida 

(SUL) 

Sistema nervoso 

• Antipsicótico (esquizofrenia aguda e 

crónica) 

­ Recetores de dopamina D2-4 (humano) 

­ Anidrases carbónicas 2 e 3 (humano) 

Tariquidar 

(TAR) 

Experimental/investigacional 

• Cancro ovárico, do pulmão e da mama 

­ P-glicoproteína 1 (humano) 

TDAH: transtorno de déficit de atenção com hiperatividade. 
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3.4  Validação in vitro das atividades inibitória de efluxo e/ou antibiofilme 

dos fármacos candidatos 

3.4.1  Determinação de concentrações mínimas inibitórias 

O primeiro passo laboratorial consistiu na determinação de CMIs de todos os 

compostos testados, nomeadamente os oito compostos antimicrobianos, quatro IEs 

controlo e sete fármacos candidatos (Tabela 10).  

 
Tabela 10. CMIs dos compostos antimicrobianos, IEs controlo e fármacos candidatos para as quatro 

estirpes de S. epidermidis em estudo. 

 Estirpe 
ATCC 

 12228 

ATCC 

12228_EtBr 

ATCC 

 35984 

ATCC 

35984_EtBr 

 Composto CMI (mg/L) 

C
o
m

p
o
st

o
s 

an
ti

m
ic

ro
b
ia

n
o
s 

e 

E
tB

r 

CIP 0,25 8 0,25 2 

TET 64 64 2 2 

ERI 0,5 0,25 >2048 >2048 

GEN 0,125 1 128 128 

EtBr 0,25 16 0,5 32 

BAC 1 2 1 4 

CHX 1 2 1 2 

TPP 8 128 4 128 

IE
s 

co
n
tr

o
lo

 TZ 32 32 32 32 

CPZ 64 128 64 128 

VER 1600 1600 1600 1600 

RES >32 >32 >32 >32 

F
ár

m
ac

o
s 

ca
n
d
id

at
o
s 

CLO >1024 >1024 >1024 >1024 

DES 128 128 128 128 

TOP >1600 >1600 >1600 >1600 

ATO >256 >256* >256 >256 

AML 128 128 64 64 

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 etídio; BAC: cloreto de benzalcónio; CHX: clorexidina; 

TPP: tetrafenilfosfónio; 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 análise dos valores de CMI obtidos para os dois pares de estirpes isogénicas indicou 

que ambos apresentam o perfil de suscetibilidade esperado (Tabela 1), em concordância 

com estudos anteriores (54,135). Como exceção, a estirpe ATCC 35984, inicialmente 

considerada suscetível à TET, e a estirpe ATCC 35984_EtBr, considerada suscetível à 

CIP e à TET, são agora classificadas como resistentes a esses antibióticos, tendo em conta 

as novas recomendações da EUCAST (European Committee on Antimicrobial 

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

Relativamente às 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 antibiótico não efluxável GEN 

para a ATCC 12228_EtBr, tal como reportado anteriormente (54). 

Relativamente aos IEs controlo, as suas CMIs mostraram manter-se para as quatro 

estirpes em estudo, à semelhança do já reportado num estudo anterior (135). Observou-

se somente uma variação da CMI da CPZ na ordem de uma diluição entre estirpes 

parentais e adaptadas. Os valores de CMI obtidos para os fármacos candidatos foram 

igualmente semelhantes entre as estirpes, à exceção da CMI da AML que variou uma 

diluição entre os pares de estirpes isogénicas estudadas. A única diferença 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  Determinação de CMIs dos compostos antimicrobianos na presença

 dos IEs controlo ou fármacos candidatos 

Uma vez determinadas as CMIs de todos os compostos em estudo, foi testada a ação 

dos IEs controlo ou fármacos candidatos sobre a CMI original dos compostos 

antimicrobianos e EtBr. Foram considerados potenciais IEs os fármacos na presença dos 

quais se verificou uma redução da CMI original do composto antimicrobiano ≥ 4x. 

Fármacos que promoveram uma redução da CMI em 2x foram classificados como IEs 

fracos, sendo os restantes considerados como não apresentando atividade inibitória de 

efluxo. Os IEs controlo e fármacos candidatos foram testados a uma concentração 
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subinibitória equivalente a ¼ CMI, para garantir que não afetam a viabilidade celular 

(Tabela 11).  

 
Tabela 11. Concentrações usadas na re-determinação das CMIs dos compostos antimicrobianos na 

presença dos IEs controlo ou fármacos candidatos para as quatro estirpes de S. epidermidis em estudo. 

 Estirpe 
ATCC  

12228 

ATCC  

12228_EtBr 

ATCC  

35984 

ATCC  

35984_EtBr 

 Composto Concentração testada (¼ CMI) (mg/L) 

IE
s 

co
n

tr
o

lo
 TZ 8 

CPZ 16 32 16 32 

VER 400 

RES 20* 

F
ár

m
ac

o
s 

ca
n
d
id

at
o
s 

CLO 512 

DES 32 

TOP 800 

ATO 128 

AML 32 16 

SUL 128 

TAR 32 0,5 32 

(*): Valor inferior a ¼ CMI. Valor descrito na literatura (149) e usado devido a limitações 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 

vários compostos antimicrobianos (Tabela 12), procedendo-se à sua classificação em 

termos de potencial ação inibitória de efluxo.  

 
Tabela 12. CMIs dos compostos antimicrobianos e EtBr na presença dos IEs controlo 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 

+ TZ 0,25 1  ↓  x  0,125 1 

+ CPZ 0,25 1  ↓  x  0,25 1 

+ VER 0,25 0,5  ↓   x  0,25 0,25  ↓  x  

+ RES 0,25 8 0,25 2 
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Tabela 12. Continuação. 

Estirpe 
ATCC  

12228 

ATCC  

12228_EtBr 

ATCC  

35984 

ATCC  

35984_EtBr 

 CMI (mg/L) 

TET 64 64 2 2 

+ TZ 32 64 2 2 

+ CPZ 64 64 2 1 

+ VER 32 32 2 1 

+ RES 64 16  ↓  x  2 2 

ERI 0,5 0,25 >2048 >2048 

+ TZ 0,5 0,25 2048 >2048 

+ CPZ 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 2   ↓  x   2  ↓  x  64 

+ RES 0,125 1 128 64 

EtBr 0,25 16 0,5 32 

+ TZ 0,125 2  ↓  x  0,25    ↓  x  

+ CPZ 0,125 2  ↓  x  0,5    ↓  x  

+ VER 0,06  ↓  x     ↓   x  0  2   ↓  x  2  ↓   x  

+ RES 0,25 16 0,5 32 

BAC 1 2 1 4 

+ TZ 0 2   ↓  x  1 0 2   ↓  x  2 

+ CPZ 0 2   ↓  x  1 0,5 2 

+ VER 0  2   ↓ 8x) 0    ↓  x  0  2   ↓  x     ↓  x  

+ RES 1 1 1 4 

CHX 1 2 1 2 

+ TZ 0 2   ↓  x  1 0,5 2 

+ CPZ 0,5 1 1 1 

+ VER 0  2   ↓  x  0    ↓  x  0 2   ↓  x  1 

+ RES 0,5 2 1 2 

TPP 8 128 4 128 

+ TZ 4 64 2 64 

+ CPZ 4  2  ↓  x  2  2  ↓  x  

+ VER 4    ↓   x  2     ↓  x  

+ RES 8 128 4 64 

Os IEs controlo foram testados a ¼ 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_EtBr e ATCC 35984_EtBr); VER, 

400 mg/L; RES, 20 mg/L. (↓) Fator de redução ≥ 4x CMI do composto antimicrobiano na presença do IE 

controlo relativamente à CMI original do composto antimicrobiano. CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; 

ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; EtBr: brometo de etídio; BAC: cloreto de benzalcónio; CHX: 

clorexidina; TPP: tetrafenilfosfónio; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; RES: 

reserpina. 
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Confirmou-se a ação inibitória de efluxo dos IEs controlo TZ, CPZ e VER, uma vez 

que diminuíram significativamente as CMIs de compostos efluxáveis por NorA, 

nomeadamente CIP, EtBr e TPP nas estirpes com atividade de efluxo aumentada. Em 

particular para a CIP, a ação destes três IEs controlo originou uma reversão do fenótipo 

da resistência à CIP na estirpe S. epidermidis ATCC 12228_EtBr. Este efeito apenas foi 

observado na estirpe S. epidermidis ATCC 35984_EtBr na presença de VER. 

Comparando os IEs controlo, o VER foi aquele que promoveu uma maior diminuição (até 

16x) das CMIs dos compostos antimicrobianos efluxáveis, incluindo BAC e CHX. Por 

sua vez, a RES apenas reduziu 4x a CMI da TET na estirpe ATCC 12228_EtBr. 

Quanto aos fármacos candidatos, a sua ação foi testada apenas com compostos 

antimicrobianos que são substratos de NorA: CIP, EtBr, BAC, CHX e TPP (Tabela 13).  

