UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA MEDICA

VINICIUS CARVALHO PEREIRA

EFEITO DAPROMETAZINA, FLUOXETINA E CARBONILCIANETO M-
CLOROFENIL-HIDRAZONA (CCCP) COMO INIBIDORES DE BOMBAS DE
EFLUXO EM ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa
MULTIRRESISTENTES

FORTALEZA-CE
2023



VINICIUS CARVALHO PEREIRA

EFEITO DAPROMETAZINA, FLUOXETINA E CARBONILCIANETO M-
CLOROFENIL-HIDRAZONA (CCCP) COMO INIBIDORES DE BOMBAS DE
EFLUXO EM ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa
MULTIRRESISTENTES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Microbiologia Meédica da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Mestre em
Microbiologia Médica. Area de concentragio:
Microbiologia Humana e Animal.

Orientadora: Prof?. Dr?. Débora Castelo Branco
de Souza Collares Maia.

Coorientadora: Prof?, Dr?. Glaucia Morgana de
Melo Guedes.

FORTALEZA-CE
2023



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

P496e Pereira, Vinicius Carvalho.
Efeito da prometazina, fluoxetina e carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) como
inibidores de bombas de efluxo em isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes /
Vinicius Carvalho Pereira. — 2023.
71 f.:il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina, Programa
de Pés-Graduagdo em Microbiologia Médica, Fortaleza, 2023.

Orientagdo: Prof. Dr. Débora Castelo Branco de Souza Collares

Maia.

Coorientagdo: Prof. Dr. Glaucia Morgana de Melo Guedes.

1. Pseudomonas aeruginosa. 2. bombas de efluxo. 3. resisténcia antimicrobiana. 4.
biofilmes. 5.permeabilidade. 1. Titulo.
CDD 616.9




VINICIUS CARVALHO PEREIRA

EFEITO DA PROMETAZINA, FLUOXETINA E CARBONILCIANETO M-
CLOROFENIL-HIDRAZONA (CCCP) COMO INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO
EM ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa MULTIRRESISTENTES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Microbiologia Médica da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Mestre em
Microbiologia Médica. Area de concentracio:
Microbiologia Humana e Animal.

Aprovada em: 17/02/2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dr?. Débora Castelo Branco de Souza Collares Maia (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Nilberto Robson Falcdo do Nascimento
Universidade Estadual do Ceara (UECE)

Prof. Dr. Paulo César Pereira de Sousa
Centro Universitario Christus (Unichristus)



A Deus.

Ao0s meus pais, Ana e Pedro.

As minhas irmas, Camila e Viviane.
A minha sobrinha e afilhada, Raissa.

Vocés sao meu combustivel.



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A FUNCAP, pelo apoio financeiro com a manutencéo da bolsa de auxilio.

A Profa. Dra. Débora Castelo Branco de Souza Collares Maia, por todas as
oportunidades, ensinamentos e experiéncias que me permitiu vivenciar ao longo do mestrado,
seu tratamento compreensivo e humanizado estara sempre marcado em mim, como
profissional e ser humano. Tenho na senhora uma enorme inspiragdo, muito obrigado!

A Profa. Dra. Glaucia Morgana de Melo Guedes, por toda ajuda e
companheirismo no dia a dia do laboratdrio, desde a ajuda nos célculos dos experimentos até
as simples conversas rotineiras que tornavam os dias de trabalho no laboratorio mais alegres.

Aos professores participantes da banca de qualificacdo e defesa, Dra. Glaucia
Morgana de Melo Guedes, Dra. Silviane Praciano Bandeira, Dr. Nilberto Robson Falcéo do
Nascimento e Dr. Paulo César Pereira de Sousa, pela disponibilidade no aceite desse convite e
auxilio na melhoria deste trabalho. Obrigado pelas valiosas colaboragdes e sugestoes.

A todos os funcionarios do setor da Microbiologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), em especial ao microbiologista Paulo César e aos técnicos André e
Mariana, por todo apoio na obtencdo e identificacdo das cepas do estudo. Sem vocés essa
pesquisa ndo seria possivel.

