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RESUMO 

 

Pseudomonas aeruginosa multirresistente (MDR) representa um grande problema de saúde 

em todo o mundo. O efluxo ativo dos antimicrobianos representa uma importante via 

associada a esse fenótipo MDR. Além disso, as bombas de efluxo nessa espécie bacteriana 

também atuam em outros aspectos da fisiologia bacteriana, como na manutenção de biofilmes. 

Assim, a pesquisa por inibidores de bombas de efluxo (IBEs) apresenta-se como uma 

importante alternativa no manejo da resistência e virulência bacteriana. A presente pesquisa 

objetivou avaliar a ação da prometazina (PMZ), fluoxetina (FLU) e carbonilcianeto m-

clorofenil-hidrazona (CCCP) como IBEs em P. aeruginosa. As concentrações Inibitórias 

Mínimas (CIMs) e o efeito dos IBEs sobre o metabolismo e a biomassa dos biofilmes 

bacterianos foram determinados. Ensaios de acumulação com brometo de etídio (EtBr) foram 

realizados para comprovar a ação de PMZ, FLU e CCCP como IBEs. Associações de PMZ, 

FLU e CCCP com antimicrobianos clássicos (ciprofloxacina, gentamicina e meropenem) 

sobre as células planctônicas e em biofilme também foram realizadas. Os IBEs do estudo 

apresentaram efeitos antibacterianos e antibiofilme frente as cepas do estudo com CIMs 

variando de 195,3 a 781,2 µg/mL para PMZ, 78,1 a 312,5 µg/mL para FLU e 256 a 2048 µM 

para CCCP e Concentrações Eliminatórias Mínimas em Biofilme (CEMBs) variando de 781,2 

a 6250 µg/mL para PMZ, 312,5 a 1250 µg/mL para FLU e 1024 a 4096 µM para CCCP, 

embora FLU não tenha reduzido significativamente a biomassa desses biofilmes. 

Concentrações subinitórias de PMZ, FLU e CCCP (CIM/2 e CIM/4) aumentaram 

significativamente a fluorescência das células bacterianas, indicando sua ação na inibição de 

bombas de efluxo. Foram observadas reduções significativas na atividade metabólica dos 

biofilmes após a associação com os antimicrobianos, especialmente para o meropenem. Os 

dados do presente estudo permitem comprovar a ação de PMZ, FLU e CCCP como IBEs em P. 

aeruginosa, e demonstram a relevância das bombas de efluxo na resistência antimicrobiana. 

 

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; bombas de efluxo; resistência antimicrobiana; 

biofilmes; permeabilidade. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Multi-drug resistant (MDR) Pseudomonas aeruginosa represents a major health problem 

worldwide. The active efflux of antimicrobials represents an important pathway associated 

with this MDR phenotype. In addition, efflux pumps in this bacterial species also act in other 

aspects of bacterial physiology, such as in biofilm maintenance. Thus, the search for efflux 

pump inhibitors (EPIs) presents itself as an important alternative in the management of 

bacterial resistance and virulence. This research aimed to evaluate the action of promethazine 

(PMZ), fluoxetine (FLU) and carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) as EPIs in 

P. aeruginosa. The Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) and the effect of EPIs on the 

metabolism and biomass of bacterial biofilms were determined. Accumulation assays with 

ethidium bromide (EtBr) were performed to prove the action of PMZ, FLU and CCCP as EPIs. 

Associations of PMZ, FLU and CCCP with classical antimicrobials (ciprofloxacin, 

gentamicin and meropenem) on planktonic cells and in biofilm were also performed. The 

study EPIs showed antibacterial and antibiofilm effects against the study strains with MICs 

ranging from 195.3 to 781.2 µg/mL for PMZ, 78.1 to 312.5 µg/mL for FLU and 256 to 2048 

µM for CCCP and Minimum Eliminating Biofilm Concentrations (MBECs) ranging from 781, 

2 to 6250 µg/mL for PMZ, 312.5 to 1250 µg/mL for FLU and 1024 to 4096 µM for CCCP, 

although FLU did not significantly reduce the biomass of these biofilms. Subinitory 

concentrations of PMZ, FLU and CCCP (MIC/2 and MIC/4) significantly increased the 

fluorescence of bacterial cells, indicating their action in inhibiting efflux pumps. Significant 

reductions in the metabolic activity of biofilms were observed after the association with the 

antimicrobials, especially for meropenem. The data from this study allow us to prove the 

action of PMZ, FLU and CCCP as EPIs in P. aeruginosa, and demonstrate the relevance of 

efflux pumps in antimicrobial resistance. 

 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; efflux pumps; antibiotic resistance; biofilms; 

permeability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência antimicrobiana é considerada um problema de saúde pública 

mundial. Estima-se que, em 2019, bactérias multirresistentes foram responsáveis por 4,95 

milhões de mortes (MURRAY et al., 2022). Desses microrganismos, Pseudomonas 

aeruginosa, um dos principais agentes causadores de infecções relacionadas à assistência à 

saúde, representa um grande desafio por apresentar resistência a múltiplas classes de 

antimicrobianos (AZAM; KHAN, 2019; HORCAJADA et al., 2019). 

De acordo com um levantamento do Centro de Controle e Prevenção de Doenças 

dos Estados Unidos, apenas no ano de 2017, as infecções por P. aeruginosa multirresistentes 

foram responsáveis por 32.600 internações e 2.700 óbitos, gerando gastos estimados em 767 

milhões de dólares aos centros de saúde (CDC, 2019). 

Por esse motivo, essa espécie, quando resistente aos carbapenêmicos, está inclusa 

na lista prioritária de patógenos bacterianos da Organização Mundial de Saúde (OMS) para os 

quais urgem a pesquisa e o desenvolvimento de novos antibióticos (DIGGLE & WHITELEY, 

2020; JURADO-MARTÍN et al., 2021). Nesse cenário, vários mecanismos de resistência em 

P. aeruginosa têm sido estudados para explicar a perda de eficácia desses antimicrobianos e, 

dentre eles, destacam-se a produção de enzimas que inativam as drogas e a redução da 

permeabilidade bacteriana, que pode se dar através da menor expressão de porinas na 

membrana externa, como a oprD, ou da super expressão de sistemas de efluxo (GELLATLY 

& HANCOCK, 2013; CHEVALIER et al., 2017; KHALILI et al., 2019; SOUZA et al., 2021). 

O aumento na expressão de bombas de efluxo vem ganhando destaque, uma vez 

que importantes drogas com atividade antipseudomonas são apontadas como substrato para 

alguns sistemas de efluxo presentes nesse patógeno. A super expressão de quatro deles 

conferem resistência a essas classes de antimicrobianos, são eles: MexAB-OprM, cujos 

substratos antimicrobianos são fluoroquinolonas, macrolídeos, tetraciclinas, lincomicina, 

cloranfenicol, novobiocina e a maioria dos β-lactâmicos (exceto imipenem), MexCD-OprJ 

atuando sobre fluoroquinolonas, β-lactâmicos (em especial cefalosporinas de quarta geração, 

como cefepima), cloranfenicol, tetraciclina, novobiocina, trimetoprima e macrolideos, 

MexEF-OprN, agindo sobre cloranfenicol, fluoroquinolonas e trimetoprima e MexXY-OprM, 

cujos substratos são aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, cefepime, tetraciclina, cloranfenicol 

e eritromicina, reduzindo, assim, as alternativas terapêuticas para o manejo dessas infecções 

(TERAHARA; NISHIURA, 2019; AL RASHED et al., 2020; HILLIAM et al., 2020; ZHAO 

et al., 2020; LISTER et al., 2009; PAN et al., 2016; BASSETTI et al., 2018; LORUSSO et al., 
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2022; REHMAN et al., 2018; SEUPT et al., 2020).  

Nesse contexto, compostos que modulam a atividade de bombas de efluxo em P. 

aeruginosa têm se apresentado como alvo de estudos para melhor entender e caracterizar a 

resistência antimicrobiana apresentada por essa espécie (ISLAMIEH et al., 2018; ISLAMIEH 

et al., 2020; ZAHEDI BIALVAEI et al., 2021).  

Pesquisas anteriores demonstraram a ação de dois fármacos não antimicrobianos, 

prometazina (PMZ) e fluoxetina (FLU), como inibidores de atividade de bomba de efluxo em 

algumas espécies bacterianas (SIDRIM et al., 2017; NZAKIZWANAYO et al., 2017; 

LAGADINOU et al., 2020). Logo, o presente estudo objetiva avaliar o efeito da prometazina 

(PMZ) e fluoxetina (FLU), além de um clássico inibidor de bombas de efluxo (IBE), o 

carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), como inibidores das bombas de efluxo 

presentes em Pseudomonas aeruginosa multirresistentes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Pseudomonas aeruginosa 

 

Descrita em 1882, por Carle Gessard, Pseudomonas aeruginosa, do grego Pseudo, 

“falso”, monas, “unidade única”, aeruginosa, “azul-esverdeado”, é uma bactéria pertencente 

ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, família 

Pseudomonadaceae, gênero Pseudomonas (PALLERONI et al., 2015; DIGGLE; WHITELEY, 

2020). Madigan et al., (2016) apresentam uma representação esquemática da árvore 

filogenética, construída com base em sequências do 16S RNAr, de Gammaproteobacteria, na 

qual é possível observar o posicionamento filogenético de Pseudomonas. 

 

Figura 1 - Árvore filogenética demonstrando o 

posicionamento do gênero Pseudomonas em Gammaproteobacteria. 

 

                Fonte: MADIGAN et al., (2016). 

 

Morfologicamente, P. aeruginosa apresenta-se como bacilo Gram negativo móvel, 

reto ou pouco curvado, disposto em pares ou isolado, medindo, aproximadamente, 0,6 x 2 µm 
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(BROOKS et al., 2014). Sua caracterização bioquímica, envolve a utilização de carboidratos 

por respiração aeróbia, embora possa crescer em baixas concentrações de oxigênio usando 

nitrato ou arginina como aceptores finais de elétrons (MURRAY et al., 2017). A oxidação 

ocorre pela passagem de elétrons pelo citocromo c, e por isso são oxidase positivas. Além 

disso, não fermentam glicose, sendo denominadas não fermentadoras. Essas duas 

características permitem diferenciá-la de muitas enterobactérias na rotina clínica em 

microbiologia (LEVINSON; JAWETZ, 2006). 

Cresce bem na faixa de temperatura entre 25°C a 37°C, porém, é capaz de crescer, 

também, a temperaturas de 42°C, o que permite a diferenciar de outras espécies do gênero 

(TANG et al., 2014). Em ágar MacConkey, meio comumente utilizado para seu isolamento, 

são incolores, apresentam colônias com aspecto navicular e alguns autores descrevem a 

produção de um odor característico de frutas (LEVINSON; JAWETZ, 2006). Outra 

característica importante da espécie, e que deu nome a seu epíteto específico “aeruginosa”, é 

a produção de alguns pigmentos, como a piocianina, uma fenazina azul não fluorescente, a 

pioverdina, um sideróforo fluorescente, a piorubina, de cor vermelha e não fluorescente, e a 

piomelanina, marrom e não fluorescente (ORLANDI et al., 2015). Esses pigmentos também 

podem auxiliar no diagnóstico laboratorial e são importantes fatores de virulência para essa 

espécie. A figura 2 apresenta essa espécie em ágar MacConkey. 

 

Figura 2 - Pseudomonas aeruginosa em ágar  

MacConkey. 

 
                             Fonte: Arquivo pessoal (2022). 
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P. aeruginosa é um organismo ubíquo, comumente isolado de diversos nichos 

ecológicos, como: solo, ambientes aquáticos, plantas e animais (MIELKO et al., 2019). 

Porém, para além da sua presença em matrizes ambientais, esse microrganismo também se 

apresenta como um patógeno oportunista que, com frequência, causa uma ampla gama de 

infecções em pacientes imunocomprometidos, especialmente em ambientes hospitalares 

(MORITA et al., 2014; JURADO-MARTIN et al., 2021). 

Reynolds & Kollef (2021), afirmam que P. aeruginosa representa em torno de 

7,1% a 7,3% entre todas as Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS). Driscoll et 

al., (2007), pontuam que, em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), essa porcentagem se 

eleva para 13,2 a 22,6%. Dados sobre os principais microrganismos associados a IRAS 

publicados pelo Centro Europeu de Prevenção de Doenças (ECDC) no ano de 2016 revelaram 

que P. aeruginosa foi o microrganismo mais isolado de pacientes com pneumonia adquiridas 

nas UTIs europeias, além de estar entre os isolados mais frequentes em infecções do trato 

urinário e de corrente sanguínea também adquiridas nas UTIs (BOTELHO et al., 2019). 