 
Tabela 13. CMIs dos compostos antimicrobianos e EtBr na presença dos fármacos 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  ↓  x  0,125 1 

+ DES 0,25 2  ↓  x  0,25 2 

+ TOP 0,5 4 0,25 4 

+ AML 0,25 1  ↓  x  0,125 1 

+ SUL 0,25 4 0,25 2 

+ TAR 0,06 (↓ 4x) 4 0,125 0,25  ↓  x  

EtBr 0,25 16 0,5 32 

+ CLO 0,25 4  ↓  x  0,125  ↓  x  8  ↓  x  

+ DES 0,25 8 0,5 16 

+ TOP 0,5 16 0,5 32 

+ AML 0,125 2  ↓  x  0,25 4  ↓  x  

+ SUL 0,25 16 0,5 32 

+ TAR <0,008  ↓ > 2x  8 0,125  ↓  x  1  ↓  2x  

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  ↓  x  1 0,5 2 

+ SUL 1 1 1 4 

+ TAR <0,03  ↓ > 2x  2 0,125  ↓  x  1  ↓  x  
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Tabela 13. Continuação. 

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  ↓  x  1 0,5 1 

+ SUL 0,5 2 0,5 2 

+ TAR 0,02  ↓   x  2 0,25  ↓  x  1 

TPP 8 128 4 128 

+ CLO 8 64 2 64 

+ DES 8 128 4 64 

+ TOP 8 128 4 128 

+ AML 4 16  ↓  x  2 32  ↓  x  

+ SUL 8 128 4 128 

+ TAR 4 64 2 16  ↓  x  

Os fármacos candidatos foram testados a ¼ 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_EtBr). (↓) Fator de red   o ≥  x 

CMI do composto antimicrobiano na presença do fármaco candidato relativamente à CMI original do 

composto antimicrobiano. CIP: ciprofloxacina; EtBr: brometo de etídio; BAC: cloreto de benzalcónio; 

CHX: clorexidina; TPP: tetrafenilfosfónio; CLO: cloroquina; DES: desipramina; TOP: topiramato; AML: 

amlodipina; SUL: sulpirida; TAR: tariquidar. 

 

O fármaco TAR reduziu significativamente as CMIs de todos os compostos 

antimicrobianos à exceção da CHX, mas apenas na estirpe adaptada ATCC 35984_EtBr, 

sugerindo efeitos distintos nas duas estirpes adaptadas. Em particular, o TAR reverteu o 

fenótipo de resistência da CIP na estirpe ATCC 35984_EtBr. Apresentou ainda um efeito 

significativo sobre as CMIs dos vários compostos antimicrobianos nas estirpes parentais, 

sem efluxo aumentado. 

Quanto à AML, este fármaco 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 reversão do fenótipo de 

resistência. 

Na presença dos fármacos CLO e DES, observou-se uma redução significativa das 

CMIs de CIP para a estirpe S. epidermidis ATCC 12228_EtBr, enquanto apenas o 
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primeiro fármaco apresentou adicionalmente efeito significativo sobre a CMI de EtBr em 

ambas as estirpes adaptadas.  

Os fármacos SUL e TOP apenas reduziram ligeiramente (2x) as CMIs de alguns 

compostos antimicrobianos nas estirpes adaptadas. Relativamente ao ATO, a sua difícil 

solubilização impediu a determinação de todos os valores de CMI, razão pela qual não 

foi incluído na Tabela 12. No entanto, nos ensaios validados, não demonstrou qualquer 

efeito sobre as CMIs dos vários compostos antimicrobianos testados.  

Em suma, e aplicando os critérios de classificação referidos no início deste ponto, 

considerou-se os fármacos TAR, AML, CLO e DES como potenciais IEs. Por sua vez, os 

fármacos TOP e SUL foram considerados potenciais IEs fracos e o ATO como não 

apresentando atividade inibitória de efluxo. 

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

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

 

3.4.3  Avaliação 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 interação (sinergismo, indiferença, antagonismo), a diferentes 

combinações de concentrações, entre os compostos antimicrobianos (de 1/256x CMI a 2x 

CMI) e os IEs controlo/fármacos candidatos (de 1/64x CMI a 1x CMI).  

Os dados obtidos para cada combinação de composto antimicrobiano-IE 

controlo/fármaco candidato foram interpretados por dois métodos descritos em Bonapace 

et al. (146), estando os valores de FICI calculados e respetiva interpretação descritos na 

Tabela 14.  
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Tabela 14. Valores de FICI obtidos para cada combinação de composto antimicrobiano-IE 

controlo/fármaco candidato para as duas estirpes de S. epidermidis adaptadas. 

Estirpe ATCC 12228_EtBr ATCC 35984_EtBr 

Combinação FICI #1 FICI #2 FICI #1 FICI #2 

CIP     

+ TZ 0,744  ● 0,563  ● 0,862  ● 0,531  ● 

+ CPZ 0,7501 ● 0,5001 ● 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 0,9491 ● 0,7501 ● 0,1991 ● 0,1561 ● 

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 1,0741 ● 1,0151 ● 0,2951 ● 0,0941 ● 

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 1,1421 ● 1,0151 ● 0,4131 ● 0,2811 ● 

FICI #1 e #2: FICI obtidos segundo os métodos de análise #1 e #2), respetivamente; (–): ensaio não 

realizado; (1): foi realizado apenas um ensaio; (●): sinergismo,      ≤ 0,5; (●): aditividade/indiferença, 0,5 

< FICI ≤ 4; Sombreado verde: resultados concordantes entre os dois métodos de análise; CIP: 

ciprofloxacina; EtBr: brometo de etídio; TPP: tetrafenilfosfónio; 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 variação de 

uma diluição. 

 

Analisando a Tabela 14, constata-se que, para as mesmas combinações agente 

antimicrobiano-IE controlo/fármaco candidato, os resultados variaram consoante o método 

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

Comparando os métodos, observa-se a atribuição de mais interações do tipo 

sinergismo recorrendo ao método 2, embora várias correspondam a um FICI de 0,5. De 

facto, para ambas as estirpes, os valores de FICI calculados por este método para várias 

das combinações encontram-se no limiar entre sinergismo e aditividade/indiferença. Por 

outro lado, o método 1 resultou maioritariamente na atribuição de interações do tipo 

aditividade/indiferença. Nenhuma das combinações 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 fármaco candidato TAR. Por sua vez, a AML apresentou 

sinergismo limiar com todos os compostos antimicrobianos. Foram ainda observadas 

outras combinações de sinergismo limiar, nomeadamente CIP + DES, CIP + CPZ e EtBr 

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

De seguida, analisou-se em maior detalhe o efeito do VER e do TAR, embora para o 

último apenas tenha sido possível realizar um ensaio. Na estirpe ATCC 35984_EtBr, 

observou-se sinergismo entre os três compostos antimicrobianos e VER ou TAR até 

concentrações 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 combinações EtBr + VER e EtBr + TAR para ATCC 35984_EtBr. Para a 

outra estirpe adaptada, a concentração mais baixa de VER à qual se observou sinergismo 

correspondeu a 1/8x CMI (200 mg/L). Para a AML, que apresentou sinergismo com os 

três compostos antimicrobianos, a concentração mais baixa a que este foi detetado 

corresponde a 1/8 CMI (16 mg/L) quando em combinação com o EtBr para a estirpe 

ATCC 35984_EtBr.  

 
Figura 10. Exemplos de ensaios de checkerboard para as combinações EtBr + TAR e EtBr + VER na 

estirpe S. epidermidis ATCC 35984_EtBr. EtBr: brometo de etídio; TAR: tariquidar; VER: verapamil; 

Retângulo vermelho: valores de FICI na interface crescimento/ausência de crescimento. 
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3.4.4  Determinação da atividade antibiofilme 

TAR, AML, DES e CLO, potenciais IEs, foram posteriormente avaliados quanto à sua 

possível ação antibiofilme, pelo método de adesão em microplaca com coloração por violeta 

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

Nestes ensaios foram incluídos os dois pares de estirpes isogénicas. Como já indicado, 

as estirpes parentais ATCC 12228 e ATCC 35984 diferem na sua capacidade de produção 

de biofilme, sendo a última considerada um produtor forte de biofilme. Quanto a ATCC 

12228, apesar de ser classificada como não produtora de biofilme, trabalhos anteriores do 

nosso grupo indicam que tem um comportamento variável, sendo, por vezes, classificada 

como produtora fraca ou moderada de biofilmes (135,137,138). Num destes trabalhos, a 

capacidade de produção de biofilme destas estirpes isogénicas foi estudada, sendo 

mostrada uma redução da formação 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 diminuição significativa da produção de 

biofilme em ATCC 12228_EtBr (77%) e ATCC 35984_EtBr (15%) relativamente às 

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

Nas Figura 11 a Figura 13, encontram-se representados os gráficos correspondentes à 

avaliação da atividade antibiofilme dos IEs controlo e fármacos candidatos nas estirpes 

em estudo. Devido à fraca produção de biofilme da estirpe ATCC 12228_EtBr, os dados 

destes ensaios não são apresentados. Na Tabela 15 são apresentadas as reduções na 

formação de biofilme em percentagem para as três estirpes. 