A minha mée, dona Ana Lucia, por ser a maior representacdo de amor e cuidado
na minha vida, por todas as bencdos nas minhas saidas pelas manhas e esperas ansiosas pela
minha chegada em casa, amo a senhora mais que tudo no mundo. Ao meu pai, Seu Pedro, por
me ensinar a lutar por todos os meus objetivos e sonhos, é meu grande incentivador e melhor
amigo, tenho no senhor a minha maior fortaleza, amo vocé.

As minhas irmés Camila e Viviane, as melhores que Deus poderia me dar, tenho
em vocés a eterna admiracdo de um irmdo cacgula, amo vocés mais que tudo, até mesmo
guando sdo chatas. E também a minha sobrinha e afilhada Raissa, que me ensinou a amar
como um irmdo mais velho.

A Stefany por tanto carinho, apoio e compreensio, me fazendo acreditar que os
momentos dificeis passariam e melhores chegariam, tenho em vocé a melhor companheira
para todos 0s momentos, sejam eles bons ou ruins, amo muito vocé! E a toda familia Paiva,

em especial a Tia Cida, Paulo, Tia Sandra, Katy e Kikaki, vocés sdo muito especiais para mim.



A Alyne e Paulo que me ajudaram em todos os momentos da minha pesquisa, da
bancada a escrita, sem vocés esse trabalho ndo teria sido possivel. A vocés minha eterna
gratiddo e admiragdo. Muito obrigado, de verdade!

A todos os amigos e colegas que tive a honra de trabalhar e conhecer no
Laboratdrio de Bacteriologia, em especial, a Lucia, Thiago, Rodrigo Guedes, Jaiane, Luana,
Rodrigo Machado, Expedito, Juliana, Emanuela, Kesia, Ana Carla, lvan, Jardel, Natasha e
Marcos, que dividiram tantos momentos especiais, e ndo tao especiais também, no laboratorio.

Aos meus amigos Anderson, Carolzinha, Rodrigo, Sarinha, Lucifu, Luquinhas,
Anne, Yara, Camila, Isadora e Jodo, por todos 0s momentos de descontragéo e apoio.

Por fim, e ndo menos importante, a todos os funcionarios do prédio da
Biomedicina, pela manutencdo e cuidado com nosso ambiente de trabalho, em especial, ao

Seu Jodo, Valdeni, Rogério, Marcilio e Waliton.



“l think for the most part if you’re really
honest with yourself about what you want out
of life, life gives it to you”

How | Met Your Mother



RESUMO

Pseudomonas aeruginosa multirresistente (MDR) representa um grande problema de salde
em todo o mundo. O efluxo ativo dos antimicrobianos representa uma importante via
associada a esse fendtipo MDR. Além disso, as bombas de efluxo nessa espécie bacteriana
também atuam em outros aspectos da fisiologia bacteriana, como na manutencao de biofilmes.
Assim, a pesquisa por inibidores de bombas de efluxo (IBES) apresenta-se como uma
importante alternativa no manejo da resisténcia e viruléncia bacteriana. A presente pesquisa
objetivou avaliar a agdo da prometazina (PMZ), fluoxetina (FLU) e carbonilcianeto m-
clorofenil-hidrazona (CCCP) como IBEs em P. aeruginosa. As concentracdes Inibitorias
Minimas (CIMs) e o efeito dos IBEs sobre o metabolismo e a biomassa dos biofilmes
bacterianos foram determinados. Ensaios de acumulagdo com brometo de etidio (EtBr) foram
realizados para comprovar a agdo de PMZ, FLU e CCCP como IBEs. Associacdes de PMZ,
FLU e CCCP com antimicrobianos classicos (ciprofloxacina, gentamicina e meropenem)
sobre as celulas planctonicas 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 pg/mL para PMZ, 78,1 a 312,5 pg/mL para FLU e 256 a 2048 uM
para CCCP e Concentracdes Eliminatorias Minimas em Biofilme (CEMBS) variando de 781,2
a 6250 pug/mL para PMZ, 312,5 a 1250 pg/mL para FLU e 1024 a 4096 uM para CCCP,
embora FLU ndo tenha reduzido significativamente a biomassa desses biofilmes.
ConcentracGes subinitérias de PMZ, FLU e CCCP (CIM/2 e CIM/4) aumentaram
significativamente a fluorescéncia das células bacterianas, indicando sua ac¢éo na inibicdo de
bombas de efluxo. Foram observadas reducGes significativas na atividade metabolica dos
biofilmes ap06s a associacdo com os antimicrobianos, especialmente para 0 meropenem. Os
dados do presente estudo permitem comprovar a agdo de PMZ, FLU e CCCP como IBEs em P.