Labarca et al., (2016) pontuam que levantamentos realizados na América Latina 

indicam que P. aeruginosa represente 26% dos isolados em pacientes em UTIs. No Brasil, 

essa espécie bacteriana desponta como a principal causa de pneumonias adquiridas em 

ambiente hospitalar (SANTOS et al., 2019). 

Essa relevante distribuição epidemiológica no cenário das infecções hospitalares 

se associa a outro desafio imposto à comunidade médica. P. aeruginosa apresenta resistência 

intrínseca a vários medicamentos, além da sua relativa capacidade em adquirir novos 

mecanismos de resistência, limitando o arsenal terapêutico disponível para o tratamento 

dessas infecções (SAVOIA, 2014; HU et al., 2017). 

 

2.2 Arsenal terapêutico disponível para o tratamento de infecções por Pseudomonas 

aeruginosa 

 

Dentre o arsenal de antimicrobianos disponíveis, as fluoroquinolonas, os beta-

lactâmicos, em especial os carbapenêmicos, e os aminoglicosídeos são geralmente usados 

como terapia de primeira linha até que resultados de cultura e sensibilidade estejam 

disponíveis (HILLAN et al., 2020; WILSON; PANDEY, 2022). 

As fluoroquinolonas são antibióticos de amplo espectro amplamente prescritos 

para tratar infecções causadas por P. aeruginosa (KHAN et al., 2020). Agem inibindo duas 
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enzimas envolvidas na síntese de DNA bacteriano, a topoisomerase II (DNA-girase) e a 

topoisomerase IV (HOOPER; JACOBY, 2016). 

Seus principais representantes são a levofloxacina e a ciprofloxacina. Destes, a 

ciprofloxacina é mais comumente utilizada, pode ser administrada por via oral ou intravenosa 

e tem sido prescrita para tratar uma variedade de infecções por P. aeruginosa, incluindo 

bacteremia, otite, Infecções do Trato Urinário (ITUs) e infecções de pele e partes moles 

(BASSETTI et al., 2018; REHMAN; PATRICK; LAMONT, 2018; SHE et al., 2019). 

Os carbapenêmicos são amplamente utilizados no tratamento de infecções 

causadas por isolados multirresistentes de P. aeruginosa. Isso se deve ao fato de serem muito 

resistentes à hidrólise pelas penicilinases e cefalosporinases, apesar de serem hidrolisados por 

carbapenemases (FIGUEREDO et al., 2020; NEVES, et al., 2011). 

Assim como os demais betalactâmicos, inibem o crescimento bacteriano ao 

interferir na reação de transpeptidação da síntese da parede celular bacteriana. Os principais 

representantes dessa classe são imipenem e meropenem, sendo prescritos principalmente nos 

casos de Infecções de Corrente Sanguínea (ICS), Pneumonia Associada à Ventilação 

Mecânica (PAVM), ITUs complicadas e infecções de pele e tecidos moles (BASSETTI et al., 

2018; FIGUEREDO et al., 2020). 

Dentre os mecanismos de resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa, a 

produção de carbapenemases tem se apresentado como uma realidade problemática, uma vez 

que essas enzimas, além de inativar os carbapenêmicos, também é capaz de hidrolisar outros 

Beta-lactâmicos, como as penicilinas e cefalosporinas (CAMPANA et al., 2017). Diante desse 

cenário, alguns antimicrobianos importantes foram inseridos na prática clínica para lidar com 

essa problemática. 

Ceftazidima é uma cefalosporina de terceira geração que foi combinada ao 

Avibactam, um inibidor de enzimas importantes, como as serino carbapenemases 

(MATESANZ & MENSA, 2021). Ceftazidima/Avibactam se apresenta como uma importante 

alternativa terapêutica no manejo de infecções por P. aeruginosa resistentes aos 

carbapenêmicos e produtoras de serino carbapenemases. 

Outra alternativa terapêutica comumente apresentada é a combinação de outra 

cefalosporina com um inibidor de β-lactamases, o Ceftolozane/tazobactam. Esse fármaco 

também é estável à ação de β-lactamases produzidas por Pseudomonas aeruginosa, e vem 

sendo utilizado em cepas de P. aeruginosa resistentes aos carbapenêmicos (POGUE et al., 

2020). 
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Evidências científicas sugerem que pacientes infectados com P. aeruginosa 

resistente aos carbapenêmicos têm maior probabilidade de morbidade e mortalidade em 

comparação com aqueles infectados com cepas sensíveis. Além de ter impactado 

negativamente nos desfechos clínicos, a resistência aos carbapenêmicos também criou um 

ônus econômico indevido com alto custo de hospitalização (CAI et al., 2017; LIU et al., 

2015; SOUZA et al., 2021). 

Nos últimos anos, o aumento da resistência às fluoroquinolonas e aos beta-

lactâmicos têm levado à maior utilização dos aminoglicosídeos na prática clínica 

(AHMADIAN et al., 2021). Os aminoglicosídeos são antimicrobianos bactericidas que atuam 

na síntese proteica bacteriana, a partir da sua ligação com a porção 30S do ribossomo 

bacteriano e consequente indução de erros no processo de tradução e montagem de proteínas 

funcionais (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; POULIKAKOS; FALAGAS, 2013).  

Alguns de seus representantes, como tobramicina, gentamicina e amicacina são 

importantes drogas pertencentes ao arsenal de antimicrobianos utilizados para o tratamento de 

uma ampla gama de infecções causadas por P. aeruginosa, como endocardites, infecções 

respiratórias e quadros de sepse (THACHARODI; LAMOND, 2022). Eles são usados em 

monoterapia ou em associação com outros antimicrobianos, porém, as infecções hospitalares 

causadas por P. aeruginosa geralmente requerem sua utilização em combinação, 

especialmente para aumentar seu efeito bactericida (KUMAR et al., 2021; TEIXEIRA et al., 

2016). 

Assim como para as outras classes antimicrobianas, seu uso excessivo tem 

resultado no aumento dos perfis de resistência a essas drogas, reduzindo ainda mais as 

estratégias terapêuticas para o tratamento de infecções por P. aeruginosa (KHAN et al., 

2020). 

Além das três classes de antimicrobianos apresentadas acima, as polimixinas 

assumiram um papel importante no tratamento de cepas multirresistentes de P. aeruginosa, e 

têm sido utilizadas como estratégia de salvamento quando este microrganismo apresenta 

resistência às fluoroquinolonas, aminoglicosídeos e carbapenêmicos (TSUJI et al., 2019). Seu 

mecanismo de ação envolve sua ligação ao lipopolissacarídeo (LPS) e a moléculas de 

fosfolipídeos na membrana externa das bactérias Gram negativas, resultando em 

extravasamento de conteúdo intracelular e consequente morte celular (NIKOO et al., 2017). 

Duas polimixinas estão disponíveis para uso clínico, a polimixina B e a colistina 

(polimixina E). Sendo a primeira mais indicada para infecções sistêmicas devido suas 

características farmacocinéticas, bem como um potencial reduzido de causar nefrotoxicidade 
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quando comparada à colistina. Já a colistina, torna-se uma boa opção em infecções do trato 

urinário (TSUJI et al., 2019). 

Dados de estudos farmacocinéticos sugerem que as concentrações plasmáticas de 

colistina seguindo as recomendações da Agência Europeia de Medicamentos e do FDA são 

baixas e inadequadas para o tratamento de infecções por P. aeruginosa MDR (HORCAJADA 

et al., 2019). Dessa forma, as diretrizes do consenso internacional para uso ideal das 

polimixinas recomendam que para o tratamento de infecções por P. aeruginosa MDR, a 

polimixina deve ser usada em combinação com um ou mais agentes adicionais aos quais o 

patógeno apresenta CIM sensível (TSUJI et al., 2019). 

A nefrotoxicidade é um efeito adverso comum das polimixinas. As concentrações 

plasmáticas de colistina demonstraram ser um fator de risco importante para o 

desenvolvimento de lesão renal aguda. Uma concentração média de colistina plasmática em 

estado estacionário superior a ∼2 mg/litro é considerada um fator de risco independente para 

nefrotoxicidade associada à colistina (HORCAJADA et al., 2019; TSUJI et al., 2019). 

Assim, tendo em vista a limitação dos tratamentos antimicrobianos disponíveis 

associados à resistência apresentada por Pseudomonas aeruginosa, serão apresentados no 

tópico a seguir alguns mecanismos de resistência aos antimicrobianos importantes para essa 

espécie bacteriana. 

 

2.3 Mecanismos de resistência aos antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa 

 

Abushaheen et al., (2020) definem a Resistência Antimicrobiana (RAM) como a 

capacidade de um microrganismo se adaptar e sobreviver na presença de agentes 

antimicrobianos. A RAM é um problema de saúde pública de escala global, Murray et al., 

(2022) estimam que as infecções por bactérias resistentes aos medicamentos sejam 

responsáveis por quase 5 milhões de mortes por ano. 

Pseudomonas aeruginosa é um patógeno importante neste cenário, dados do 

Centro de Controle e Prevenção de Doenças Americano (CDC, 2019) estima que, no ano de 

2017, 32.600 pacientes hospitalizados apresentaram infecções por esta espécie bacteriana, 

sendo responsável por, aproximadamente, 2.700 óbitos, gerando custos estimados em 767 

milhões de dólares aos sistemas de saúde americanos. Além disso, está na lista de patógenos 

categorizados como “ESKAPE”, que contém microrganismos associados a elevados perfis de 

resistência no contexto das infecções hospitalares, sendo capazes de “escapar” da atividade 

dos antimicrobianos, são eles: Enterococcus faecium , Staphylococcus aureus , Klebsiella 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/enterococcus-faecium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/klebsiella-pneumoniae
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pneumoniae , Acinetobacter baumannii , P. aeruginosa e Enterobacter (BOTELHO et al., 

2019). A Organização Mundial de Saúde também incluiu a espécie, quando resistentes aos 

carbapenêmicos, na lista prioritária de patógenos bacterianos para os quais urgem a pesquisa e 

o desenvolvimento de novos antibióticos (DIGGLE & WHITELEY, 2020; JURADO-

MARTÍN et al., 2021).  

Esses elevados perfis de resistência são associados ao fato de essa espécie 

bacteriana possuir mecanismos de resistência intrínsecos importantes, como a baixa 

permeabilidade a antimicrobianos, possibilitada pelo efluxo ativo de antimicrobianos e baixo 

teor de porinas em sua membrana, e a produção de β-lactamases, como a AmpC. Além disso, 

possui a capacidade de adquirir mecanismos de resistência adicionais por outras vias, como 

por processos de mutação, transformação, transdução ou conjugação, que podem conceder a 

este microrganismo, enzimas importantes no contexto da resistência antimicrobiana, a 

exemplo das enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (EL ZOWALATY et al., 2015; 

LANGENDONK et al., 2021).  

A produção de carbapenemases em Pseudomonas aeruginosa também é um 

mecanismo de resistência de grande relevância, uma vez que essas β-lactamases conferem 

resistência a praticamente todos os β-lactâmicos disponíveis (HALAT; MOUBARECK, 

2022). As principais enzimas pertencentes a esse grupo são as metalo-β-lactamases, como 

IMP (Imipenemase), VIM (Metalo-β-lactamase codificada por Integron de Verona) e NDM 

(Metalo-β-lactamase de Nova Delhi), e as serino carbapenemases, como KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase) e OXA-48 (Oxacilinase-48) (BOYD et al., 2020). Atualmente, a 

disseminação de P. aeruginosa MDR produtoras de carbapenemases tem gerado alerta aos 

sistemas de saúde, uma vez que as alternativas terapêuticas para o tratamento das infecções 

por esse patógeno são limitadas, em especial para os microrganismos produtores de metalo-β-

lactamases (BOYD et al., 2020; GARCIA-BETANCUR, 2020). 

Além destes, mecanismos de resistência adaptativos também são observados, em 

especial, a formação de biofilmes, que possibilitam, ainda mais, a evasão do microrganismo 

aos antimicrobianos. Os biofilmes são agregados de células microbianas, aderidos a uma 

superfície biótica ou abiótica, envoltos por uma matriz polimérica composta por lipídeos, 

proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos e outros metabólitos, fornecendo um ambiente de 

resistência à substâncias tóxicas exógenas, como os antibióticos (AZAM; KHAN, 2019; 

PANG et al., 2019). 