 
Tabela 15. Efeito dos fármacos candidatos e IEs controlo na redução de formação de biofilme nas 

estirpes S. epidermidis ATCC 12228, ATCC 35984 e ATCC 35984_EtBr. 

  Redução da formação de biofilme (%) 

 
Fármacos 

candidatos 
CMI 

1/2 

CMI 

1/4 

CMI 

1/8 

CMI 

1/16 

CMI 

1/32 

CMI 

1/64 

CMI 

1/128 

CMI 

1/256 

CMI 

A
T

C
C

 1
2

2
2

8
 

CLO - - - - - - - 1 4 

DES 76 44 8 10 13 5 14 19 11 

AML † 91 66 49 28 12 15 9 8 

TAR - - - - - - - - - 

TZ † † 70 45 15 9 6 19 11 

CPZ † 51 30 25 23 21 21 17 22 

VER † 75 40 23 10 4 6 16 16 
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Tabela 15. Continuação. 

  Redução da formação de biofilme (%) 
 Fármacos 

candidatos 
CMI 

1/2 

CMI 
1/4 

CMI 
1/8 

CMI 
1/16 

CMI 
1/32 CMI 

1/64 

CMI 
1/128 

CMI 
1/256 

CMI 

A
T

C
C

 3
5

9
8

4
 

CLO 83 77 19 0 1 0 0 0 3 

DES 91 88 68 28 12 0 0 0 0 

AML † 35 0 1 0 0 1 1 2 

TAR 5 0 5 5 15 34 2 7 6 

TZ † † 76 1 0 0 0 0 0 

CPZ † 77 57 13 7 6 1 5 1 

VER † 95 84 55 0 0 0 0 0 

A
T

C
C

 3
5

9
8

4
_

E
tB

r CLO 90 88 58 50 35 32 35 32 37 

DES 94 85 62 60 50 45 45 30 36 

AML † 76 0 0 0 0 0 0 0 

TAR - - 8 33 30 45 16 14 15 

TZ † † 11 29 38 35 32 35 33 

CPZ † † 85 78 48 26 26 12 10 

VER † 94 90 69 29 28 9 29 32 

CMI: concentração mínima inibitória; CLO: cloroquina; DES: desipramina; AML: amlodipina; TAR: 

tariquidar; TZ: tioridazina; CPZ: clorpromazina; VER: verapamil; (-): valor não indicado por ter ocorrido 

formação de biofilme superior ao controlo (sem fármaco/IE controlo);  † :  alor n o indicado por n o ter 

ocorrido crescimento bacteriano a essa concentração. 

 

Comparando as estirpes parentais, constatou-se que a sua exposição aos três IEs 

controlo (TZ, CPZ e VER) promoveu uma redução estatisticamente significativa (p < 

0,05) da produção de biofilme, tendo o VER mostrado efeito mais significativo (até 50% 

de redução de biofilme), observável até uma concentração 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 fármacos candidatos, o seu 

comportamento variou de acordo com a estirpe. Para ATCC 12228, a AML foi o único 

fármaco que reduziu a formação de biofilme, até uma concentração equivalente a 1/16x 

CMI (Figura 11, Tabela 15). Já para ATCC 35984, todos os fármacos mostraram efeito 

antibiofilme à exceção do TAR. Neste caso, a DES mostrou o maior efeito, tendo 

diminuído significativamente a formação de biofilme até uma concentração de 1/8x da 

sua CMI (Figura 12, Tabela 15).  

A estirpe ATCC 35984_EtBr foi aquela para a qual se verificou uma redução mais 

significativa da formação de biofilme na presença dos vários compostos. Foi observado 

um efeito mais pronunciado com os fármacos candidatos CLO e DES, para os quais se 
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verificou uma redução significativa na produção de biofilme a todas as concentrações 

testadas (Figura 13, Tabela 15), tendo os IEs controlo TZ e VER apresentado um efeito 

semelhante. Tal como para as restantes estirpes, o TAR não apresentou potencial 

antibiofilme. 

Resumindo, os três IEs controlo apresentam um efeito antibiofilme significativo em 

todas as estirpes. Relativamente aos fármacos 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 fármacos candidatos na produção de biofilme na estirpe S. epidermidis ATCC 12228. OD570: densidade óptica 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; (†): concentrações de IE controlo ou fármaco candidato às quais não se observou crescimento bacteriano, não sendo 

consideradas na análise estatística.  
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Figura 12. Efeito dos IEs controlo e fármacos candidatos na produção de biofilme na estirpe S. epidermidis ATCC 35984. OD570: densidade óptica 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; (†): concentrações de IE controlo ou fármaco candidato às quais não se observou crescimento 

bacteriano, não sendo consideradas na análise estatística. 
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Figura 13. Efeito dos IEs controlo e fármacos candidatos na produção de biofilme na estirpe S. epidermidis ATCC 35984_EtBr. OD570: densidade óptica 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; (†): concentrações de IE controlo ou fármaco candidato às quais não se observou 

crescimento bacteriano, não sendo consideradas na análise estatística. (‡): concentração de AML à qual o crescimento bacteriano foi significativamente afetado (~50%), 

não sendo considerada na análise estatística 
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4 Discussão e Conclusões 

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 utilização de implantes médicos e de populações de indivíduos vulneráveis 

levou ao aumento das infeções causadas por S. epidermidis e à sua emergência como 

agente patogénico oportunista relevante (6). Ao aumento destas infeções estão também 

associadas uma maior taxa de morbilidade e mortalidade nestes indivíduos (150), bem 

como um maior custo para os serviços de saúde (151). Para além disso, a frequente 

resistência aos compostos antimicrobianos nesta espécie (22), aliada à sua capacidade de 

formar biofilmes, torna as infeções causadas por S. epidermidis de difícil tratamento (6). 

O principal objetivo desta Dissertação foi a identificação e validação experimental de 

novos fármacos que atuem sobre o efluxo e a formação de biofilmes em S. epidermidis, 

com potencial efeito modelador sobre a resistência aos compostos antimicrobianos e a 

virulência nesta espécie. 

 

4.1  Identificação de fármacos candidatos com potencial ação contra o 

efluxo e biofilmes por quimiogenómica 

Neste trabalho, explorou-se uma abordagem in silico para o reposicionamento de 

fármacos contra S. epidermidis. O reposicionamento consiste na descoberta de novas 

aplicações para fármacos já usados na prática clínica (115) e tem sido apresentado como 

uma estratégia interessante que permite expeditar o processo de descoberta e 

desenvolvimento de fármacos, uma vez que os perfis de segurança e farmacocinética dos 

fármacos candidatos já são conhecidos (152). No entanto, esta abordagem coloca também 

alguns desafios, tais como: a dificuldade em patentear novos usos para os compostos 

identificados; o acesso limitado a determinados tipos de dados (por exemplo, de ensaios 

clínicos) e bibliotecas de compostos químicos; o esgotamento dos fármacos candidatos a 

reposicionamento, uma vez que o número de novos fármacos cresce devagar ao longo dos 

anos (153); a dependência da dose, tendo em conta que diferentes doses têm de ser 

ajustadas a cada doença; a validação dos resultados obtidos in vitro, que podem ser 
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difíceis de reproduzir in vivo, devido a diferenças fisiológicas (154); e regulamentações 

específicas (115). 

Neste trabalho foi usada uma estratégia de quimiogenómica baseada no princípio da 

homologia, em que se assume que duas proteínas homólogas deverão ser alvo do mesmo 

fármaco. Esta estratégia já foi reportada em vários estudos na identificação de fármacos 

contra agentes infeciosos, como S. mansoni, Paracoccidioides spp. e P. falciparum e P. 

vivax  (114,123,124). A abordagem in silico de quimiogenómica aplicada neste trabalho 

focou-se no efluxo e na formação 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, responsável pelo 

efluxo de fluoroquinolonas, biocidas e corantes (54,155). Desde a identificação do papel 

desempenhado pelos sistemas de efluxo na resistência 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 identificação de IEs focam-se 

maioritariamente em S. aureus. Nesta espécie, foram identificados vários 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 o 

omeprazole e o lansoprazole (149). No entanto, os efeitos adversos associados às 

concentrações necessárias para inibir o efluxo impedem a utilização destes compostos 

como IEs na prática clínica (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 informação disponível em 

TransportDB, a qual apresenta os dados para ATCC 12228 e ATCC 35984. A Tabela 16 

mostra uma análise comparativa dos transportadores de membrana codificados nos 

genomas destas duas estirpes que apresentam uma proporção semelhante de 

transportadores das diferentes classes. Para este trabalho, optou-se por usar a informação 

relativa a ATCC 12228, por apresentar um maior número de transportadores de 

membrana. Nos genomas de ambas as estirpes são encontradas bombas de efluxo das 

famílias ABC, SMR, MFS e RND, responsáveis pelo transporte de diversos compostos 

antimicrobianos. Entre estas, destacam-se as bombas de efluxo da família 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. Número de transportadores codificados nos genomas de S. epidermidis ATCC 12228 e 

ATCC 35984 de acordo com a classe a que pertencem. 