aeruginosa, e demonstram a relevancia das bombas de efluxo na resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; bombas de efluxo; resisténcia 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 pg/mL for PMZ, 78.1 to 312.5 pg/mL for FLU and 256 to 2048
pM for CCCP and Minimum Eliminating Biofilm Concentrations (MBECSs) ranging from 781,
2 to 6250 pg/mL for PMZ, 312.5 to 1250 pg/mL for FLU and 1024 to 4096 uM 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 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é considerada um problema de salde publica
mundial. Estima-se que, em 2019, bactérias multirresistentes foram responsaveis por 4,95
milhdes de mortes (MURRAY et al.,, 2022). Desses microrganismos, Pseudomonas
aeruginosa, um dos principais agentes causadores de infec¢fes relacionadas a assisténcia a
salde, representa um grande desafio por apresentar resisténcia a multiplas classes de
antimicrobianos (AZAM; KHAN, 2019; HORCAJADA et al., 2019).

De acordo com um levantamento do Centro de Controle e Prevencdo de Doengas
dos Estados Unidos, apenas no ano de 2017, as infec¢Bes por P. aeruginosa multirresistentes
foram responsaveis por 32.600 internacGes e 2.700 o6bitos, gerando gastos estimados em 767
milhdes de dolares aos centros de satde (CDC, 2019).

Por esse motivo, essa espécie, quando resistente aos carbapenémicos, esta inclusa
na lista prioritaria de patdgenos bacterianos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para 0s
quais urgem a pesquisa e o desenvolvimento de novos antibiéticos (DIGGLE & WHITELEY,
2020; JURADO-MARTIN et al., 2021). Nesse cenario, varios mecanismos de resisténcia em
P. aeruginosa tém sido estudados para explicar a perda de eficécia desses antimicrobianos e,
dentre eles, destacam-se a producdo de enzimas que inativam as drogas e a reducdo da
permeabilidade bacteriana, que pode se dar através da menor expressdao de porinas na
membrana externa, como a oprD, ou da super expressao de sistemas de efluxo (GELLATLY
& HANCOCK, 2013; CHEVALIER et al., 2017; KHALILI et al., 2019; SOUZA et al., 2021).

O aumento na expressdo de bombas de efluxo vem ganhando destaque, uma vez
gue importantes drogas com atividade antipseudomonas sdo apontadas como substrato para
alguns sistemas de efluxo presentes nesse patdgeno. A super expressdo de quatro deles
conferem resisténcia a essas classes de antimicrobianos, sédo eles: MexAB-OprM, cujos
substratos antimicrobianos sdo fluoroquinolonas, macrolideos, tetraciclinas, lincomicina,
cloranfenicol, novobiocina e a maioria dos B-lactamicos (exceto imipenem), MexCD-OprJ
atuando sobre fluoroquinolonas, B-lactamicos (em especial cefalosporinas de quarta geragéo,
como cefepima), cloranfenicol, tetraciclina, novobiocina, trimetoprima e macrolideos,
MexEF-OprN, agindo sobre cloranfenicol, fluoroquinolonas e trimetoprima e MexXY-OprM,
cujos substratos sao aminoglicosideos, fluorogquinolonas, cefepime, tetraciclina, cloranfenicol
e eritromicina, reduzindo, assim, as alternativas terapéuticas para 0 manejo dessas infeccGes
(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 tém se apresentado como alvo de estudos para melhor entender e caracterizar a
resisténcia antimicrobiana apresentada por essa espécie (ISLAMIEH et al., 2018; ISLAMIEH
et al., 2020; ZAHEDI BIALVAEI et al., 2021).

Pesquisas anteriores demonstraram a acdo de dois fa&rmacos ndo antimicrobianos,
prometazina (PMZ) e fluoxetina (FLU), como inibidores de atividade de bomba de efluxo em
algumas espeécies 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 classico 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 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pseudomonas aeruginosa

Descrita em 1882, por Carle Gessard, Pseudomonas aeruginosa, do grego Pseudo,
“falso”, monas, “unidade unica”, aeruginosa, “azul-esverdeado”, é uma bactéria pertencente
ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia
Pseudomonadaceae, género Pseudomonas (PALLERONI et al., 2015; DIGGLE; WHITELEY,
2020). Madigan et al., (2016) apresentam uma representacdo esquematica da &rvore
filogenética, construida com base em sequéncias do 16S RNAr, de Gammaproteobacteria, na

qual € possivel observar o posicionamento filogenético de Pseudomonas.