Dos vários mecanismos de resistência aos antibióticos descritos anteriormente, o 

efluxo ativo dos antimicrobianos representa uma importante via associada ao fenótipo 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/klebsiella-pneumoniae
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acinetobacter-baumannii
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/enterobacter
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multirresistente (MDR) em P. aeruginosa. Tal fato está relacionado à capacidade dos sistemas 

de efluxo presentes nessa espécie exportarem diferentes classes de drogas clinicamente 

importantes para o tratamento das infecções por esse patógeno (LI et al., 2015; LORUSSO et 

al., 2022).  

 

2.4 Bombas de efluxo 

 

As bombas de efluxo são proteínas de membrana encontradas em todas as 

espécies bacterianas que atuam na extrusão de compostos tóxicos para a célula bacteriana. 

Elas exportam diversos substratos, como corantes, detergentes, metabólitos residuais e, 

também, antibióticos, evitando que estes alcancem concentrações tóxicas no ambiente 

intracelular bacteriano (JAMSHIDI et al., 2016; ALAV et al., 2018).  

Esses sistemas de efluxo são codificadas por genes localizados em cromossomos 

ou plasmídeos, e podem ser divididos em cinco superfamílias, são elas: Resistance Nodulation 

cell Division (RND), Major facilitator superfamily (MFS), Small Multidrug Resistance 

(SMR), ATP-Binding Cassette (ABC) e Multi-Antimicrobial Extrusion family (MATE) 

(BLAIR et al., 2014; LOWRENCE et al., 2019). Os membros da família ABC utilizam a 

hidrólise do ATP como fonte de energia para seu funcionamento, enquanto os transportadores 

das outras famílias utilizam força próton motiva (H+) ou gradiente eletroquímico (Na+), além 

disso, diferenças em sequência e especificidade de substrato também são observadas, assim 

como em estrutura, como apresentado na figura 3 (DELMAR et al., 2014; SUN et al., 2014; 

THAKUR et al., 2021; HUANG et al., 2022). 

 

Figura 3 - Aspecto estrutural e acoplamento energético das  

principais superfamílias de bombas de efluxo. 
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Fonte: Adaptado de Delmar et al., (2014). 

Figura 3. Representação esquemática da estrutura e acoplamento energético necessário para o funcionamento das 

principais superfamílias de bombas de efluxo. As bombas de efluxo ABC, MFS, SMR e MATE situam-se na 

membrana interna (MI) bacteriana, enquanto os transportadores RND são complexos proteicos tripartidos que 

abrangem as membranas externa (ME) e interna (MI). A superfamília ABC utiliza a energia advinda da hidrólise 

de ATC para seu funcionamento, enquanto as demais bombas de efluxo se utilizam de força próton motiva. Os 

transportadores de MATE também funcionam a partir de gradiente eletroquímico como fonte energética.  

 

Destes, os transportadores pertencentes à família RND estão presentes em todas as 

bactérias Gram negativas e são as bombas de efluxo clinicamente mais relevantes no contexto 

da resistência antimicrobiana (VARGIU et al., 2022). Os sistemas de efluxo RND são 

complexos proteicos tripartidos, compostos por uma proteína de membrana interna (PMI), 

uma proteína de membrana externa (PME) e uma proteína periplasmática de fusão de 

membranas (PFM) que conecta a PMI e a PME (VENTER et al., 2015; COLCLOUGH et al., 

2020). A figura 4 representa um desenho esquemático de uma bomba de efluxo RND.  

 

Figura 4 - Estrutura geral de uma bomba de efluxo RND. 
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Fonte: Adaptado de Venter et al., (2015). 

Figura 4.A) Representação esquemática da estrutura de uma bomba de efluxo RND e seus principais 

componentes: PME: Proteína de Membrana Externa, PMI: Proteína de Membrana Interna e PFM: Proteína de 

Fusão de Membranas, situada no espaço periplasmático bacteriano, entre as membranas externa (ME) e interna 

(MI). Os substratos das bombas de efluxo (AB) se ligam à PMI, onde é iniciado o processo de extrusão, que 

necessita de uma força próton motiva (H+) para seu funcionamento. O substrato é deslocado ao longo da bomba 

e enviado ao ambiente extracelular através da PME. B) Representação esquemática da estrutura em 3D de PME, 

PMI e PFM, que compõem a bomba.  

 

A proteína acoplada a membrana interna catalisa o antiporte droga/prótons, e é 

responsável pela seletividade da bomba ao substrato (VENTER et al., 2015). O substrato se 

liga à PMI e, após uma série de alterações conformacionais, é transmitido à proteína de fusão 

de membrana periplasmática e é, então, reempacotado, causando mudanças estruturais na 

proteína de membrana externa, abrindo este canal e finalizando o efluxo (DU et al., 2015; DU 

et al., 2018). 

Em P. aeruginosa, a superexpressão de quatro principais sistemas de efluxo 

ganham destaque, pois conferem resistência a diversas classes de antimicrobianos, são eles: 

MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM (LISTER et al., 2009). No 

quadro 1, estão apresentados os principais substratos antimicrobianos para cada uma das 

bombas de efluxo anteriormente citadas (PAN et al., 2016; BASSETTI et al., 2018; 

LORUSSO et al., 2022; REHMAN et al., 2018; SEUPT et al., 2020). 

 

Tabela 1 - Bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa e principais substratos 

antimicrobianos. 
Bombas de efluxo Substratos antimicrobianos 
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MexAB-OprM 
Fluoroquinolonas, Macrolídeos, Tetraciclinas, Lincomicina, Cloranfenicol, 

Novobiocina e β-lactâmicos (exceto imipenem). 

MexCD-OprJ 
Fluoroquinolonas, β-lactâmicos (em especial cefalosporinas de quarta geração, como 

Cefepima), Cloranfenicol, Tetraciclina, Novobiocina, Trimetoprima e Macrolideos. 

MexEF-OprN Cloranfenicol, Fluoroquinolonas e Trimetoprima. 

MexXY-OprM 
Aminoglicosídeos, Fluoroquinolonas, Cefepime, Tetraciclina, Cloranfenicol e 

Eritromicina. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A estrutura e principais genes reguladores desses sistemas de efluxo estão 

apresentados na figura 5. 

 

Figura 5 - Principais bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa. 

 

 
Fonte: Adaptado de Lorusso et al., (2022). 

Figura 5. Representação esquemática da estrutura das principais bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa: 

MexAB-OprM (MexB: PMI, MexA: PFM e OprM: PME) MexXY-OprM (MexY: PMI, MexX: PFM e OprM: 

PME), MexCD-OprJ (MexD: PMI, MexC: PFM e OprJ: PME) e MexEF-OprN (MexF: PMI, MexE: PFM e 

OprN: PME).  

 

Como evidenciado nos parágrafos anteriores, as bombas de efluxo conferem 

resistência a muitos antimicrobianos para P. aeruginosa em sua forma planctônica. Porém, 

Soto (2013) também discorre sobre o papel desses sistemas de efluxo na resistência a diversos 

antibióticos observados em biofilmes dessa espécie bacteriana.  

Baugh et al., (2014) afirmam que as bombas de efluxo são importantes no 

contexto da resistência em biofilmes e espécies bacterianas como Escherichia coli, 
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Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae teriam sua capacidade de formar biofilmes 

prejudicadas na ausência desses complexos proteicos. Buroni et al. (2014) descrevem a 

importância de três bombas de efluxo RND (RND-3, RND-8 e RND-9) para biofilmes de 

Burkholderia cenopaciae contra tobramicina. Gillis et al., (2005) também discorrem sobre o 

papel das bombas MexAB-OprM e MexCD-OprJ na resistência à azitromicina em biofilmes 

de P. aeruginosa. 

Os mecanismos envolvidos na resistência, arquitetura e formação de biofilmes 

relacionados às bombas de efluxo ainda não são totalmente esclarecidos, porém Soto (2013) 

hipotetiza que esses sistemas de efluxo atuem na regulação de Quorum Sensing (QS), muito 

importante para formação e manutenção de biofilmes. Pearson et al., (1999), já discorriam 

sobre o papel desses sistemas no efluxo de compostos importantes na comunicação célula-

célula. 

Assim, é possível observar que, além de modular a sensibilidade antimicrobiana, 

as bombas de efluxo também atuam em outros aspectos da fisiologia bacteriana, dentre eles, a 

comunicação intercelular, QS e consequente formação e manutenção de biofilmes. Logo, 

inibir esses sistemas de efluxo permite avaliar sua contribuição para resistência, virulência e 

patogenicidade bacteriana (BLANCO et al., 2018; DAVIN-REGLI et al., 2021; HUANG et 

al., 2022). 

 

2.5 Inibidores de bombas de efluxo (IBEs) 

 

Estratégias que visam melhorar o acúmulo intracelular de agentes 

antimicrobianos, e sua consequente eficácia, representam um grande desafio à comunidade 

científica, especialmente, em bactérias Gram negativas, que dispõem de um duplo sistema de 

membranas associado aos sistemas de efluxo ativos já descritos no tópico anterior 

(ZGURSKAYA; RYBENKOV, 2020; MEHLA et al., 2021). 

Porém, a vagarosidade no desenvolvimento de novos antimicrobianos tem 

despertado interesse na busca por estratégias que mantenham a efetividade dos 

antimicrobianos já existentes. Nesse cenário, a inibição de bombas de efluxo tem surgido 

como uma alternativa para superar a resistência mediada pelos sistemas de efluxo 

(RAMASWAMY et al., 2017). 

A inibição das bombas de efluxo pode ocorrer por diversos mecanismos, como 

apresentado na figura 6, adaptada da publicação de Venter et al., (2015). 
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Figura 6 - Mecanismos de inibição das bombas de efluxo. 

 

Fonte: Adaptado de Venter et al., (2015). 

Figura 6. Representação esquemática ilustrando possíveis abordagens para inibir o efluxo de antimicrobianos 

pelas bombas de efluxo RND. 1) regular genes supressores e repressores envolvidos na expressão das bombas de 

efluxo; 2) alterar da estrutura do antimicrobiano, impedindo seu reconhecimento como substrato para a bomba 

de efluxo; 3) impedir a montagem do complexo tripartido; 4) interromper a ação de proteínas importantes para o 

funcionamento da proteína de membrana interna, como a proteína AcrZ, importante para o funcionamento de 

AcrB em Escherichia coli; 5) Inibir a proteína de membrana interna, que se liga ao substrato antimicrobiano; 6) 

Bloquear o canal de saída na proteína de membrana externa; 7) Esgotar a energia necessária para o 

funcionamento da bomba de efluxo.  

 

Muitos inibidores de bombas de efluxo são descritos na literatura, e podem ser 

classificados como: derivados de plantas, derivados de microrganismos e químicos 

(ALENAZY, 2022). Destes, alguns IBEs químicos ganham destaque na inibição de bombas de 

efluxo RND em P. aeruginosa, a exemplo do Phe-Arg β-naftilamida (PAβN), que inibem 

competitivamente algumas bombas de efluxo presentes em P. aeruginosa, porém não 

avançaram aos ensaios clínicos devido à nefrotoxicidade apresentada (NAKASHIMA et al., 

2013). Outro exemplo são os inibidores de piridopirimidina, como o D13-9001, específico 

para a bomba de efluxo MexAB-OprM de P. aeruginosa, e, especialmente por sua alta 

especificidade à apenas um sistema de efluxo, muitas pesquisas com esse composto foram 

descontinuadas (ARON & OPPERMAN, 2016). Nesse contexto, a busca por novos inibidores 

que atuem em uma maior diversidade de sistemas de efluxo e não sejam tóxicos faz-se 

relevante.  
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Pesquisas anteriores demonstraram a ação de dois fármacos não antimicrobianos, 

prometazina (PMZ) e fluoxetina (FLU), como inibidores de atividade de bomba de efluxo em 

algumas espécies bacterianas (SIDRIM et al., 2017; NZAKIZWANAYO et al., 2017; 

LAGADINOU et al., 2020). Por esse motivo, a presente pesquisa objetivou avaliar a ação 

desses dois fármacos como inibidores de bombas de efluxo em P. aeruginosa. Além deles, um 

inibidor clássico de bombas de efluxo, carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), 

comumente utilizado para avaliar atividade de bomba de efluxo em diversas espécies 

bacterianas, também foi adicionado ao estudo. 