Classe de transportador 
S. epidermidis 

ATCC 12228 ATCC 35984 

Dependentes de ATP 149 140 

Superfamília ABC 26 19 

Transportadores secundários  143 141 

Superfamília MFS 30 30 

Família SMR 2 2 

Família MATE 1 0 

Família RND 1 2 

Canais iónicos 8 8 

Sistemas de fosfotransferase 14 14 

Não 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 fármacos já permitiu também identificar alguns agentes 

antibiofilme em várias espécies bacterianas incluindo estafilococos, como o piroxicam, o 

diclofenaco sódico, o ácido acetilsalicílico, o naproxeno (156) e o ibuprofeno (126).  

Neste trabalho, foram identificados 39 genes e respetivas proteínas envolvidas na 

formação de biofilmes em S. epidermidis. Entre estes genes, encontram-se aap e aae, que 

codificam para proteínas envolvidas na adesão intercelular; os genes do operão ica, 

responsáveis pela produção de PIA; e vários genes envolvidos na regulação do biofilme.  

A partir do universo de alvos terapêuticos compilados, a interrogação da base de dados 

DrugBank permitiu a obtenção de uma lista final de 233 fármacos, distribuídos por 11 

superclasses químicas e com indicações terapêuticas variadas, com potencial ação sobre 

os alvos de S. epidermidis identificados. Mais de dois terços dos fármacos candidatos 

pertence à classe dos compostos orgânicos heterocíclicos ou benzenoides, às quais 

pertencem também a TZ, CPZ (compostos orgânicos heterocíclicos que atuam sobre o 

sistema nervoso) e o 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 indicações 

terapêuticas dos fármacos candidatos incidem, maioritariamente sobre o sistema nervoso 

ou cardiovascular.  

 

4.2  Validação do modelo experimental para avaliação in vitro de 

atividades de inibição de efluxo e antibiofilme 

A ação inibitória 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 avaliação da suscetibilidade 

das quatro estirpes em estudo, por determinação da CMI, confirmou os fenótipos 

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 vários 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 consequência de apresentarem diferentes 

mecanismos de produção de biofilme. Enquanto ATCC 35984 apresenta o operão ica (77) 

e uma forte produção de biofilme, dependente de PIA, este operão está ausente em ATCC 

12228. Desta forma, a estirpe ATCC 12228 é muitas vezes referida na literatura como 

não produtora de biofilme. No entanto, sabe-se que forma biofilme por um mecanismo 

independente de PIA (136), possivelmente mediado por diferentes proteínas como Aap, 

AtlE, SdrG e/ou Bhp codificadas no genoma desta estirpe. Os dados obtidos neste 

trabalho corroboram os fenótipos de produção de biofilme nas duas estirpes, 

confirmando-se que ATCC 12228 apresenta uma formação 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). 

São vários os estudos que defendem uma relação entre a produção de biofilme e a 

atividade de efluxo (92,96–98), uma hipótese apoiada pela maior expressão de genes que 
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codificam para bombas de efluxo em células presentes no biofilme e pela inibição da 

formação de biofilmes por IEs (159). Com base nesta premissa, esperava-se que a 

produção de biofilme fosse superior nas estirpes com efluxo aumentado. No entanto, 

verificou-se uma redução da formação de biofilme em relação às estirpes parentais, apesar 

desta ser mais evidente em ATCC 12228_EtBr, o que poderá ser resultado dos diferentes 

mecanismos de produção de biofilme nestas estirpes. Estes resultados são concordantes 

com um estudo realizado anteriormente no laboratório (135).  

Por sua vez, os IEs controlo são exemplos de fármacos já propostos para 

reposicionamento como inibidores da bomba de efluxo NorA (129,130). De facto, estes 

mesmos IEs controlo, à exceção da TZ, foram identificados aquando da análise 

bioinformática. O método usado neste trabalho permitiu confirmar a sua ação como IEs, 

à exceção da RES. Na presença de TZ, CPZ e VER, verificou-se uma redução 

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 já descrito por 

diversos estudos (129,160,161).  

Neste trabalho, o screening da atividade inibitória de efluxo foi feito por avaliação do 

efeito redutor dos fármacos candidatos sobre a CMI de compostos antimicrobianos 

efluxáveis. Esta é uma estratégia bem consolidada e amplamente usada na literatura para 

a identificação preliminar de novos IEs não só em estafilococos (54,129,130), mas 

também noutras espécies bacterianas (143).  

A metodologia dos ensaios de checkerboard está bem padronizada na literatura. No 

entanto, a sua execução é complexa e morosa, uma vez que as soluções de cada 

combinação testada têm de ser preparadas e distribuídas na placa individualmente. Neste 

trabalho, foi seguido o protocolo proposto por Bellio et al. (144) que diminui o número 

de soluções a preparar, assim como o tempo necessário, permitindo reduzir o impacto dos 

problemas anteriormente referidos. A maior limitação destes ensaios reside na 

interpretação dos resultados experimentais. Estão descritos na literatura diversos métodos 

que usam critérios diferentes para a determinação do parâmetro FICI (145,162–164). 

Assim, o tipo de interação atribuído pode variar consoante o método de interpretação 

usado. Como consequência, pode ter um impacto significativo na seleção ou exclusão de 
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compostos com uma dada atividade biológica de interesse. Para além disso, torna-se 

difícil fazer a comparação com resultados obtidos em diferentes estudos descritos na 

literatura.  

Os dois métodos escolhidos neste trabalho para calcular o FICI permitem fazê-lo sem 

que ocorra ausência total de crescimento em todos os poços de uma determinada 

concentração de fármaco/composto antimicrobiano. Este critério demonstrou ser uma 

vantagem neste trabalho, uma vez que ocorreram variações na determinação de CMI dos 

vários compostos antimicrobianos e fármacos testados nos ensaios de checkerboard. 

Comparativamente ao método #2, que considera como FICI final o menor valor de FICI 

calculado na interface crescimento/ausência de crescimento, o método #1 tem tendência 

a originar valores mais elevados de FICI, uma vez que tem em consideração todos os 

valores de FICI ao longo dessa interface. Consequentemente, usando este método, o 

número de interações do tipo sinergismo tem tendência a ser menor. Uma vez que se 

pretende determinar a menor concentração dos compostos a que ocorre sinergismo, o 

método #2 parece ser o mais adequado. No entanto, salienta-se que, por sua vez, pode 

também sobrestimar a ocorrência de sinergismo. 

O ensaio de adesão em microplaca com coloração por violeta de cristal permite fazer, 

de forma rápida e pouco dispendiosa, um screening high throughput da capacidade de 

formação de biofilme de um elevado número de estirpes e/ou da atividade antibiofilme 

de compostos. Neste ensaio, a capacidade de formação de biofilme é medida de forma 

indireta por quantificação da biomassa total em cada poço da placa. Esta medição pode 

sobrestimar a produção de biofilme das estirpes testadas, uma vez que nessa biomassa 

são contabilizadas células aderentes ao fundo do poço, mas também outras células que 

sedimentam e ficam embebidas na matriz do biofilme. Este problema pode ser resolvido, 

por exemplo, através da utilização do dispositivo de Calgary, que permite identificar 

apenas células em biofilme (165). Adicionalmente, o método de cristal de violeta está 

também sujeito a variações intra- e inter-ensaios, que podem ter origem em vários passos 

do protocolo, como as lavagens da placa com PBS/água ou o método de fixação das 

células. Por fim, esta metodologia não 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 poderão ser realizados no futuro para complementar os 

resultados obtidos. 
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4.3  Avaliação da atividade biológica dos fármacos candidatos 

Os sete fármacos candidatos estudados neste trabalho foram escolhidos por 

pertencerem às duas principais superclasses químicas identificadas e apresentam diversas 

indicações terapêuticas. 

 

Amlodipina 

A AML é uma hidropiridina pertencente à superclasse dos compostos orgânicos 

heterocíclicos, que atua sobre o sistema cardiovascular como bloqueador dos canais de 

cálcio (141), inibindo o influxo de cálcio através da membrana das células dos músculos 

liso e cardíaco, reduzindo a resistência vascular periférica e a pressão sanguínea (167).  

A atividade antimicrobiana e inibitória de efluxo deste composto já foi alvo de alguns 

estudos. Em S. aureus, a AML apresenta uma CMI (64 mg/L) semelhante à observada 

neste trabalho em S. epidermidis (64-128 mg/L) (168). O potencial de sinergismo deste 

fármaco com outros compostos antibióticos e não antibióticos foi também demonstrado 

em diversas espécies bacterianas como S. aureus e Acinetobacter baumannii, sendo 

mostrado o seu sinergismo com aminoglicosídeos 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 inibitório de efluxo nas estirpes adaptadas 

em combinação com a CIP, EtBr e TPP. Este efeito foi observado às concentrações de 32 

mg/L (78,3 μM  e    mg    39,1 μM . Nos ensaios de checkerboard, este fármaco 

apresentou sinergismo com os mesmos compostos antimicrobianos a partir das mesmas 

concentrações testadas nos ensaios de microdiluição. Nos ensaios de biofilme, este 

fármaco inibiu a formação 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 concentração 

plasmática de 10 mg/L (169,176). Esta concentração está próxima dos valores de 

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

segurança às concentrações necessárias para se observarem estes efeitos. 