Figura 1 - Arvore filogenética demonstrando o
posicionamento do género Pseudomonas em Gammaproteobacteria.

Gammaproteobacteria
Acidithiobacitlus Acidithiobacillales
Pseudomonas Pseudomonadales
Xanthomonas
Lysobacter Xanthomonadales
Beggiatoa coses
Thiothrix Thiotrichales
Methylomonas
L] Methylococcus Methylococcales
Legionelia Legionellales
Chromatium
Nitrococcus Chromatiales
Nitrosococcus

Shewanella Alteromonadales

Aeromonas Aeromonadales

Pasteurella Pasteurellales

Photobactenum
Alifvibrio Vibrionales
Vibrio

Proteus

Yersinia

Salmonelia

Eschenchia Enterobacteriales
Sarratia

Enterobacter

Klebsiella

Fonte: MADIGAN et al., (2016).

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

reto ou pouco curvado, disposto em pares ou isolado, medindo, aproximadamente, 0,6 X 2 um
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(BROOKS et al., 2014). Sua caracterizacdo bioquimica, envolve a utilizacdo de carboidratos
por respiracdo aerdbia, embora possa crescer em baixas concentragdes de oxigénio usando
nitrato ou arginina como aceptores finais de elétrons (MURRAY et al., 2017). A oxidacao
ocorre pela passagem de elétrons pelo citocromo c, e por isso sdo oxidase positivas. Além
disso, ndo fermentam glicose, sendo denominadas n&o fermentadoras. Essas duas
caracteristicas permitem diferencid-la de muitas enterobactérias na rotina clinica 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 género
(TANG et al., 2014). Em agar MacConkey, meio comumente utilizado para seu isolamento,
sdo incolores, apresentam coldnias com aspecto navicular e alguns autores descrevem a
producdo de um odor caracteristico de frutas (LEVINSON; JAWETZ, 2006). Outra
caracteristica importante da espécie, e que deu nome a seu epiteto especifico “aeruginosa”, ¢
a producédo de alguns pigmentos, como a piocianina, uma fenazina azul ndo fluorescente, a
pioverdina, um sideréforo fluorescente, a piorubina, de cor vermelha e ndo fluorescente, e a
piomelanina, marrom e ndo fluorescente (ORLANDI et al., 2015). Esses pigmentos também
podem auxiliar no diagndstico laboratorial e sdo importantes fatores de viruléncia para essa
espécie. A figura 2 apresenta essa espécie em agar MacConkey.

Figura 2 - Pseudomonas aeruginosa em agar
MacConkey.

o—

Fonte: Arquivo pessoal (2022).
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P. aeruginosa é um organismo ubiquo, comumente isolado de diversos nichos
ecoldgicos, como: solo, ambientes aquaticos, plantas e animais (MIELKO et al., 2019).
Porém, para além da sua presenca em matrizes ambientais, esse microrganismo também se
apresenta como um patégeno oportunista que, com frequéncia, causa uma ampla gama de
infeccbes 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 Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (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 Prevencédo de Doencas (ECDC) no ano de 2016 revelaram
que P. aeruginosa foi 0 microrganismo mais isolado de pacientes com pneumonia adquiridas
nas UTIs europeias, além de estar entre os isolados mais frequentes em infec¢fes do trato
urinario e de corrente sanguinea 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 distribuicdo epidemioldgica no cenario das infeccBGes hospitalares
se associa a outro desafio imposto a comunidade médica. P. aeruginosa apresenta resisténcia
intrinseca a varios medicamentos, além da sua relativa capacidade em adquirir novos
mecanismos de resisténcia, limitando o arsenal terapéutico disponivel para o tratamento
dessas infecgdes (SAVOIA, 2014; HU et al., 2017).