 

2.5.1 Prometazina 

 

A prometazina, fármaco pertencente ao grupo dos fenotiazínicos, é um 

medicamento com propriedades antidopaminérgicas, anti-histamínicas e anticolinérgicas para 

o tratamento de condições alérgicas, náuseas e para sedação, como adjuvante a outros 

anestésicos (SOUTHARD; AL KHALILI, 2021). Inicialmente, a prometazina foi 

desenvolvida devido à sua propriedade anti-histamínica, bloqueando os sítios do receptor H1 

e impedindo a ação da histamina na célula, apresentando assim propriedades anti-alérgicas, 

porém uma série de outras funcionalidades vêm sendo associadas à este composto, dentre 

elas, propriedades antimicrobianas (CANTISANI et al., 2013; LAGADINOU et al., 2020). 

Sidrim et al., (2017) e Lehtinen & Lilius (2007) relatam efeitos antimicrobianos 

da prometazina contra as espécies Burkholderia pseudomallei e Escherichia coli, encontrando 

concentrações inibitórias mínimas de 780µg/mL e 128 µg/mL, respectivamente. Fiallos et al., 

(2022) também descrevem em seu estudo, que prometazina inibiu o crescimento microbiano 

de Enterococcus faecalis a partir de concentrações de 64 µg/mL. Além disso, Brilhante et al. 

(2018) relatou, através de ensaios de fluorescência com Rodamina 6G, a ação desse composto 

como inibidor de bombas de efluxo em cepas de Candida tropicalis. 

Alguns mecanismos são propostos para a ação antimicrobiana das fenotiazinas, 

como a inibição no processo de replicação do microrganismo, através da capacidade desses 

fármacos em se intercalar ao DNA bacteriano, e também a inativação de bombas de efluxo, 

gerada pela capacidade desses compostos em impedir o transporte de cálcio e consequente 

inibição de funções enzimáticas dependentes de Ca2+, como a geração de energia para a célula 

necessária para ativação dos sistemas de efluxo (VARGA et al., 2017). Chan et al. (2007) 

também pontuam que as fenotiazinas podem atuar nas bombas de efluxo por outro 

mecanismo, através da perturbação do gradiente de prótons da membrana, que é necessário 
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para alguns transportadores, como para as bombas de efluxo da família RND, para energizar o 

processo de extrusão do substrato antimicrobiano. 

Assim, também se faz relevante avaliar a ação da prometazina sobre a inibição de 

bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa, um patógeno comumente associado à 

elevada expressão desses sistemas de efluxo (LORUSSO et al., 2022). 

 

2.5.3 Fluoxetina 

 

Fluoxetina é um medicamento antidepressivo que atua inibindo a recaptação 

seletiva de serotonina através do bloqueio da proteína transportadora de recaptação localizado 

no terminal pré-sináptico (PEREZ-CABALLERO et al., 2014; SOHEL et al., 2022). Porém, 

alguns autores já têm descrito a atividade antimicrobiana desse fármaco frente a diferentes 

espécies bacterianas e fúngicas (TEKINTAS et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA et 

al., 2017; SOUSA et al., 2018). 

Tekintas et al. (2020), relataram que fluoxetina inibia o crescimento de Candida 

spp. em concentrações variando de 64 µg/mL a 512 µg/mL, além disso, apresentou interações 

sinérgicas com fluconazol, reduzindo as concentrações nas quais o antimicrobiano inibia o 

crescimento fúngico. Além disso, Silva et al., (2017) relataram o efeito desse composto na 

redução da atividade metabólica de biofilmes maduros de Candida spp. 

Sousa et al. (2018) descrevem a ação desse fármaco sobre o crescimento 

planctônico de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, porém os 

autores do estudo relatam que os mecanismos envolvidos na atividade antimicrobiana frente a 

essas espécies bacterianas ainda são desconhecidos, porém a inibição de bombas de efluxo é o 

mecanismo hipotetizado. Nzakizwanayo et al. (2017), utilizando uma metodologia de 

acúmulo intracelular de brometo de etídio, demonstraram a ação da fluoxetina como inibidor 

de bomba de efluxo em Proteus mirabilis. Logo, hipotetiza-se que esse fármaco pode 

apresentar-se como inibidor de bombas de efluxo também em P. aeruginosa. 

 

2.5.3 CCCP 

 

O Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) atua como inibidor de bombas 

de efluxo por dissipar o gradiente de prótons, impedindo a continuação da síntese de ATP e, 

assim, o funcionamento normal dos processos celulares dependentes desse gradiente de 

energia, como as bombas de efluxo (PATHANIA; SHARMA; GUPTA, 2019; RODRIGUES; 
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CRAVO; VIVEIROS, 2020). Dentre essas, seu efeito é relacionado principalmente à família 

RND (ANES et al., 2015). 

Tem sido utilizado principalmente em combinação com antibióticos, sendo 

descrito como capaz de melhorar a sensibilidade in vitro de Acinetobacter baumannii para 

imipenem e cefepima (SANCHEZ-CARBONEL et al., 2021), reverter a resistência à colistina 

em cepas de Proteus spp., Serratia marcescens, Morganella morganii, Providencia spp., 

Escherichia coli e Klebsiella spp. (BARON; ROLAIN, 2018), além de reduzir a CIM de 

polimixina B em Pseudomonas aeruginosa (SILVA JÚNIOR et al., 2020). 

O CCCP tem sido amplamente utilizado em laboratório, porém seu uso in vivo 

deve ser cauteloso devido sua toxicidade. Isso ocorre por interferir na despolarização 

mitocondrial induzindo o processo de mitofagia (KONCHA et al., 2021; SOUTAR et al., 

2019).  

Dessa forma, diante das lacunas apresentadas no desenvolvimento de IBEs e a 

problemática das bombas de efluxo no contexto da resistência antimicrobiana e virulência em 

Pseudomonas aeruginosa, se faz relevante a busca por novos compostos que inibam os 

sistemas de efluxo neste patógeno. A presente pesquisa, se dedica à investigação dos fármacos 

não antimicrobianos prometazina (PMZ) e fluoxetina (FLU) e do composto CCCP como 

potenciais inibidores de bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa multirresistentes. 
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3 HIPÓTESES 

 

1. PMZ, FLU e CCCP apresentam atividade antimicrobiana e antibiofilme contra 

Pseudomonas aeruginosa multirresistentes; 

2. PMZ, FLU e CCCP inibem a atividade das bombas de efluxo presentes em P. aeruginosa 

multirresistentes; 

3. PMZ, FLU e CCCP possuem ação sinérgica com ciprofloxacina, gentamicina e meropenem 

contra P. aeruginosa multirresistentes nas formas planctônicas e de biofilmes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito da prometazina (PMZ), fluoxetina (FLU) e carbonilcianeto m-

clorofenil-hidrazona (CCCP) como inibidores das bombas de efluxo presentes em 

Pseudomonas aeruginosa multirresistentes. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

1. Determinar as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) de PMZ, FLU e CCCP 

contra P. aeruginosa; 

2. Quantificar fenotipicamente a inibição de bombas de efluxo por PMZ, FLU e CCCP 

frente P. aeruginosa; 

3. Analisar o efeito de PMZ, FLU e CCCP sobre a atividade metabólica e biomassa de 

biofilmes maduros de P. aeruginosa; 

4. Caracterizar as associações de PMZ, FLU e CCCP com os antimicrobianos 

ciprofloxacina, gentamicina e meropenem sobre os isolados planctônicos e em 

biofilmes de P. aeruginosa. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Caracterização das cepas do estudo 

 

Foram incluídos nesse estudo 30 isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa, 

além da cepa de referência P. aeruginosa ATCC 27853. As cepas clínicas foram cedidas pelo 

Hospital Universitário Walter Cantídio (HUWC), e encaminhadas ao Laboratório de 

Bacteriologia do Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM), da Universidade 

Federal do Ceará (UFC), onde foram estocadas em meio mínimo para manutenção de culturas 

bacterianas. 

A identificação e sensibilidade antimicrobiana dos isolados foram realizadas pelo 

sistema VITEK® 2 Compact (bioMerieux´™), os pontos de corte para os testes de 

sensibilidade aos antimicrobianos foram interpretados seguindo os critérios do documento 

BrCAST (2022). Para categorizar o mecanismo de resistência aos carbapenêmicos em 

enzimático ou não enzimático foi utilizado o teste de inativação dos carbapenêmicos (mCIM), 

e os microrganismos resistentes aos carbapenêmicos por via enzimática foram submetidos ao 

ensaio imunocromatográfico NG-Test® CARBA 5 para detecção das carbapenemases KPC, 

OXA-48, VIM, IMP e NDM (TAMMA; SIMNER, 2018). 

Todos os isolados clínicos do estudo foram caracterizados como multidroga 

resistentes (MDR), ou seja, resistentes a pelo menos 1 agente de 3 diferentes classes de drogas 

antimicrobianas – sendo elas: Beta-lactâmicos, Aminoglicosídeos e Fluorquinolonas 

(MAGIORAKOS et al., 2012), seguindo o perfil de sensibilidade antimicrobiana liberada 

pelo Vitek® 2 Compact (bioMerieux´™) - tabela 2. 

Além dos testes de sensibilidade realizados pelo sistema semiautomatizado, foram 

determinadas as concentrações inibitórias mínimas (CIMs) para um representante de cada 

classe antimicrobiana, foram elas: ciprofloxacina (fluorquinolonas), gentamicina 

(aminoglicosídeos) e meropenem (β-lactâmicos), seguindo os protocolos estabelecido pelo 

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Para isso, os micro-organismos foram 

crescidos em caldo BHI por 24 horas a 37 °C em estufa bacteriológica. Posteriormente, foram 

semeados em ágar BHI para o crescimento de colônias por mais 24 horas a 37 ºC. Após esse 

período, os inóculos bacterianos foram preparados utilizando as colônias numa escala 0,5 de 

McFarland e diluídos até alcançarem a concentração final de 5 x 105 UFC/mL. Os 

antimicrobianos foram testados em 10 concentrações seriadas, nos seguintes intervalos de 

concentração: 0,25 - 128 µg/mL. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37 °C, 

por 24 horas e a leitura foi feita de forma visual a fim de encontrar a CIM, definida como a 
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menor concentração capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano. A cepa de P. aeruginosa 

ATCC 27853 permitiu a validar as drogas utilizadas no estudo. Poços livres de droga foram 

utilizados como controle de crescimento e poços contendo apenas meio de cultura como 

controle de esterilidade. 
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Tabela 2 - Origem, perfil de sensibilidade e mecanismos de resistência aos carbapenêmicos das cepas clínicas do estudo. 

Cepas Amostras 

Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos - Vitek® 2 Compact 

(bioMerieux´™) 

Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos 

– Microdiluição em Caldo Mecanismo de resistência 

aos carbapenêmicos BTL AM FQ BTL AM FQ 

CAZ CFP IPM MPM PIT C/A C/T AMI GEN CIP MPM GEN* CIP 

MB2 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R R I R 

Enzimático: Metalo-β-lactamase (IMP) 

MB9 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R I I R 

MB33 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R R R R 

MB36 Ponta de Cateter R R R R R - - R R R R I R 
MB37 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R R I R 

MB93 Sangue R R R R R - - R R R R R R 

MB143 Urina R R R R R - - R R R R R R 

NID29 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R S S I 

Enzimático: Enzima não identificada 

NID45 Líquido Abdominal R R R R R - - R R R I R R 
NID47 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R I R R 

NID51 Líquido Abdominal R R R R R - - R R R I R R 

NID86 Sangue R R R R R - - R R R I R R 
NID91 Aspirado Traqueal R R R R R - - R S R I S I 

NID94 Aspirado Traqueal R R R R R - - R S R I S I 

NID110 Aspirado Traqueal R R R R R R R R S R R S R 
NID127 Ferida Operatória R R R R R R R R R R R S R 

NID144 Líquido Abdominal R R R R R R - R R R R R R 

SRN1 Aspirado Traqueal R R R R R S - R R R R R R 

Enzimático: Serino Carbapenemase 

SRN3 Pé R R R R R S - R R R R R R 

SRN7 Secreção de Ferida R R R R R S - R R R R R R 

SRN27 Pé R R R R R S - R R R I R R 

SRN35 Amigdala R R R R R S - R R R R R R 
SRN65 Sangue R R R R R R - R R R R R R 

NEZ11 Aspirado Traqueal R R R R R - S I R R I R R 

Não enzimático 

NEZ26 Aspirado Traqueal R R R R R - S I R R S S I 

NEZ71 Aspirado Traqueal R R R R R - S S S R I R R 
NEZ77 Urina R R R R R - S R R R I R R 

NEZ85 Sangue R R R R R - S I R R I S R 

NEZ148 Fragmento de Tecido S R R R R - S S R R I R R 
NEZ153 Aspirado Traqueal R R R R R - S R R R I S R 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

BTL: β-Lactâmicos; AM: Aminoglicosídeos; FQ: Fluorquinolonas; CAZ: Ceftazidima; CFP: Cefepime; IPM: Imipenem; MPM: Meropenem; AMI: Amicacina; GEN: 

Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; PIT: Piperacilina/Tazobactam; C/A: Ceftazidima/Avibactam; C/T: Ceftolozane/tazobactam; R: Resistente; I: Sensível aumentando a 

dose/exposição; S: Sensível; IMP: Imipenemase; KPC: Klebsiella Pneumoniae carbapenemase. * A resultados dos ensaios por microdiluição para gentamicina foram 

interpretados seguindo o documento M100 – CLSI (2021).
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5.2 Determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) para os IBEs 

 

As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) dos inibidores de bomba de efluxo 

prometazina (25 mg/mL, HIPOLABOR, Brasil), fluoxetina (20 mg/mL, EMS, Brasil) e 

cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona (CCCP, Sigma, Brasil) foram determinadas, 

seguindo os protocolos estabelecido pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021) 

já descritos anteriormente. Os compostos foram testados em 10 concentrações seriadas, nos 

seguintes intervalos de concentração: 12,20 - 6250 µg/mL (42,91 - 21975 µM) para 

prometazina, 9,76 - 5000 µg/mL (31,56 - 16163,75 µM) para fluoxetina e 8 - 4096 µM para 

CCCP. A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 permitiu a validar os EBIs utilizadas no estudo. 