 

Desipramina 

A DES é uma benzazepina pertencente à superclasse dos compostos orgânicos 

heterocílcicos usada no tratamento de depressão, bem como no tratamento e controlo de 

outras doenças do foro psicológico (141). Exerce a sua ação sobre o sistema nervoso como 

inibidor dos transportadores de noradrenalina e serotonina, inibindo o re-uptake destes 

neurotransmissores e promovendo o aumento da sua concentração nas sinapses, 

restaurando os níveis 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 CMIs entre 75 e 800 mg/L 

(178).  

Neste trabalho, a DES demonstrou efeito fraco como IE, apenas na estirpe ATCC 

12228_EtBr em combinação com a CIP. Nos ensaios de checkerboard, também só foi 

observado sinergismo com CIP na mesma estirpe. No entanto, mostrou ação antibiofilme 

nas estirpes ATCC 35984 e ATCC 35984_EtBr, tendo reduzido a formação de biofilme 

a partir de concentrações de 16 mg/L e 0,5 mg/L, respetivamente, valores muito inferiores 

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

Num estudo de Lee et al., a administração de desipramina a 50 μM induziu a morte de 

células SH-SY5Y in vitro (179). No presente estudo, o efeito antibiofilme deste fármaco 

foi observado a partir de uma concentração correspondente a 1,9 μM, um valor muito 

inferior àquele a que se observou citotoxicidade. Assim, espera-se que o seu uso a esta 

concentração não produza os mesmos efeitos de toxicidade.  

 

Tariquidar 

O TAR é uma benzanilida pertencente à superclasse dos compostos orgânicos 

heterocíclicos em investigação para o tratamento de cancro ovárico, cancro do pulmão e 

cancro da mama. É um inibidor específico, não competitivo da P-glicoproteína 1 (também 
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denominada MDR1, do inglês multidrug resistance protein 1), um transportador com 

diversas funções na célula humana, responsável pela resistência a agentes 

anticancerígenos. O TAR inibe a atividade de ATPase associada à P-glicoproteína 1, o 

que sugere que o seu efeito se deva à inibição da ligação do substrato à proteína e/ou 

inibição da hidrólise de ATP (180). 

O efeito do TAR na reversão de multirresistência causada por sobreexpressão do gene 

que codifica para a P-glicoproteína 1 em células cancerígenas tem sido alvo de vários 

estudos (181,182). Este fármaco demonstrou ter potencial como IE também em células 

bacterianas. A exposição ao TAR de uma estirpe de S. aureus com sobreexpressão do 

gene norA resultou numa diminuição da CMI da CIP de forma dependente da 

concentração, revertendo o fenótipo de resistência à 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 várias 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 adaptação ao EtBr 

provocou alterações celulares que potenciam a atividade antimicrobiana deste fármaco.  

Os dados obtidos neste trabalho confirmam o potencial de TAR como IE, uma vez que 

apresentou um efeito potente na redução das CMIs dos substratos de NorA testados: CIP, 

EtBr, BAC, CHX e TPP.  

Por outro lado, o tariquidar não apresentou potencial antibiofilme em nenhuma das 

estirpes testadas. Este fármaco é um potente inibidor da P-glicoproteína 1 a concentrações 

não tóxicas (180). Um estudo demonstrou a sua segurança em células do músculo liso 

vascular a concentrações < 1 μM. No entanto, o mesmo estudo revelou que, na 

concentração de 10 μM, este fármaco afeta a viabilidade destas células (183). Assim, a 

concentração necessária para inibir o efluxo obtida nesta Dissertação (49,5 μM) parece 

constituir uma barreira ao seu eventual uso como IE na prática clínica. 

 

Cloroquina 

A CLO é uma aminoquinolona pertencente à superclasse dos compostos orgânicos 

heterocíclicos usada como antiparasitário no tratamento de infeções por P. vivax, P. ovale, 
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P. malariae e estirpes suscetíveis de P. falciparum. Exerce a sua ação sobre diferentes 

alvos, sendo um deles a família das glutationas-S-transferases. Estas proteínas são 

enzimas de destoxificação de fase II, que catalisam a conjugação da glutationa a 

substratos eletrofílicos, originando produtos mais hidrofílicos e menos tóxicos capazes de 

serem metabolizados e excretados. A CLO inibe a ação destas enzimas, tornando as 

células vulneráveis à ação de compostos citotóxicos e genotóxicos (184).  

Com o surgimento da pandemia de SARS-CoV-2, avaliou-se o uso da CLO para o 

tratamento de COVID-19 (185,186). O reposicionamento deste fármaco como antiviral 

foi também descrito por Shiryaev et al. para o tratamento e prevenção de infeção pelo 

vírus Zika (187). Jha et al. demonstraram o potencial efeito da CLO no tratamento de 

infeções por Acanthamoeba castellanii (188). 

Neste trabalho, a CLO apresentou efeito inibitório de efluxo apenas nas estirpes 

adaptadas para CIP e EtBr, não tendo demonstrado qualquer efeito de sinergismo com os 

compostos testados nos ensaios de checkerboard. No entanto, evidenciou uma potencial 

ação antibiofilme, reduzindo a formação de biofilme na estirpe ATCC 35984_EtBr a 

concentrações muitos inferiores à sua CMI.  

A CLO apresenta efeito citotóxico, dependente da concentração. Devido à toxicidade 

e reações adversas decorrentes do uso deste fármaco, foram desenvolvidos derivados, 

como a hidroxicloroquina, com toxicidade reduzida (186). Como tal, poderá ser 

interessante avaliar se tais compostos serão capazes de exercer o mesmo efeito que a 

cloroquina em S. epidermidis. 

 

Sulpirida 

A SUL é uma benzenossulfonamida pertencente à superclasse dos benzenoides usada 

no tratamento de esquizofrenia aguda e crónica (141,189). Considerada um antipsicótico 

atípico, apresenta afinidade específica para os recetores de dopamina (D), 

preferencialmente os autorrecetores D2 (189–191). O seu efeito é dependente da dose 

administrada.  Em doses baixas, o bloqueio dos autorrecetores D2 pré-sinápticos facilita 

a neurotransmissão dopaminérgica, resultando numa estimulação moderada e 

apresentando efeito antidepressivo. Quando usada em doses mais elevadas, são 
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bloqueados os recetores D pós-sinápticos, resultando na diminuição da neurotransmissão 

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

Num estudo de Mohamed e Soliman, foram sintetizados complexos metálicos com 

SUL que demonstraram ter atividade biológica contra S. aureus, E. coli, Candida 

albincans e Aspergillus flavus (192). No entanto, neste trabalho, a sulpirida não 

apresentou efeito como IE, pelo que, o seu efeito na formação de biofilme não foi 

determinado. 

 

Topiramato 

O TOP é um fármaco anticonvulsivo, pertencente à classe dos dioxolopiranos e 

superclasse dos compostos orgânicos heterocíclicos, usado no controlo de epilepsia e no 

tratamento e profilaxia de enxaquecas. Este fármaco aumenta a ação do  cido γ-

aminobutírico (GABA) nos recetores GABAA, potenciando a indução do fluxo de cloro 

para os neurónios (193) e diminuindo o fluxo de sódio e cálcio na membrana pós-

sináptica, inibindo os neurónios pós-sinápticos. Esta ação leva à diminuição da 

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

Num estudo de Ilhan et al. o TOP promoveu uma diminuição no crescimento de mais 

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

Neste estudo, o topiramato não exerceu qualquer efeito inibitório de efluxo sobre as 

estirpes estudadas, pelo que a sua atividade contra a formação de biofilme não foi 

determinada. 

 

Atovaquone 

O ATO é uma naftoquinona pertencente à superclasse dos benzenoides e um análogo 

estrutural da ubiquinona de protozoários (141,197). Apresenta uma ação de largo espetro 

contra parasitas como Pneumocystis carinii, Plasmodium spp., Babesia spp. e 

Toxoplasma gondii. É usado em monoterapia, no tratamento e prevenção de pneumonia 

por P. carinii, e em combinação com outros agentes, no tratamento de malária e 

babesiose. A ubiquinona é uma proteína mitocondrial envolvida no transporte de eletrões 
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durante a respiração aeróbia, responsável pela passagem de eletrões para o citocromo b 

(197). Ao inibir a ligação da ubiquinona ao citocromo e consequente formação do 

complexo bc1, o ATO provoca a disrupção do potencial da membrana mitocondrial, do 

qual estão dependentes processos fundamentais à sobrevivência do parasita. A perda de 

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

O efeito do ATO sobre outros microrganismos também já foi estudado. Estudos 

sugerem que este composto é capaz de reduzir a infeção de células do pulmão pelo vírus 

SARS-CoV-2 (199) e de inibir a sua replicação (200). 

Devido a problemas na solubilização do atovaquone, não foi possível testar o seu efeito 

como IE ou como agente antibiofilme neste trabalho. 