2.2 Arsenal terapéutico disponivel para o tratamento de infeccbes por Pseudomonas

aeruginosa

Dentre o arsenal de antimicrobianos disponiveis, as fluoroquinolonas, os beta-
lactdmicos, em especial os carbapenémicos, e 0os aminoglicosideos sdo geralmente usados
como terapia de primeira linha até que resultados de cultura e sensibilidade estejam
disponiveis (HILLAN et al., 2020; WILSON; PANDEY, 2022).

As fluoroquinolonas sdo antibidticos de amplo espectro amplamente prescritos

para tratar infeccGes causadas por P. aeruginosa (KHAN et al., 2020). Agem inibindo duas
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enzimas envolvidas na sintese de DNA bacteriano, a topoisomerase Il (DNA-girase) e a
topoisomerase IV (HOOPER; JACOBY, 2016).

Seus principais representantes sdo 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 infecgdes por P. aeruginosa, incluindo
bacteremia, otite, Infec¢cBes do Trato Urinario (ITUs) e infeccBes de pele e partes moles
(BASSETTI et al., 2018; REHMAN; PATRICK; LAMONT, 2018; SHE et al., 2019).

Os carbapenémicos sdo amplamente utilizados no tratamento de infecgdes
causadas por isolados multirresistentes de P. aeruginosa. Isso se deve ao fato de serem muito
resistentes a hidrolise pelas penicilinases e cefalosporinases, apesar de serem hidrolisados por
carbapenemases (FIGUEREDO et al., 2020; NEVES, et al., 2011).

Assim como os demais betalactdmicos, inibem o crescimento bacteriano ao
interferir na reacdo de transpeptidacdo da sintese da parede celular bacteriana. Os principais
representantes dessa classe sdo imipenem e meropenem, sendo prescritos principalmente nos
casos de Infeccdes de Corrente Sanguinea (ICS), Pneumonia Associada a Ventilagdo
Mecanica (PAVM), ITUs complicadas e infeccBes de pele e tecidos moles (BASSETTI et al.,
2018; FIGUEREDO et al., 2020).

Dentre 0os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa, a
producdo de carbapenemases tem se apresentado como uma realidade problematica, uma vez
gue essas enzimas, além de inativar os carbapenémicos, também é capaz de hidrolisar outros
Beta-lactamicos, como as penicilinas e cefalosporinas (CAMPANA et al., 2017). Diante desse
cenario, alguns antimicrobianos importantes foram inseridos na prética clinica para lidar com
essa problematica.

Ceftazidima é uma cefalosporina de terceira geracdo 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 terapéutica no manejo de infeccbes por P. aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos e produtoras de serino carbapenemases.

Outra alternativa terapéutica comumente apresentada € a combinacdo de outra
cefalosporina com um inibidor de B-lactamases, o Ceftolozane/tazobactam. Esse farmaco
também ¢ estavel a acdo de B-lactamases produzidas por Pseudomonas aeruginosa, e vem
sendo utilizado em cepas de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (POGUE et al.,
2020).
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Evidéncias cientificas sugerem que pacientes infectados com P. aeruginosa
resistente aos carbapenémicos tém maior probabilidade de morbidade e mortalidade em
comparacdo com aqueles infectados com cepas sensiveis. Além de ter impactado
negativamente nos desfechos clinicos, a resisténcia aos carbapenémicos também criou um
onus econdmico indevido com alto custo de hospitalizagdo (CAI et al., 2017; LIU et al.,
2015; SOUZA et al., 2021).

Nos ultimos anos, o aumento da resisténcia as fluoroquinolonas e aos beta-
lactamicos tém levado a maior utilizacdo dos aminoglicosideos na pratica clinica
(AHMADIAN et al., 2021). Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos bactericidas que atuam
na sintese proteica bacteriana, a partir da sua ligagdo com a porcdo 30S do ribossomo
bacteriano e consequente inducéo de erros no processo de traducdo e montagem de proteinas
funcionais (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; POULIKAKOS; FALAGAS, 2013).

Alguns de seus representantes, como tobramicina, gentamicina e amicacina sio
importantes drogas pertencentes ao arsenal de antimicrobianos utilizados para o tratamento de
uma ampla gama de infec¢bes causadas por P. aeruginosa, como endocardites, infeccdes
respiratorias e quadros de sepse (THACHARODI; LAMOND, 2022). Eles sdo usados em
monoterapia ou em associacdo com outros antimicrobianos, porém, as infec¢fes hospitalares
causadas por P. aeruginosa geralmente requerem sua utilizagdo em combinagéo,
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 resisténcia a essas drogas, reduzindo ainda mais as
estratégias terapéuticas para o tratamento de infeccbes por P. aeruginosa (KHAN et al.,
2020).