Poços livres de droga foram utilizados como controle de crescimento e poços contendo apenas 

meio de cultura como controle de esterilidade. 

 

5.3 Determinação das Concentrações Eliminatórias Mínimas em Biofilme (CEMBs) 

 

A formação de biofilmes dos 30 isoladas foi induzida em placas de 96 poços de 

fundo chato, seguindo a metodologia proposta por Sidrim et al. (2019), com adaptações. Os 

inóculos bacterianos foram preparados e ajustados para a turbidez de 6,0 na escala McFarland, 

que corresponde a 1,8 × 109 UFC/mL. Os biofilmes foram cultivados em um volume total de 

200 µL, sendo 175 μL de BHI-1% de glicose e 25 μL do inóculo. As placas foram incubadas 

em estufa bacteriológica a 37 °C, por 48 horas, para formação do biofilme. Após esse período, 

todos os poços foram lavados com PBS 1x estéril. Em seguida, 200 µL de BHI-1% de glicose, 

contendo concentrações crescentes de drogas, foram adicionados a cada poço. As drogas 

foram testadas nas seguintes concentrações: 0,25 - 128 µg/mL para os antimicrobianos, 12,20 

- 6250 µg/mL (42.91 - 21975 µM) para prometazina, 9,76 - 5000 µg/mL (31,56 - 16163,75 

µM) para fluoxetina e 8 - 4096 µM para CCCP. As placas foram incubadas novamente em 

estufa bacteriológica a 37 °C, por mais 24 horas (SIDRIM et al., 2019). Em seguida, a leitura 

da atividade metabólica foi feita de forma visual com o indicador metabólico resazurina a 

0.025% e a menor concentração capaz de inibir completamente a atividade metabólica do 

biofilme foi definida como a CEMB. Além disso, as placas foram avaliadas quanto à 

biomassa dos biofilmes, por meio da técnica de coloração com cristal violeta e leitura com 

espectrofotômetro para medir a densidade óptica a um comprimento de onda de 490 nm 

(SIDRIM et al., 2019). Os ensaios foram realizados em duplicata e em momentos distintos. 

Foram adicionados poços controle positivo a fim de categorizar a formação do biofilme do 
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isolado sem a presença das drogas utilizadas no estudo, e poços controle negativos a fim de 

garantir a esterilidade do processo. Além disso, para caracterizar o perfil de formação de 

biofilmes das cepas do estudo foi utilizada a metodologia descrita por Stepanovic et al., 

(2007). 

 

5.4 Microscopia confocal de varredura a laser de biofilmes de P. aeruginosa após 

exposição a PMZ, FLU e CCCP 

 

O efeito dos IBEs na estrutura do biofilme foi avaliado por microscopia confocal 

utilizando duas cepas de P. aeruginosa, uma fraca e uma forte formadora de biofilme. Para tal, 

os biofilmes foram formados numa placa de poliestireno de 12 poços contendo uma lamínula 

de vidro (1 cm de diâmetro) no fundo do poço, de acordo com a metodologia descrita 

(SIDRIM et al., 2019). O volume total dos poços foi ajustado para 1000 µL, mantendo-se a 

relação meio de cultura: inóculo (7:1 v/v). Após 48 horas de crescimento do biofilme, PMZ, 

FLU ou CCCP foram adicionados aos poços e incubados por mais 24 horas.  

Subsequentemente, as lamínulas de vidro foram colocadas em placas de Petri de 

fundo chato, contendo o corante fluorescente Live/Dead (InvitrogenTM, EUA) (200 µL). Em 

seguida, os biofilmes foram avaliados num Microscópio Confocal Nikon C2, com uma 

ampliação de 600x (10 campos), a 488 nm para a deteção do corante fluorescente SYTO9, 

que identifica as células bacterianas vivas, e a 561 nm para a deteção do iodeto de propídio, 

que identifica as células bacterianas mortas/danificadas. As imagens Z-stack foram analisadas 

com o software COMSTAT™ e os parâmetros biomassa (µm3/µm2), espessura média de toda 

a área (µm), espessura média da biomassa (µm), coeficiente de rugosidade e razão 

superfície/volume (µm2/µm3) foram calculados e comparados com biofilmes não expostos 

aos compostos (controle de crescimento). 

 

5.5 Avaliação fenotípica da atividade de bomba de efluxo 

 

A avaliação da atividade de bomba de efluxo e a ação dos inibidores sobre as 

cepas do estudo foram avaliadas seguindo a metodologia proposta por NZAKIZWANAYO et 

al., (2017), com modificações. Os isolados foram cultivados overnight (18h) em caldo BHI. 

Após esse período as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células 

foram ressuspensas em caldo Mueller Hinton (MH) e ajustadas à turvação de 0,5 na escala 

McFarland, que corresponde a 1,5 × 108 UFC/mL. Para avaliação da atividade de bomba de 
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efluxo das cepas não tratadas com os inibidores, um volume total de 205 μL foi cultivado em 

placas de microtitulação de 96 poços de fundo chato, contendo 100 μL de MH Caldo, 100 μL 

do inóculo bacteriano e 5 μl de brometo de etídio (EtBr) a uma concentração final de 5 mg/L. 

As placas foram incubadas a 37 °C em estufa agitadora por 1 hora. Para avaliação da 

atividade de bomba de efluxo das cepas tratadas com os inibidores, um volume total de 200 μl 

foi cultivado em placas de microtitulação de 96 poços de fundo chato, contendo 100 μL de 

MH Caldo contendo os inibidores de bomba de efluxo (PMZ, FLU e CCCP) nas 

concentrações de CIM/4 e CIM/2 correspondentes a cada cepa testada e 100 μl do inóculo 

bacteriano. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa agitadora por 1 hora e, após esse 

período, foram adicionados 5 μL de EtBr a uma concentração de 5 mg/L. As placas foram 

novamente incubadas a 37 °C em estufa agitadora por 1 hora. Após esse período, a 

fluorescência foi medida em excitação de 540 nm e emissão de 600 nm no equipamento 

CytationTM 5 (Biotek). Controles de fluorescência do meio de cultura e dos inibidores de 

bomba (PMZ, FLU e CCCP) foram mensurados e subtraídos do valor de fluorescência dos 

poços testes de modo a quantificar apenas a fluorescência relativa à célula bacteriana. 

 

5.6 Associação dos inibidores de bombas de efluxo com os antimicrobianos 

 

Para avaliar o papel das bombas de efluxo na sensibilidade antimicrobiana das 

cepas planctônicas e em biofilme, foi avaliada a interação entre os inibidores de bomba de 

efluxo PMZ, FLU e CCCP e os antimicrobianos. Para isso, foram repetidos os protocolos 

utilizados com os compostos isolados, já descritos acima (CLSI, 2021; SIDRIM et al., 2019), 

incorporando-se ao meio cada IBE (PMZ, FLU ou CCCP) em concentrações subinibitórias.  

Para os ensaios frente as cepas planctônicas, os inóculos bacterianos foram 

preparados utilizando as colônias na escala 0,5 de McFarland e diluídas até alcançarem a 

concentração de 5 x 105 UFC/mL junto a concentrações subinibitórias fixas dos inibidores de 

bomba de efluxo (CIM/4 e CIM/2) e adicionados às placas de 96 poços, onde as drogas 

antimicrobianas ciprofloxacina, gentamicina e meropenem estavam dispostas nas 

concentrações de 0,25 - 128 µg/mL. 

Para os biofilmes, após as etapas de lavagem e microdiluição dos antimicrobianos 

(ciprofloxacina, gentamicina e meropenem) nas concentrações de 0,25 - 128 µg/mL, foi 

adicionado 100 µL de caldo BHI enriquecido com glicose a 1% diluído com as concentrações 

subeliminatórias dos biofilmes (CEMB/2 e CEMB/4) frente aos inibidores de bomba de 
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efluxo. As CEMBs e a quantificação de biomassa dos biofilmes após a associação dos 

compostos foram realizados como já descrito anteriormente (SIDRIM et al., 2019).  

 

5.7 Análise estatística 

 

Inicialmente, os dados obtidos foram analisados quanto ao padrão de normalidade. 

Para os que apresentavam distribuição normal, foi utilizado teste t para amostras não pareadas, 

enquanto os dados não paramétricos foram avaliados com o teste de Mann-Whitney. O 

programa GraphPad Prism 9.0 foi utilizado para as análises e valores de P<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Atividade dos IBEs frente as cepas do estudo 

 

As CIMs determinadas variaram entre 195,3 a 781,2 µg/mL para PMZ, 78,1 a 625 

µg/mL para FLU, e 52,3 a 419 µg/mL para CCCP. As CEMBs também foram determinadas e 

variaram de 781,2 a 6250 µg/mL para PMZ, 312,5 a 1250 µg/mL para FLU e 209,5 a 838,1 

µg/mL para CCCP. Quanto ao perfil de formação de biofilme, sete cepas apresentaram-se 

como fortes formadoras, nove como moderados formadoras, sete como fracos formadoras e 

oito como não formadoras (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Isolados bacterianos selecionados, concentrações inibitórias mínimas (CIM) e 

concentrações eliminatória mínima de biofilme (CEMB) para prometazina (PMZ), fluoxetina 

(FLU), carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) contra Pseudomonas aeruginosa 

(n=31). 