 

Comparação da atividade biológica dos fármacos candidatos e IEs controlo 

Uma vez determinadas as atividades biológicas dos vários fármacos candidatos, 

procedeu-se à comparação destas com as apresentadas pelos IEs controlo. A Tabela 17 

discrimina as concentrações mais baixas a que os vários compostos apresentaram 

sinergismo e/ou atividade antibiofilme.  

Todos os IEs controlo ou fármacos candidatos apresentam as atividades de interesse a 

concentrações < 250 μM e, para todos eles, a concentração necessária para se observar 

sinergismo foi bastante superior à requerida para atividade antibiofilme.  

De entre todos os compostos testados, o IE controlo TZ é aquele que apresenta 

sinergismo e atividade antibiofilme às concentrações mais baixas (21,6 μM e 0,3 μM, 

respetivamente). O IE controlo CPZ e, em particular, VER, apresentam as atividades 

desejadas, mas a concentrações mais elevadas. 

A AML é o único fármaco a apresentar as duas atividades desejadas e a concentrações 

semelhantes, nomeadamente, a 39,1 μM (sinergismo) e 19,6 μM (antibiofilme). Este 

efeito é inferior ao da TZ, mas semelhante ao da CPZ. Relativamente à atividade de 

sinergismo, o fármaco candidato TAR foi aquele que se mostrou mais eficaz a uma menor 

concentração (3,1 – 6,2 μM), incluindo em comparação com TZ. Por outro lado, conclui-

se que a DES é o fármaco que apresenta maior potencial antibiofilme, sendo este efeito 
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conseguido a uma baixa concentração (1,9 μM). A CLO apresenta também atividade 

antibiofilme a uma concentração semelhante à da CPZ. 

 
Tabela 17. Valores mínimos de concentração associados a sinergismo e efeito antibiofilme em S. 

epidermidis. 

  Sinergismo Atividade antibiofilme 

  
Compostos 

antimicrobianos e EtBr 
mg/L μM mg/L μM 

IE
s 

co
n

tr
o
lo

 

TZ 
CIP 

8 21,6 0,125 0,3 
EtBr 

CPZ 

CIP 
16 50,2 

8 25,1 EtBr 

TPP - - 

VER 

CIP 100 220,0 

6,25 13,7 EtBr 100 220,0 

TPP 100 220,0 

F
á
rm

a
co

s 
ca

n
d

id
a
to

s 

CLO 
CIP - - 

8 25,0 
EtBr - - 

DES 
CIP 64 240,3 

0,5 1,9 
EtBr 32 120,1 

AML 

CIP 32 78,3 

8 19,6 EtBr 16 39,1 

TPP 16 39,1 

TAR 

CIP 2 3,1 

- - 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 etídio; TPP: 

tetrafenilfosfónio; (-): não 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 inibitória de efluxo e/ou antibiofilme. No futuro, o primeiro passo será a 

confirmação dos resultados obtidos nos ensaios realizados para os fármacos que exibiram 

atividade inibitória de efluxo e/ou antibiofilme. A atividade de inibição de efluxo dos 

fármacos candidatos poderá ser confirmada através da técnica de fluorometria em tempo 

real, que permite avaliar a acumulação/efluxo de EtBr através da medição da 

fluorescência do EtBr no interior das células bacterianas (201). Seria também interessante 

averiguar o mecanismo de ação dos fármacos identificados e se exercem a sua ação de 
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forma direta ou indireta sobre NorA. Adicionalmente, as diferenças entre as CMIs dos 

diferentes substratos da bomba de efluxo NorA entre as estirpes parentais e adaptadas não 

apresentaram a mesma ordem de grandeza, pelo que, seria interessante estudar a afinidade 

dos vários compostos para a bomba de efluxo NorA, bem como para outras bombas de 

efluxo com os mesmos substratos presentes nestas estirpes. 

Para os fármacos que demonstraram exercer atividade antibiofilme, seria pertinente 

confirmar os resultados obtidos, bem como determinar a viabilidade das células do 

biofilme após a exposição aos fármacos. Tal poderia ser conseguido através, por exemplo, 

da realização de ensaios com resazurina, como os realizados por Pettit et al. (166). 

Adicionalmente, a técnica usada avalia a capacidade dos vários compostos de inibir a 

formação de biofilme, mas não fornece informação quanto à capacidade de erradicarem 

biofilmes maduros. Para tal, seria necessário determinar a concentração mínima de 

erradicação do biofilme (CMEB) (202). Esta poderá ser uma informação útil, tendo em 

conta que, em infeções associadas a dispositivos, os biofilmes se encontram já 

estabelecidos nestes objetos. De igual modo, seria interessante averiguar a razão pela qual 

o efeito antibiofilme produzido pelos fármacos candidatos em S. epidermidis ATCC 

35984 se encontra aumentado na estirpe adaptada, quer na gama de concentrações às 

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

Também será importante avaliar a segurança dos compostos identificados quando 

usados às concentrações necessárias para inibir o efluxo e/ou a formação de biofilmes. 

De facto, este é um dos entraves ao uso de IEs na clínica e a razão pela qual, atualmente, 

nenhum dos IEs já identificados se encontra em uso na clínica.  

Este trabalho serviu como estudo piloto para a identificação de fármacos com atividade 

contra efluxo e formação de biofilmes em S. epidermidis. Devido a algumas limitações, 

como o tempo para realizar esta Dissertação e indisponibilidade de alguns fármacos, 

apenas uma fração dos 233 fármacos candidatos identificados na análise bioinformática 

foi analisada in vitro. Eventualmente, seria interessante estudar também a atividade dos 

restantes fármacos identificados. Da mesma forma, os fármacos sem ação inibitória de 

efluxo, como SUL, ATO e TOP, podem também ser avaliados quanto à sua ação 

antibiofilme. 
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4.5  Conclusões 

A importância deste trabalho advém da necessidade e urgência de encontrar 

alternativas eficazes às terapêuticas antimicrobianas atuais. Com o declínio do número de 

agentes antimicrobianos eficazes no tratamento de infeções causadas por bactérias 

resistentes e multirresistentes e o desinvestimento na identificação de novas classes de 

antibióticos, torna-se fundamental encontrar novas estratégias que permitam identificar 

novos antibióticos de forma expedita e pouco dispendiosa. A estratégia usada neste 

trabalho mostrou-se eficaz na identificação de fármacos com potencial ação contra dois 

determinantes de resistência fundamentais em S. epidermidis, o efluxo de compostos 

antimicrobianos e a formação de biofilmes. 

Conclui-se que, dos sete fármacos candidatos estudados, a amlodipina é o único que 

apresenta efeito inibitório de efluxo e antibiofilme. Estudos futuros poderão confirmar 

estas atividades biológicas da amlodipina em S. epidermidis, assim como elucidar o 

mecanismo de ação deste fármaco. 

Em adição, outros fármacos apresentaram atividades interessantes, nomeadamente o 

tariquidar, como eficaz inibidor de efluxo, e a cloroquina e desipramina, como potenciais 

agentes antibiofilme. Estes fármacos, por si só, poderão ser alvo de estudos com vista à 

identificação dos mecanismos responsáveis por estes efeitos. 

 No futuro, estes fármacos poderão ser uma mais-valia no tratamento de infeções por 

S. epidermidis, incluindo por estirpes resistentes. A sua utilização pode ser feita numa 

perspetiva de adjuvante terapêutico, permitindo restaurar a atividade de antibióticos 

quando administrados em combinação. 

Estes compostos poderão também servir de leads para o desenvolvimento de novos 

compostos com ação mais eficaz contra o efluxo e a formação de biofilmes nesta e em 

outras bactérias de interesse clínico. 
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6 Anexos 

Tabela A1. Distribuição dos transportadores identificados na base de dados Transport DB 2.0 por 

classe e família. 

Classe – família | ATP-Dependent – The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0094 Daunorubicin SE1067 Phosphate 

SE0095 Multidrug SE1068 Phosphate 

SE0117 Daunorubicin SE1069 Phosphate 

SE0167 

2-

aminoethylphosphona

te 

SE1072 Daunorubicin 

SE0193 Zinc SE1082 Daunorubicin 

SE0198 Daunorubicin SE1105 Sugar 

SE0205 Nickel SE1106 Sugar 

SE0206 
Dipeptide/oligopeptid

e 
SE1107 Sugar 

SE0208 
Dipeptide/oligopeptid

e 
SE1108 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 

SE0223 

Glycine betaine/L-

proline/carnitine/chol

ine 

SE1516 
Multidrug/exoprotein

? (ecsba homolog) 

SE0224 Glycine betaine SE1517 Daunorubicin 

SE0225 

Glycine betaine/L-

proline/carnitine/chol

ine 

SE1540 Phosphate 

SE0383 Iron-hydroxamate SE1541 

Amino aicd 

(glutamine/glutamate/

aspartate?) 

SE0384 
Cobalamin/Fe3+-

siderophores 
SE1550 Lipid A 

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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Tabela A1. Continuação. 

Classe – família | 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 
Dipeptide/oligopeptid

e 

SE0518 Iron-hydroxamate SE1991 Phosphate 

SE0600 D-methionine SE1992 

Amino aicd 

(glutamine/glutamate/

aspartate?) 

SE0601 D-methionine SE1993 

Amino acid 

(glutamine/glutamate/

aspartate?) 

SE0602 Methionine SE2015 

Glycine betaine/L-

proline/carnitine/chol

ine 

SE0606 

? (Fe-S 

assembly/sufbcd 

system) 

SE2016 Glycine betaine 

SE0607 

? (Fe-S 

assembly/sufbcd 

system) 

SE2017 

Glycine betaine/L-

proline/carnitine/chol

ine 

SE0610 

? (Fe-S 

assembly/sufbcd 

system) 

SE2018 Glycine betaine 

SE0680 
Dipeptide/oligopeptid

e 
SE2024 Unclassified 

SE0681 
Dipeptide/oligopeptid

e 
SE2025 Glycine betaine 

SE0682 Glycine betaine SE2068 Zinc 

SE0683 Glycine betaine SE2192 Unclassified 
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Tabela A1. Continuação. 

Classe – família | ATP-Dependent – The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0684 Oligopeptide SE2193 Lipoprotein 

SE0773 Cobalt ion SE2253 Phosphonate 

SE0774 Cobalt SE2254 Phosphonate 

SE0775 Unclassified SE2255 Phosphonate 

SE0797 Polyamine SE2256 Phosphonates 

SE0798 
Spermidine/putrescin

e 
SE2320 Methionine 

SE0799 
Spermidine/putrescin

e 
SE2321 D-methionine 

SE0800 
Spermidine/putrescin

e 
SE2322 D-methionine 

SE0973 Unclassified SE2388 Daunorubicin 

SE0994 
Multidrug 

(ABCG/PDR-type) 
SE2400 Lipoprotein 

SE0998 Daunorubicin SE2401 Unclassified 

SE0999 Multidrug SE2405 
Efflux (antimicrobial 

peptide?) 

SE1060 Oligopeptide SE2406 Lipoprotein 

SE1061 Phosphonate SE_p503 Multidrug 

SE1062 
Dipeptide/oligopeptid

e 
SE_p602 Polysaccharide export 

SE1063 
Dipeptide/oligopeptid

e 
SE0140 Multidrug? 

Classe – família | ATP-Dependent – The Arsenite-Antimonite (ArsAB) Efflux 

Family 

Transportador Substrato   

SE0137 Arsenite (arsa)   

Classe – família | ATP-Dependent – The Bacterial Competence-related DNA 

Transformation Transporter (DNA-T) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE1229 Unclassified SE1276 Unclassified 

SE1274 Unclassified   

Classe – família | 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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Tabela A1. Continuação. 

Classe – família | ATP-Dependent – The H+- or Na+-translocating F-type 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE1702 Protons SE1707 Protons 

SE1703 Protons   

Classe – família | 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 – família | ATP-Dependent – The P-type ATPase (P-ATPase) Superfamily 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0062 
Zinc/cadmium/cobalt 

ion 
SE0322 Copper ion 

SE0075 
Zinc/cadmium/cobalt 

ion 
SE2119 

Zinc/cadmium/cobalt 

ion 

SE0126 Copper ion   

Classe – família | Secondary Transporter – The Auxin Efflux Carrier (AEC) 

Family 

Transportador Substrato   

SE1831 Unclassified   

Classe – família | Secondary Transporter – The Auxin Efflux Carrier (AEC) 

Family 

Transportador Substrato   

SE1038 
Sodium ion:alanine 

symporter 
  

Classe – família | Secondary Transporter – The Autoinducer-2 Exporter (AI-2E) 

Family (Formerly the PerM Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0713 Autoinducer-2 export SE1040 Autoinducer-2 export 

Classe – família | Secondary Transporter – The Amino Acid-Polyamine-

Organocation (APC) Family 

Transportador Substrato   

SE0105 
Arginine:ornithine 

antiporter 
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Tabela A1. Continuação. 

Classe – família | 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 
Arginine:ornithine 

antiporter 

SE2004 Amino acid   

Classe – família | 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 – família | Secondary Transporter – The Arsenite-Antimonite (ArsB) Efflux 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0135 Arsenite (arsb) SE0335 Arsenite (arsb) 

SE0334 Arsenite (arsb)   

Classe – família | Secondary Transporter – The Arsenite-Antimonite (ArsB) Efflux 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0259 

Glycine 

betaine/carnitine/chol

ine 

SE2168 

Glycine 

betaine/carnitine/chol

ine 

SE1031 

Glycine 

betaine/carnitine/chol

ine 

  

Classe – família | Secondary Transporter – The Biotin Uptake Transporter (BUT) 

Family 

Transportador Substrato   

SE1856 Biotin uptake   

Classe – família | Secondary Transporter – The Cadmium Resistance (CadD) 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0078 Cadmium ion SE1515 Cadmium ion 
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Classe – família | Secondary Transporter – The Cation Diffusion Facilitator (CDF) 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0577 Cation efflux SE1996 Cation efflux 

SE1747 Cation efflux   

Classe – família | Secondary Transporter – The Concentrative Nucleoside 

Transporter (CNT) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0283 

Sodium 

ion:nucleoside 

symporter 

SE0419 

Sodium 

ion:nucleoside 

symporter 

Classe – família | Secondary Transporter – The Monovalent Cation:Proton 

Antiporter-1 (CPA1) Family 

Transportador Substrato   

SE0404 
Sodium ion:proton 

antiporter 
  

Classe – família | Secondary Transporter – The Monovalent Cation:Proton 

Antiporter-2 (CPA2) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE2064 
Potassium/sodium 

ion:proton antiporter 
SE0699 

Potassium/sodium 

ion:proton antiporter 

Classe – família | Secondary Transporter – The Monovalent Cation (K+ or 

Na+):Proton Antiporter-3 (CPA3) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0398 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0644 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0399 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0645 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0401 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE1448 
Sodium ion:proton 

antiporter 

SE0402 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0397 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0403 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0400 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0640 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0643 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 
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Classe – família | Secondary Transporter – The Monovalent Cation (K+ or 

Na+):Proton Antiporter-3 (CPA3) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0641 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0646 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE0642 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

SE2333 

Multicomponent 

sodium ion:proton 

antiporter 

Classe – família | Secondary Transporter – The Dicarboxylate/Amino Acid:Cation 

(Na+ or H+) Symporter (DAACS) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE1964 

Proton/sodium 

ion:glutamate/asparta

te symporter 

SE2354 

Proton/sodium 

ion:glutamate/asparta

te symporter 

Classe – família | Secondary Transporter – The Divalent Anion:Na+ Symporter 

(DASS) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0252 

Sodium 

ion:dicarboxylate/sulf

ate 

SE0462 

Sodium 

ion:dicarboxylate/sulf

ate 

Classe – família | Secondary Transporter – The C4-Dicarboxylate Uptake (Dcu) 

Family 

Transportador Substrato   

SE2170 C4-dicarboxylate   

Classe – família | Secondary Transporter – The C4-dicarboxylate Uptake C 

(DcuC) Family 

Transportador Substrato   

SE0227 C4-dicarboxylate   

Classe – família | Secondary Transporter – The Drug/Metabolite Transporter 

(DMT) Superfamily 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0250 Drug/metabolite? SE1829 
Glucose uptake (GRP 

subfamily) 

SE0392 Drug/metabolite? SE1877 
Multidrug efflux 

(SMR) 

SE0511 Drug/metabolite? SE1878 
Multidrug efflux 

(SMR) 

SE0816 
UDP-galactose:UMP 

antiporter 
SE2088 

Glucose uptake (GRP 

subfamily) 
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Classe – família | Secondary Transporter – The Glutamate:Na+ Symporter (ESS) 

Family 

Transportador Substrato   

SE1924 
Sodium ion:glutamate 

symporter 
  

Classe – família | Secondary Transporter – The Formate-Nitrite Transporter 

(FNT) Family 

Transportador Substrato   

SE1985 Formate/nitrite   

Classe – família | Secondary Transporter – The Gluconate:H+ Symporter (GntP) 

Family 

Transportador Substrato   

SE2044 Gluconate   

Classe – família | Secondary Transporter – The Glycerol Uptake (GUP) Family 

Transportador Substrato   

SE0625 
Glycerol:proton 

symporter  
  

Classe – família | Secondary Transporter – The Lactate Permease (LctP) Family 

Transportador Substrato   

SE1945 L-lactate   

Classe – família | Secondary Transporter – The Branched Chain Amino Acid 

Exporter (LIV-E) Family 

Transportador Substrato   

SE0009 

Branched-chain 

amino acid efflux 

(azlc) 

  

Classe – família | Secondary Transporter – The Branched Chain Amino 

Acid:Cation Symporter (LIVCS) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0217 
Branched-chain 

amino acid 
SE1090 

Branched-chain 

amino acid 

Classe – família | Secondary Transporter – The L-Lysine Exporter (LysE) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0735 Lysine efflux SE0736 Lysine efflux 

Classe – família | Secondary Transporter – The Major Facilitator Superfamily 

(MFS) 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0164 Multidrug efflux? SE1771 Multidrug efflux 

SE0196 Multidrug efflux SE1838 Multidrug efflux 
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Classe – família | Secondary Transporter – The Major Facilitator Superfamily 

(MFS) 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0211 Multidrug efflux SE1932 

Multidrug efflux 

(emrb/qaca 

subfamily) 

SE0239 

Multidrug efflux 

(emrb/qaca 

subfamily) 

SE1935 Multidrug efflux 

SE0241 

Multidrug efflux 

(emrb/qaca 

subfamily) 

SE1968 Nitrate 

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 

SE0700 Multidrug efflux SE2056 D-galactonate 

SE0716 Multidrug efflux SE2238 Multidrug efflux 

SE1041 Multidrug efflux SE2259 Multidrug efflux 

SE1432 Multidrug efflux SE2396 
Metabolite 

(benzoate?) 