Cepas 
Formação de 

Biofilme 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
Concentração Eliminatória Mínima em Biofilme 

(CEMB) 

PMZ (µg/mL) FLU (µg/mL) CCCP (µg/mL) PMZ (µg/mL) FLU (µg/mL) CCCP (µg/mL) 

MB2 Forte 390,6 312,5 419,06 781,2 625 419,06 

MB9 Forte 390,6 156,2 419,06 3125 625 419,06 

MB33 Forte 390,6 312,5 419,06 781,2 625 419,06 

MB36 Forte 781,2 312,5 419,06 3125 625 419,06 

MB37 Moderada 781,2 156,2 419,06 1562,5 625 419,06 

MB93 Moderada 390,6 78,1 52,38 3125 625 209,53 

MB143 Fraca 390,6 156,2 52,38 3125 625 419,06 

NID29 Fraca 390,6 312,5 209,53 1562,5 1250 419,06 

NID45 Fraca 195,3 312,5 104,76 781,2 312,5 209,53 

NID47 Não aderente 781,2 312,5 104,76 3125 1250 419,06 

NID51 Não aderente 781,2 156,2 104,76 781,2 1250 419,06 

NID86 Moderada 390,6 156,2 52,38 3125 1250 419,06 

NID91 Moderada 390,6 78,1 419,06 3125 625 419,06 

NID94 Não aderente 781,2 156,2 419,06 6250 625 419,06 

NID110 Forte 781,2 156,2 209,53 1562,5 625 419,06 

NID127 Moderada 390,6 156,2 419,06 6250 1250 838,12 

NID144 Forte 390,6 156,2 104,76 1562,5 625 419,06 

SRN1 Não aderente 781,2 625 419,06 1562,5 625 209,53 

SRN3 Moderada 781,2 312,5 419,06 1562,5 625 209,53 

SRN7 Forte 390,6 312,5 419,06 1562,5 1250 419,06 

SRN27 Moderada 390,6 312,5 419,06 1562,5 1250 419,06 

SRN35 Não aderente 390,6 312,5 419,06 3125 1250 838,12 

SRN65 Moderada 390,6 312,5 209,53 6250 1250 419,06 

NEZ11 Não aderente 390,6 312,5 419,06 1562,5 1250 419,06 

NEZ26 Não aderente 390,6 312,5 209,53 3125 312,5 419,06 

NEZ71 Não aderente 390,6 312,5 419,06 1562,5 1250 838,12 

NEZ77 Fraca 390,6 312,5 419,06 1562,5 625 419,06 

NEZ85 Fraca 390,6 312,5 419,06 781,2 625 838,12 

NEZ148 Fraca 390,6 156,2 209,53 781,2 625 419,06 

NEZ153 Moderada 390,6 156,2 209,53 3125 625 838,12 

ATCC Fraca 390,6 312,5 104,76 781,2 625 838,12 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Para cepas formadoras de biofilme, foram também utilizadas duas concentrações 

subeliminatórias mínimas de erradicação de biofilme (CEMB/2 e CEMB/4) de inibidores de 

bombas de efluxo para avaliar o seu potencial contra a biomassa de biofilme maduro. 

CEMB/2 de PMZ (p<0,0001) e FLU (p=0,0003) reduziu significativamente a biomassa dos 
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biofilmes bacterianos em comparação com os biofilmes não tratados, com uma redução da 

biomassa de 67,21% e 56,06%, respetivamente. CEMB/2 de CCCP reduziu a biomassa em 

35,25%, mas esta redução não foi significativa (p=0,0714). CEMB/4 de PMZ (p<0,0001), 

FLU (p=0,0019) e CCCP (p=0,0117) reduziram significativamente a biomassa dos biofilmes 

bacterianos em comparação com os biofilmes não tratados, com uma redução da biomassa de 

70,66%, 50,79% e 46,15%, respetivamente (Gráfico 1). 

 

Gráfico 1 – Efeitos dos inibidores de bombas de efluxo na biomassa de biofilmes maduros de 

P. aeruginosa. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Gráfico 1. Efeito da prometazina, fluoxetina e CCCP na biomassa de biofilmes maduros de P. aeruginosa. Dados 

expressos como média ± desvio padrão da biomassa do biofilme avaliada pela técnica de coloração com violeta 

de cristal. Efeito das concentrações subeliminatórias (CEMB/2 e CEMB/4) de CCCP, PMZ e FLU na biomassa 

do biofilme bacteriano em comparação com o grupo de controle do crescimento, isento de IBEs. *Indica 

diferenças estatisticamente significativas (p=0,0117) quando comparadas com o grupo controle do crescimento, 

sem IBEs. **Indica diferenças estatisticamente significativas (p=0,0019) quando comparado com o grupo 

controle do crescimento, sem IBEs. ***Indica diferenças estatisticamente significativas (p=0,0003) quando 

comparado com o grupo controle de crescimento, sem IBEs. ****Indica diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,0001) quando comparado com o grupo controle de crescimento, sem IBEs. 

 

A microscopia confocal também mostrou que todos os compostos do estudo 

atuam sobre os biofilmes de P. aeruginosa. Na cepa forte formadora, todos os parâmetros 

analisados: biomassa, espessura média de toda a área, espessura média da biomassa, 

coeficiente de rugosidade e razão superfície/volume foram alterados para todos os compostos 

em comparação com o grupo não tratado. No entanto, para a cepa fraca formadora, poucos 

parâmetros foram alterados. Estes aumentaram a biomassa (p=0,0018) e a espessura média de 

toda a área (p=0,0035) e diminuíram o coeficiente de rugosidade (p=0,0031) e a razão 
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superfície/volume (p=0,0115) após o tratamento com fluoxetina. Quanto à prometazina e ao 

CCCP, apenas alteraram a biomassa média (p=0,0184; p=0,0143) (Figura 7, Figura 8). 

 

Figura 7 – Efeito dos inibidores de bombas de efluxo nos parâmetros estruturais de biofilmes 

maduros analisados por microscopia confocal em cepas forte e fraca formadoras de biofilme. 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Figura 7. Análises de microscopia confocal de uma cepa de P. aeruginosa com formação de biofilme forte (1) e 

fraca (1). *Indica diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os biofilmes expostos a prometazina, 

fluoxetina e CCCP e o controle de crescimento. 

 

Figura 8 – Análise tridimensional de biofilmes maduros de uma cepa forte (1) e fraca (1) 

formadoras de biofilme de P. aeruginosa expostas aos inibidores de bombas de efluxo. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

Figura 8. Análise tridimensional de biofilmes maduros de uma cepa forte (1) e fraca (1) formadoras de biofilme 

de P. aeruginosa. As imagens foram adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) utilizando 

o fluoróforo Live/Dead (InvitrogenTM, MA, EUA), a 488 nm para a deteção de SYTO9, que identifica células 

bacterianas vivas (verde), e 561 nm para a deteção de iodeto de propídio, que identifica células bacterianas 

mortas/danificadas (vermelho). As imagens Z-stack foram analisadas com o software COMSTATTM. Ampliação: 

600×; escala: 50 μm. 

 

6.2 Atividade das bombas de efluxo das cepas e avaliação dos compostos como IBEs 

 

Para avaliar a capacidade de inibir as bombas de efluxo, foram selecionadas duas 

concentrações subinibitórias dos IBEs (CIM/2 e CIM/4) para verificar o seu potencial para 

reduzir o efluxo do corante brometo de etídio, um intercalador de ácido nucleico que é um 

substrato para as bombas de efluxo. As células bacterianas tratadas com os IBEs aumentaram 

significativamente a sua fluorescência em comparação com os isolados não tratados. Nos 

tratamentos CIM/2, houve um aumento da fluorescência de 79,5% (p=0,0034), 203,2% 

(p<0,0001) e 350,1% (p<0,0001), e com CIM/4 os aumentos foram de 120,3% (p<0,0001), 

279,0% (p<0,0001) e 254,8% (p<0,0001) para CCCP, prometazina e fluoxetina, 

respetivamente (Figura 9). 

 

Figura 9 - Efeito dos IBEs no efluxo de brometo de etídio por Pseudomonas aeruginosa 

(n=31). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 9. Dados expressos em média ± desvio padrão da fluorescência das células bacterianas expostas ao 

corante fluorescente brometo de etídio. (A-C) Efeito das concentrações subinibitórias (CIM/2 e CIM/4) de PMZ, 

FLU e CCCP no acúmulo do brometo de etídio nas células bacterianas em comparação com o grupo não tratado 

com os IBEs (Controle). *Indica diferenças estatisticamente significativas (p<0,05), quando comparado com o 

controle de crescimento livre de IBE. (D-E) Comparação da fluorescência emitida pelos isolados tratados com os 

diferentes IBEs nas concentrações subinibitórias de CIM/2 e CIM/4. *Indica diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05), quando comparado com outro IBE. **Indica diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05), quando comparado com os outros dois IBEs.  

 

6.3 Associação de inibidores da bomba de efluxo com ciprofloxacina, gentamicina e 

meropenem 

Para avaliar a capacidade de inibir as bombas de efluxo, foram selecionadas duas 

concentrações subinibitórias dos IBEs (CIM/2 e CIM/4) para verificar o seu potencial para 

reduzir o efluxo do corante brometo de etídio, um intercalador de ácido nucleico que é um 

substrato para as bombas de efluxo. As células bacterianas tratadas com os IBEs aumentaram 

significativamente a sua fluorescência em comparação com os isolados não tratados. Nos 

tratamentos CIM/2, houve um aumento da fluorescência de 79,5% (p=0,0034), 203,2% 

(p<0,0001) e 350,1% (p<0,0001), e com CIM/4 os aumentos foram de 120,3% (p<0,0001), 

279,0% (p<0,0001) e 254,8% (p<0,0001) para CCCP, prometazina e fluoxetina, 

respetivamente (Figura 10). 

A prometazina reduziu as CIMs da ciprofloxacina e do meropenem quando 

associada às CIM/2 e CIM/4, para a gentamicina a redução foi observada apenas para a 

associação com a CIM/2. No entanto, apenas a associação entre CIM/2 da prometazina e 

ciprofloxacina apresentou diferença estatisticamente significativa (p=0,0134) quando 

comparada às células bacterianas tratadas apenas com o antimicrobiano (Tabela 4). 

Para as associações com fluoxetina e CCCP, as CIMs médias geométricas de 

todos os antimicrobianos foram reduzidas (Tabela 4). No entanto, apenas a associação da 

CIM/2 da CCCP e da gentamicina diferiu estatisticamente do antimicrobiano isolado 

(p=0,0307). 

As associações de PMZ, FLU e CCCP com antimicrobianos também foram 

efetuadas em biofilmes. Para o efeito, foram escolhidas as concentrações de CEMB/2 e 

CEMB/4 de cada EPI. Oito cepas categorizadas como fortes (4) e fracas (4) formadoras de 

biofilme foram utilizadas nesta análise. Os dados destas associações são apresentados na 

Tabela 5. 

A prometazina (CEMB/2 e CEMB/4) reduziu significativamente as CEMBs para a 

ciprofloxacina (p=0,0014 e p=0,0256, respetivamente) e o meropenem (p=0,0002 e p=0,0145, 
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respetivamente). Relativamente à gentamicina, apenas a associação com CEMB/2 reduziu 

significativamente as CEMB em comparação com o antimicrobiano isolado (0,0070). 

A fluoxetina (CEMB/2 e CEMB/4) reduziu significativamente as CEMBs da 

gentamicina (p=0,0256 e p=0,0256, respetivamente) e do meropenem (p=0,0005 e p=0,0025, 

respetivamente). Também reduziu as CEMBs da ciprofloxacina, mas sem diferença estatística. 

CCCP (CEMB/2 e CEMB/4) reduziu significativamente as CEMBs da 

gentamicina (p=0,0002 e p=0,0070, respetivamente) e do meropenem (p=0,0005 e p=0,0009, 

respetivamente). Mostrou também uma redução significativa das CEMBs da ciprofloxacina 

quando associada à CEMB/2 (p=0,0002). 

Embora não tenha havido correlação estatística para todas as associações, foi 

possível observar que os inibidores de bombas de efluxo favoreceram a redução de CEMB 

para todos os antimicrobianos testados, indicando a relevância das bombas de efluxo para a 

manutenção do biofilme. 

   O efeito das associações na biomassa do biofilme também foi avaliado. Foi 

demonstrado que as associações com CCCP reduzem significativamente a biomassa dos 

biofilmes quando comparadas com os antimicrobianos isoladamente. Os outros IBEs não 

pareceram melhorar a capacidade dos antimicrobianos para reduzir a biomassa dos biofilmes, 

apenas no caso do meropenem quando associado à fluoxetina (Figura 10).
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Tabela 4 - Atividade antibacteriana da prometazina (PMZ), fluoxetina (FLU) e carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) combinados com 

antibióticos. 