SE1757 

Multidrug efflux 

(emrb/qaca 

subfamily) 

SE_p101 Multidrug efflux 

SE1759 Multidrug efflux SE0123 Sugar 

Classe – família | Secondary Transporter – The Multidrug/Oligosaccharidyl-

lipid/Polysaccharide (MOP) Flippase Superfamily 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE1103 Multidrug efflux SE2279 Polysaccharide export 

SE1427 Polysaccharide export   

Classe – família | 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 – família | Secondary Transporter – The NhaC Na+:H+ Antiporter (NhaC) 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0637 
Sodium ion:proton 

antiporter 
SE1902 

Sodium ion:proton 

antiporter 

SE1873 
Sodium ion:proton 

antiporter 
  

Classe – família | Secondary Transporter – The Ni2+-Co2+ Transporter (NiCoT) 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0802 Nickel ion SE2191 Nickel ion 

Classe – família | Secondary Transporter – The Metal Ion (Mn2+-iron) 

Transporter (Nramp) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0423 

Spore germination 

protein (amino acid 

permease) 

SE1286 Manganese/iron ion 

SE0803 Manganese/iron ion   

Classe – família | Secondary Transporter – The Neurotransmitter:Sodium 

Symporter (NSS) Family 

Transportador Substrato   

SE2326 
Sodium ion:solute 

symporter 
  

Classe – família | Secondary Transporter – The Cytochrome Oxidase Biogenesis 

(Oxa1) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE1689 

60 KD inner 

membrane protein 

oxaa homolog 

SE2008 

60 KD inner 

membrane protein 

oxaa homolog 

Classe – família | Secondary Transporter – The Inorganic Phosphate Transporter 

(PiT) Family 

Transportador Substrato   

SE0432 Phosphate   

Classe – família | Secondary Transporter – The Proton-dependent Oligopeptide 

Transporter (POT) Family 

Transportador Substrato   

SE0509 
Proton:dipeptide/tripe

ptide symporter 
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Classe – família | Secondary Transporter – The Riboflavin Transporter (RFT) 

Family 

Transportador Substrato   

SE1174 Riboflavin uptake   

Classe – família | Secondary Transporter – The Resistance to 

Homoserine/Threonine (RhtB) Family 

Transportador Substrato   

SE2365 Amino acid efflux   

Classe – família | Secondary Transporter – The Resistance-Nodulation-Cell 

Division (RND) Superfamily 

Transportador Substrato   

SE1834 

Multidrug/solvent 

efflux (HAE1 

subfamily) 

  

Classe – família | Secondary Transporter – The Solute:Sodium Symporter (SSS) 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0019 
Sodium ion:proline 

symporter 
SE1175 

Sodium ion:proline 

symporter 

SE0478 
Sodium ion:proline 

symporter 
SE1368 

Sodium ion:proline 

symporter 

SE1099 
Sodium ion:proline 

symporter 
SE1587 

Sodium ion:proline 

symporter 

Classe – família | Secondary Transporter – The Sulfate Permease (SulP) Family 

Transportador Substrato   

SE_p413 Sulfate   

Classe – família | Secondary Transporter – The Threonine/Serine Exporter (ThrE) 

Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0356 Unclassified SE0527 Unclassified 

SE0357 Unclassified   

Classe – família | Secondary Transporter – The K+ Transporter (Trk) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0571 Potassium ion uptake SE0724 Potassium ion uptake 

Classe – família | Secondary Transporter – The Zinc (Zn2+)-Iron (Fe2+) Permease 

(ZIP) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0074 Zinc ion SE0499 Zinc ion 
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Classe – família | Ion Channels – The Ammonia Transporter Channel (Amt) 

Family 

Transportador Substrato   

SE1644 Ammonium   

Classe – família | Ion Channels – The Major Intrinsic Protein (MIP) Family 

Transportador Substrato   

SE0977 Glycerol uptake   

Classe – família | Ion Channels – The CorA Metal Ion Transporter (MIT) Family 

Transportador Substrato   

SE1926 
Magnesium/cobalt 

ion 
SE1958 

Magnesium/cobalt 

ion 

Classe – família | Ion Channels – The Large Conductance Mechanosensitive Ion 

Channel (MscL) Family 

Transportador Substrato   

SE1030 

Large-conductance 

mechanosensitive ion 

channel 

  

Classe – família | Ion Channels – The Small Conductance Mechanosensitive Ion 

Channel (MscS) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0146 

Small-conductance 

mechanosensitive ion 

channel 

SE2377 

Small-conductance 

mechanosensitive ion 

channel 

Classe – família | Ion Channels – The Urea Transporter (UT) Family 

Transportador Substrato   

SE1860 Urea   

Classe – família | Unclassified – The Ferrous Iron Uptake (FeoB) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0189 Ferrous ion SE2114 Ferrous ion 

Classe – família | Unclassified – The HlyC/CorC (HCC) Family 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0474 
Hemolysin C (hlyc) 

homolog 
SE0613 Heavy metal ion 

Classe – família | Unclassified – The Mg2+ Transporter-E (MgtE) Family 

Transportador Substrato   

SE0698 Magnesium ion   
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Classe – família | Unclassified – The Tellurium Ion Resistance (TerC) Family 

Transportador Substrato   

SE0721 Tellurium ion efflux   

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

Transportador Substrato   

SE0865 Unclassified   

Classe – família | Phosphotransferase System (PTS) – General PTS 

Transportador Substrato Transportador Substrato 

SE0782 Unclassified SE0781 Unclassified 

Classe – família | 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-

acetylglucosamine 
SE2228 Fructose 

SE1890 
Glucose/maltose/N-

acetylglucosamine 
SE1782 Cellobiose 

SE1897 
Glucose/maltose/N-

acetylglucosamine 
SE1783 Cellobiose 
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Tabela A2. Distribuição dos fármacos identificados na base de dados DrugBank por superclasses 

químicas. 

Fármacos 

Compostos orgânicos heterocíclicos 

Acemetacina Duvelisib Mercaptopurina Riluzol 

Afatinib Epinastina 
Micofenolato de 

mofetil 
Risperidona 

Alfuzosina Erlotinibe Nefazodona Rivaroxabana 

Amlodipina Etomidato Neratinib Rosuvastatina 

Amodiquina Felodipina Nicardipina Silodosina 

Apaxiban Fenitoína 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 

Ácido acetilsalicílico Clotrimazol Labetalol Probucol 

Ambrisentana Dabrafenibe Lamotrigina Propanolol 

Amissulprida Desatinibe Letrozol Protriptilina 

Amitriptilina Diclofenaco Lidocaína Ranolazina 

Anastrozol Duloxetina Lofexidina Rosiglitazona 

Atenolol Fenofibrato Loperamida Sertralina 

Atovaquone Fexofenadina Losartan Sildenafila 

Benzocaína Fluconazol Metoclopramida Sulfimpirazona 

Bepridil Fluoxetina Miconazol Sulpirida 

Bicalutamida Flurbiprofeno Mitotano Tariquidar 
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Benzenoides 

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  

Ácidos orgânicos e derivados 

Ácido zoledrónico Edoxaban Metotrexato Saxagliptina 

Aliscireno Enalapril Nateglinida Sitagliptina 

Captopril 
Gabapentina 

enacabril 
Pilsicainida Valsartan 

Clopidogrel Levetiracetam Pregabalina Vildagliptina 

Fenilpropanoides e policetídeos 

Ácido p-cumárico Ibuprofeno Piceatanol Toremifeno 

Curcumina Miricetina Propafenona  

Diosmina Mitiglinida Quercetina  

Genisteína Naringenina Tamoxifeno  

Alcalóides e derivados 

Atropina Colchicina Galantamina Quinidina 

Bromocriptina Diidroergocristina Irinotecano Quinina 

Camptotecina Diidroergotamina Piperina Reserpina 

Compostos orgânicos de azoto 

Dipiridamol Fingolimod Miltefosina Timolol 

Dissulfiram Fluvoxamina Oxaliplatina  

Lípidos e moléculas lípido-like 

Ácido glicirrízico Docetaxel Paclitaxel  

Artesunato Monensina Ubidecarenona  

Compostos orgânicos de oxigénio 

Dapagliflozina Metirapona Sorafenibe  

Estreptozocina Pravastatina   

Lignanos, neolignanos e compostos relacionados 

Etoposido Tetrandrina   

Compostos de metais mistos/não-metais 

Cisplatina    

Compostos organossulfurados 

Aztioprina    

 