Cepas 
Isolado 

Associado 
Isolado 

Associado 
Isolado 

Associado 

PMZ FLU CCCP PMZ FLU CCCP PMZ FLU CCCP 

CIP CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 GEN CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 MER CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 CIM/2 CIM/4 

MB2 32 4 16 16 16 8 16 8 4 32 8 16 2 8 128 16 128 128 128 8 32 

MB9 32 4 16 16 16 16 16 8 4 16 8 8 4 8 8 8 16 4 8 8 16 

MB33 16 4 16 8 16 16 16 16 2 32 16 16 4 16 256 256 256 128 256 256 256 

MB36 32 8 32 16 16 8 16 8 8 8 8 8 8 8 256 256 256 256 256 256 256 

MB37 32 4 16 16 16 16 16 8 4 16 8 8 4 16 256 128 256 256 256 256 256 

MB93 16 4 4 8 8 8 8 256 64 128 128 128 64 64 64 64 64 64 64 32 64 

MB143 32 8 8 16 16 32 32 256 64 128 256 256 128 128 128 128 128 128 128 128 128 

NID29 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 

NID45 256 32 256 32 64 256 256 256 256 256 256 256 32 128 8 8 8 4 8 8 8 

NID47 128 32 128 128 128 128 128 256 256 256 256 256 128 128 8 8 8 2 8 4 8 

NID51 256 16 128 256 256 256 256 256 256 256 256 256 128 128 8 4 8 8 8 8 8 

NID86 256 64 128 256 256 256 256 256 256 256 256 256 128 256 4 4 4 4 4 4 8 

NID91 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 4 2 4 4 4 2 4 

NID94 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 4 2 4 4 4 2 4 

NID110 16 2 2 8 8 2 4 4 25 25 1 1 0,125 0,25 32 4 8 8 8 16 16 

NID127 8 1 1 8 8 4 4 2 25 25 1 1 0,125 0,25 16 16 16 16 16 16 16 

NID144 256 32 64 128 128 16 16 256 256 256 256 256 16 32 64 8 64 64 64 8 16 

SRN1 256 256 256 128 256 64 256 64 64 64 64 64 32 128 256 256 256 128 256 256 256 

SRN3 256 128 256 256 256 256 256 64 32 64 64 64 16 128 256 256 256 256 256 128 256 

SRN7 256 128 256 256 256 256 256 64 32 32 64 64 32 64 32 32 32 4 4 8 16 

SRN27 256 128 256 256 256 128 256 64 32 32 16 16 32 64 8 8 8 4 4 4 8 

SRN35 256 128 256 256 256 256 256 128 32 64 128 128 32 64 256 256 256 256 256 128 256 

SRN65 256 256 256 256 256 256 256 256 32 32 128 128 64 64 256 256 256 128 256 256 256 

NEZ11 64 32 64 32 64 32 64 256 256 256 128 256 64 128 8 4 4 4 4 0,5 8 

NEZ26 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 2 1 1 1 2 2 8 

NEZ71 128 32 64 64 64 32 128 256 256 256 128 256 32 64 4 2 2 2 4 4 4 

NEZ77 128 16 64 64 64 64 64 256 128 128 128 256 64 128 8 4 4 4 8 4 4 

NEZ85 128 64 64 128 128 64 64 2 2 8 1 1 2 2 4 2 2 4 4 4 4 

NEZ148 256 128 256 128 128 64 64 256 256 256 256 256 32 128 8 4 4 4 4 8 16 

NEZ153 8 2 4 8 8 4 4 2 0,25 0,25 1 1 1 2 8 4 8 8 8 8 8 

Média 

Geométrica 
81,3 20,8* 46,4 51,7 57,5 40,6 51,7 51,7 34,8 57,0 37,5 41,7 21,3* 29,5 24,6 15,2 20,8 16,0 20,3 16,4 23,4 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; MER: Meropenem. * Indica diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparada a média geométrica do grupo 

tratado com IBEs e o antimicrobiano isolado. 



51 

 

Tabela 5 – Atividade das associações de prometazina (PMZ), fluoxetina (FLU) e 

carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) nas CEMBs dos antimicrobianos. 

Cepas 
Isolado Associado Isolado Associado Isolado Associado 

CIP PMZ/2 PMZ/4 GEN PMZ/2 PMZ/4 MER PMZ/2 PMZ/4 

MB2 >128 64 >128 >128 128 >128 >128 64 >128 

SRN7 >128 32 64 >128 128 >128 128 <16 <16 

NID110 >128 64 64 >128 64 128 >128 32 32 

NID144 >128 128 >128 >128 128 128 128 <16 <16 

NID45 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 64 >128 

NEZ77 >128 32 64 >128 >128 >128 >128 <16 <16 

NEZ85 >128 128 128 >128 128 >128 >128 <16 32 

ATCC >128 128 64 >128 128 >128 >128 <16 <16 

Média 

geométrica 
256 83* 117* 256 140* 215 215 16* 27* 

 CIP FLU/2 FLU/4 GEN FLU/2 FLU/4 MER FLU/2 FLU/4 

MB2 >128 >128 >128 >128 128 128 >128 128 >128 

SRN7 >128 >128 >128 >128 64 64 128 <16 <16 

NID110 >128 32 128 >128 32 128 >128 <16 <16 

NID144 >128 >128 >128 >128 >128 >128 128 <16 <16 

NID45 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 <16 <16 

NEZ77 >128 <16 64 >128 >128 >128 >128 <16 <16 

NEZ85 >128 128 128 >128 64 128 >128 <16 <16 

ATCC >128 32 128 >128 32 128 >128 <16 <16 

Média 

geométrica 
256 91 166 256 99* 152* 215 11* 12* 

 CIP CCCP/2 CCCP/4 GEN CCCP/2 CCCP/4 MER CCCP/2 CCCP/4 

MB2 >128 128 >128 >128 32 128 >128 128 128 

SRN7 >128 128 >128 >128 32 64 128 <16 <16 

NID110 >128 32 64 >128 <16 <16 >128 <16 <16 

NID144 >128 128 >128 >128 128 >128 128 32 128 

NID45 >128 32 >128 >128 128 >128 >128 32 64 

NEZ77 >128 <16 32 >128 <16 32 >128 32 64 

NEZ85 >128 32 <16 >128 <16 <16 >128 <16 64 

ATCC >128 <16 32 >128 32 32 >128 <16 <16 

Média 

geométrica 
256 38* 83 256 27* 49* 215 19* 35* 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; MER: Meropenem. * Indica diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05) quando comparada a média geométrica do grupo tratado com IBEs e o antimicrobiano isolado. 

 

Figura 10 – Efeitos das associações dos antimicrobianos com PMZ, FLU e CCCP sobre a 

biomassa de biofilmes maduros de P. aeruginosa (n=8). 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Figura 10. Efeitos das associações dos antimicrobianos: ciprofloxacina, gentamicina e meropenem com os 

inibidores da bomba de efluxo PMZ, FLU e CCCP em biofilmes maduros de P. aeruginosa (n=8). Dados 

expressos como média ± desvio padrão da biomassa do biofilme avaliada pela técnica de coloração com cristal 

violeta. *Indica diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os biofilmes expostos a prometazina, 

fluoxetina e CCCP e o controle de crescimento. **Indica diferenças estatisticamente significativas (p<0,0071) 

quando comparadas com o controle de crescimento. ATB: Antibiótico. 

 

 

 



52 

 

7 DISCUSSÃO 

 

Dos vários mecanismos de resistência aos antibióticos, o efluxo ativo dos 

antimicrobianos representa uma importante via associada ao fenótipo multirresistente (MDR) 

em Pseudomonas aeruginosa (LISTER et al., 2009). Por esse motivo, a busca de inibidores 

para bombas de efluxo (IBEs) se torna uma alternativa interessante no manejo da resistência 

antimicrobiana, uma vez que são capazes de reaver a ação de antibióticos que são expulsos da 

célula bacteriana por esses sistemas de efluxo (SHARMA et al., 2019).  

Para P. aeruginosa, quatro sistemas de efluxo ganham destaque, são eles: MexAB-

OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM, conferindo resistência à uma extensa 

lista de antimicrobianos, dentre eles, as fluoroquinolonas, os aminoglicosídeos e os 

carbapenêmicos, em especial, meropenem (PAN et al., 2016; ISLAMIEH et al., 2018; 

LORUSSO et al., 2022). Alguns IBEs já são descritos para essas bombas de efluxo na 

literatura, porém devido a problemas de toxicidade, alta especificidade para poucos sistemas 

de efluxo e outros fatores, nenhum deles chegou ao mercado comercial (NAKASHIMA et al., 

2013; ARON & OPPERMAN, 2016; SHARMA et al., 2019). 

Nesse contexto, a busca por novos inibidores que atuem em uma maior 

diversidade de sistemas de efluxo e não sejam tóxicos faz-se relevante. Prometazina e 

fluoxetina são fármacos já utilizados na prática clínica como anti-histamínico e antipsicótico, 

respectivamente, e são descritos como inibidores de bomba de efluxo para algumas espécies 

bacterianas e fúngicas (SIDRIM et al., 2017; NZAKIZWANAYO et al., 2017; BRILHANTE 

et al., 2018; CORDEIRO et al., 2020; GRIMSEY et al., 2020). Porém, poucos trabalhos na 

literatura avaliam a ação desses medicamentos frente as bombas de efluxo presentes em P. 

aeruginosa. 

Além destes, o CCCP, IBE clássico amplamente utilizado em outros estudos para 

avaliar a atividade de bomba de efluxo de células bacterianas (POURNARAS et al., 2005; 

MALEK et al., 2009; MOMBESHORA; MUKANGANYAMA, 2017; SANCHEZ-

CARBONEL et al., 2021), também foi avaliado frente às cepas clínicas de P. aeruginosa a 

fim de analisá-lo individualmente e compará-lo com os IBEs não clássicos do estudo, PMZ e 

FLU. 

Prometazina apresentou CIMs variando de 195.3 a 781.2 µg/mL. Estudos com 

outros bacilos Gram negativos também encontraram efeitos antibacterianos sobre células 

planctônicas para prometazina com CIMs de 128 µg/mL para Escherichia coli e 780 µg/mL 

para Burkholderia pseudomallei (SIDRIM et al., 2017; LEHTINEN & LILIUS, 2007). 
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Alguns mecanismos são propostos para a ação antimicrobiana das fenotiazinas, os principais 

deles estão alicerçados na inibição de bombas de efluxo, gerada pela capacidade desses 

compostos em impedir o transporte de cálcio e consequente inibição de funções enzimáticas 

dependentes de Ca2+, como a geração de energia para a célula necessária para ativação dos 

sistemas de efluxo, e na capacidade desses fármacos em se intercalar ao DNA bacteriano e 

inibir replicação do microrganismo (VARGA et al., 2017).  

Porém, como observado em nosso estudo e nos trabalhos supracitados com outros 

bacilos Gram negativos, as concentrações das fenotiazinas que apresentam efeito 

antimicrobiano in vitro seriam muito maiores do que as que podem ser alcançadas no paciente 

acometido por uma infecção com esse patógeno (MARTINS et al., 2008). Deste modo, é 

importante trabalhar na perspectiva de utilizar a prometazina como um adjuvante, em 

associação com antimicrobianos clássicos, comumente utilizados na prática clínica. 

Partindo desse princípio, concentrações subinibitórias da prometazina (CIM/2 e 

CIM/4) foram avaliadas quanto ao seu potencial em inibir bombas de efluxo nos isolados do 

presente estudo. Para isso, ensaios de acúmulo intracelular com brometo de etídio foram 

realizados. O brometo de etídio (EtBr) é o corante de ácido nucleico fluorescente mais 

utilizado para inferir indiretamente a atividade de efluxo de células bacterianas (FUJIWARA 

et al., 2022). Medir a fluorescência de células tratadas com brometo de etídio permite avaliar 

o quanto o corante se acumulou na bactéria e fluoresceu, logo, quanto maior a atividade de 

efluxo na cepa bacteriana, menor será o acúmulo de corante devido à sua extrusão para o 

ambiente extracelular, consequentemente, menor será sua fluorescência (BLAIR; PIDDOCK, 

2016). 

A prometazina foi capaz de aumentar significativamente a fluorescência das 

células bacterianas em comparação às células não tratadas, aumentos em 223.6% e 137.9%, 

para CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Logo, o maior acúmulo de brometo de etídio após o 

tratamento das células com prometazina permite comprovar sua ação em bombas de efluxo 

presentes em P. aeruginosa. Porém, a partir dessa metodologia, não é possível identificar 

como e quais bombas de efluxo estão sendo inibidas pelo composto.  

Chan et al. (2007) hipotetizam que as fenotiazinas atuem nas bombas de efluxo 

RND através da sua capacidade de perturbar o gradiente de prótons da membrana, que é 

necessário para energizar o processo de extrusão do substrato antimicrobiano. Estudos que 

elucidem os mecanismos de ação da prometazina envolvidos na inibição de bombas de efluxo 

podem esclarecer de que forma este fármaco atua para além da perturbação do gradiente de 

prótons, como: alteração da regulação de expressão dos genes envolvidos na montagem das 
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proteínas que compõem as bombas, competição com os antimicrobianos por sítios de ligação 

em sua estrutura, modificação do design químico do antimicrobiano através da ligação com o 

mesmo, dentre outros (PUZARI & CHETIA, 2017). Essas informações poderão, também, 

verificar quais sistemas de efluxo são inibidos por este fármaco, podendo explicar as 

diferenças observadas nas reduções de CIMs entre os diferentes isolados e drogas 

antimicrobianas. 

As CIMs de FLU variaram de 78.1 a 312.5 µg/mL. Sousa et al., (2018) encontram 

CIM de 161 µg/mL para P. aeruginosa, porém, os autores do estudo afirmam que apesar da 

inibição de bombas de efluxo seja o mecanismo proposto para a atividade antibacteriana da 

fluoxetina, ainda não se sabe em detalhes os processos que levam a essa inibição. Para estudos 

em micologia, o efeito proposto para os inibidores seletivos da recaptação da serotonina, 

como a fluoxetina, é a apoptose celular por danos à membrana plasmática e mitocondrial 

(TEKINTAS et al., 2020). Assim, hipotetiza-se que a fluoxetina atue gerando danos à 

membrana plasmática bacteriana. 

No presente estudo, a fluoxetina também foi capaz de aumentar significativamente 

a fluorescência das células bacterianas em comparação às células não tratadas em 352% e 

246.5%, em CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Poucos estudos avaliam a atuação da 

fluoxetina como inibidor de bomba de efluxo. Nzakizwanayo et al., (2017) também utilizando 

a metodologia de acúmulo intracelular com brometo de etídio, verificou que fluoxetina 

apresentou um maior aumento de fluorescência que uma fenotiazina utilizada em seu estudo, 

a tioridazina, fato também observado em nosso estudo, porém os autores analisaram a ação 

desses compostos sobre Proteus mirabilis, e não P. aeruginosa. 

Nzakizwanayo et al., (2017) avaliou, por docking molecular, que a fluoxetina se 

liga a um bolso de ligação rico em aminoácidos hidrofóbicos no sistema de efluxo Bcr/ClfA 

presente em P. mirabilis. Porém, assim como em PMZ, é importante elucidar como e quais 

sistemas de efluxo em P. aeruginosa podem ser inibidos por esse composto para que se 

explique as diferenças nas interações entre as diferentes cepas e drogas. Porém, é possível 

hipotetizar que a fluoxetina deve atuar inibindo sistemas de efluxo menos expressivos na 

modulação da resistência antimicrobiana em P. aeruginosa em comparação com a 

prometazina, uma vez que a prometazina causou reduções mais acentuadas nas CIMs dos 

antimicrobianos clássicos. 

Para CCCP, as MICs variaram de 256 a 2048 µM. O mecanismo de ação do CCCP 

é bem elucidado na literatura, ele atua como inibidor de bomba de efluxo reduzindo a 

produção de ATP, atuando como um desacoplador da fosforilação oxidativa, e aumentando a 



55 

 

permeabilidade bacteriana a H+, consequentemente perturbando o gradiente de prótons, 

necessário para ativação dos sistemas de efluxo (FANÉLUS; DESROSIERS, 2013; RASHED 

et al., 2020). 

No presente estudo, esse composto foi capaz de aumentar significativamente a 

fluorescência das células bacterianas em comparação às células não tratadas em 91,5% e 

130.7%, em CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Apesar deste composto ser o IBE clássico 

utilizado no estudo, esses resultados representam o menor aumento de fluorescência quando 

comparado à prometazina e fluoxetina nas duas concentrações subinibitórias testadas. 

No que diz respeito a associação dos IBEs com os antimicrobianos clássicos, foi 

possível observar que, de maneira geral, as CIMs de ciprofloxacina pareceram sofrer maiores 

reduções quando associadas aos IBEs, a exceção do CCCP que se associou melhor à 

gentamicina. Tal resultado, pode ser explicado pelo fato de que as fluorquinolonas são 

substratos para as quatro bombas de efluxo clinicamente relevantes em P. aeruginosa: 

MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM, enquanto meropenem e 

gentamicina para apenas uma delas, MexAB-OprM e MexXY-OprM, respectivamente 

(REHMAN et al., 2018; BIALVAEI et al., 2021).  

Além disso, as menores reduções de CIMs observadas para as associações com 

meropenem podem estar associadas ao fato de que a maioria das cepas são produtoras de 

carbapenemases, assim, apesar do possível aumento do influxo dos antimicrobianos gerado 

pelos IBEs do estudo, o antibiótico ainda teria que resistir à ação das enzimas, o que pode ter 

implicado em piores resultados nas associações. 

Também é possível observar que, apesar da menor fluorescência gerada pelo 

tratamento com CCCP e PMZ, quando comparados à fluoxetina, são obtidos melhores 

resultados de associação que os obtidos para fluoxetina. Estes resultados podem indicar que 

PMZ e CCCP parecem atuar em bombas clinicamente mais relevantes no contexto da 

resistência às fluorquinolonas, aminoglicosídeos e carbapenêmicos quando comparados as 

bombas inibidas pela fluoxetina.   

Observou-se também que as interações do CCCP foram melhores com 

gentamicina quando em comparação com os resultados obtidos por PMZ e FLU. Hipotetiza-

se, então, que o CCCP pode atuar de maneira mais significativa nas bombas de efluxo que são 

responsáveis pelo efluxo de aminoglicosídeos, como a MexXY-OprM, por exemplo 

(THACHARODI; LAMOND, 2022). Porém, não há dados na literatura que permitem 

comprovar essa hipótese. 
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Além de modular a resistência antimicrobiana, as bombas de efluxo também 

atuam em outros aspectos da fisiologia bacteriana, dentre eles, a comunicação intercelular, 

quorum sensing e consequente formação de biofilme, extrusão de adesinas, toxinas e outros 

compostos proteicos. Logo, inibir esses sistemas de efluxo permite avaliar, também, sua 

contribuição para virulência e patogenicidade bacteriana (BLANCO et al., 2018; DAVIN-

REGLI et al., 2021; HUANG et al., 2022). 

Os IBEs do estudo foram testados frente aos biofilmes de P. aeruginosa. Foram 

encontradas CEMBs para todos os compostos, demonstrando sua atuação na redução da 

atividade metabólica desses biofilmes. Além disso, concentrações subeliminatórias CEMB/2 e 

CEMB/4 de prometazina e CCCP reduziram a biomassa desses biofilmes, fato não observado 

para fluoxetina. 

Prometazina também apresentou efeitos antibiofilme contra Burkholderia 

pseudomallei, Sidrim et al., (2016) afirmam que esses resultados se devem ao fato de que as 

bombas de efluxo desempenham um importante papel na manutenção de biofilmes, uma vez 

que são responsáveis por eliminar substâncias tóxicas e demais resíduos que enfraqueceriam 

as células que compõe o biofilme. Fiallos et al. (2022) também demonstraram o efeito da 

prometazina sobre a biomassa de biofilmes duo espécie de Enterococcus faecalis e Candida 

albicans, sendo responsável por significativa redução no teor de proteínas e carboidratos 

desses biofilmes, comprovando que a matriz desses biofilmes também é alterada na presença 

desse inibidor. 

Quanto à ação do CCCP, Ikonomidis et al. (2008) também observaram sua 

atividade frente a biofilmes de P. aeruginosa, porém os autores desse estudo afirmam que é 

dificil estabelecer um mecanismo específico que explique a ação desse composto sobre os 

biofilmes, uma vez que o CCCP atua sobre todos os transportadores dependentes de força 

próton motiva na célula bacteriana, podendo desencadear efeitos diversos no metabolismo 

microbiano. 

No presente estudo, o CCCP associado em CEMB/2 também gerou efeitos 

aditivos frente a atividade metabólica dos biofilmes para todos os antimicrobianos testados, 

porém esse IBE associado causou aumento nas biomassas de ciprofloxacina e meropenem em 

19.6% e 10.8%, respectivamente, e uma redução de 47.1% na biomassa de gentamicina. Logo, 

assim como para as cepas planctônicas, observou-se uma melhor interações entre CCCP e 

gentamicina, quando comparada aos outros dois antimicrobianos.  

Baugh et al., (2014), utilizaram, dentre os IBEs do seu estudo, uma fenotiazina, a 

clorpromazina, e o CCCP, sobre biofilmes de algumas espécies bacterianas, dentre elas P. 
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aeruginosa. Os autores observaram que os dois inibidores tiveram ação significativa na 

redução da formação de biofilme nessa espécie e sugerem que, independentemente do 

mecanismo envolvido na inibição do efluxo, esse processo reprime componentes da matriz 

dos biofilmes, essenciais para maturação e manutenção destes. Logo, os dados das 

associações de CCCP gerando aumentos de biomassa, vai em desencontro ao observado na 

literatura (BAUGH et al., 2014; IKONOMIDIS et al., 2008). 

Com relação à fluoxetina, há escassez de trabalhos a utilizando como IBE em 

biofilmes bacterianos, dificultando a comparação com outros resultados da literatura. Porém, 

Nzakizwanayo et al. (2017), utilizando fluoxetina na proposta de IBE, não observaram 

reduções significativas no número de células viáveis e na biomassa de biofilmes de P. 

aeruginosa formados em cateteres urinários.  

No presente estudo, a fluoxetina foi capaz de inibir a atividade metabólica dos 

biofilmes maduros de P. aeruginosa. As associações desse composto com os antimicrobianos 

também geraram efeitos sinérgicos e aditivos sobre a redução na atividade metabólica destes, 

porém, assim como na pesquisa de Nzakizwanayo et al., (2017) não foi capaz de reduzir sua 

biomassa. Oliveira et al., (2018) observaram o mesmo fenômeno descrito em nosso estudo, 

onde FLU foi mais eficaz em prejudicar o metabolismo dos biofilmes de Candida do que em 

reduzir a biomassa destes, os autores dessa pesquisa hipotetizam que a baixa lipofilia da 

fluoxetina seja responsável por esses resultados, uma vez que as características lipofílicas da 

molécula podem permitir uma maior penetração no biofilme, destruindo sua matriz. 

Silva et al., (2017), também trabalhando com espécies de Candida, encontraram 

atividade antibiofilme para fluoxetina. Os autores propõem que o mecanismo de ação da 

fluoxetina no biofilme seja igual ao proposto para as células planctônicas, gerando distúrbios 

da membrana plasmática. Outro fato também observado por Silva et al., (2017), é que as 

concentrações necessárias para eliminar os biofilmes são semelhantes às concentrações 

inibitórias para as células planctônicas. Em nosso estudo, as CIMs e CEMBs de fluoxetina são, 

também, mais próximas que as observadas em PMZ e CCCP, indicando que esse fármaco 

parece ter ação semelhante em células bacterianas. 

Por fim, pontua-se que as concentrações subinibitórias e subeliminatórias de 

biofilmes para os IBEs utilizadas nas associações do presente estudo são maiores do que as 

que podem ser alcançadas no paciente acometido por uma infecção com esse patógeno, 

dificultando a visualização desses IBEs no cenário clínico. 

Apesar disso, caracterizar esses novos inibidores de bombas de efluxo permite a 

disponibilidade de um maior arsenal de compostos a serem utilizados em pesquisas 
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laboratoriais, além da possibilidade de utilização desses compostos em dispositivos médicos 

de longa duração, como a impregnação em cateteres, que são amplamente encorajados por 

outras pesquisas (NZAKIZWANAYO et al., 2017; SIDRIM et al., 2019), especialmente no 

contexto de impossibilitar a formação de biofilmes microbianos nesses dispositivos. 
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8 CONCLUSÃO 

 

No presente estudo, PMZ, FLU e CCCP apresentaram efeito antimicrobiano frente 

as cepas multirresistentes de P. aeruginosa em sua forma planctônica e em biofilme. Além 

disso, os ensaios de acumulação intracelular de brometo de etídio possibilitaram comprovar a 

ação desses compostos como IBEs para P. aeruginosa.  

Embora as cepas resistentes não tenham sido sensibilizadas após a associação com 

os compostos do estudo, importantes reduções nas CIMs dos antimicrobianos, em especial 

para ciprofloxacina, foram observadas. Os IBEs também geraram efeitos aditivos para ação 

dos antimicrobianos na redução da atividade metabólica dos biofilmes, embora reduções 

significativas na biomassa destes não tenham sido observados. 

Logo, mais estudos são necessários a fim de caracterizar como e quais bombas de 

efluxo de P. aeruginosa são inibidas pelos IBEs utilizados nesta pesquisa, permitindo discutir 

as diferentes interações observadas a partir das associações IBEs-Antimicrobianos. Análises 

moleculares e estudos computacionais, utilizando docking molecular, podem ser ferramentas 

importantes para o avanço nesses estudos. 
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