Além das trés classes de antimicrobianos apresentadas acima, as polimixinas
assumiram um papel importante no tratamento de cepas multirresistentes de P. aeruginosa, e
tém sido utilizadas como estratégia de salvamento quando este microrganismo apresenta
resisténcia as fluoroguinolonas, aminoglicosideos e carbapenémicos (TSUJI et al., 2019). Seu
mecanismo de acdo envolve sua ligacdo ao lipopolissacarideo (LPS) e a moléculas de
fosfolipideos na membrana externa das bactérias Gram negativas, resultando em
extravasamento de contetdo intracelular e consequente morte celular (NIKOO et al., 2017).

Duas polimixinas estdo disponiveis para uso clinico, a polimixina B e a colistina
(polimixina E). Sendo a primeira mais indicada para infecgdes sistémicas devido suas

caracteristicas farmacocinéticas, bem como um potencial reduzido de causar nefrotoxicidade
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quando comparada a colistina. Ja a colistina, torna-se uma boa opg¢do em infecgdes do trato
urinério (TSUJI et al., 2019).

Dados de estudos farmacocinéticos sugerem que as concentraces plasmaticas de
colistina seguindo as recomendacdes da Agéncia Europeia de Medicamentos e do FDA séo
baixas e inadequadas para o tratamento de infec¢des 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 infec¢bes por P. aeruginosa MDR, a
polimixina deve ser usada em combinacdo com um ou mais agentes adicionais aos quais o
patdgeno apresenta CIM sensivel (TSUJI et al., 2019).

A nefrotoxicidade é um efeito adverso comum das polimixinas. As concentracoes
plasmaticas de colistina demonstraram ser um fator de risco importante para o0
desenvolvimento de lesdo renal aguda. Uma concentragdo media de colistina plasmatica em
estado estacionario superior a ~2 mg/litro é considerada um fator de risco independente para
nefrotoxicidade associada a colistina (HORCAJADA et al., 2019; TSUJI et al., 2019).

Assim, tendo em vista a limitacdo dos tratamentos antimicrobianos disponiveis
associados a resisténcia apresentada por Pseudomonas aeruginosa, serdo apresentados no
topico a seguir alguns mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos importantes para essa

espécie bacteriana.

2.3 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa

Abushaheen et al., (2020) definem a Resisténcia Antimicrobiana (RAM) como a
capacidade de um microrganismo se adaptar e sobreviver na presenca de agentes
antimicrobianos. A RAM é um problema de saide publica de escala global, Murray et al.,
(2022) estimam que as infeccBes por bactérias resistentes aos medicamentos sejam
responsaveis por quase 5 milhdes de mortes por ano.

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno importante neste cenario, dados do
Centro de Controle e Prevencdo de Doengas Americano (CDC, 2019) estima que, no ano de
2017, 32.600 pacientes hospitalizados apresentaram infecgdes por esta espécie bacteriana,
sendo responsavel por, aproximadamente, 2.700 Obitos, gerando custos estimados em 767
milhdes de ddlares aos sistemas de salde americanos. Além disso, esta na lista de patdgenos
categorizados como “ESKAPE”, que contém microrganismos associados a elevados perfis de
resisténcia no contexto das infecgdes hospitalares, sendo capazes de “escapar” da atividade

dos antimicrobianos, sdo eles: Enterococcus faecium , Staphylococcus aureus , Klebsiella
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pneumoniae , Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter (BOTELHO et al.,
2019). A Organizacdo Mundial de Sadde também incluiu a espécie, quando resistentes aos
carbapenémicos, na lista prioritaria de patdgenos bacterianos para 0s quais urgem a pesquisa e
0 desenvolvimento de novos antibioticos (DIGGLE & WHITELEY, 2020; JURADO-
MARTIN et al., 2021).

Esses elevados perfis de resisténcia sdo associados ao fato de essa espécie
bacteriana possuir mecanismos de resisténcia intrinsecos importantes, como a baixa
permeabilidade a antimicrobianos, possibilitada pelo efluxo ativo de antimicrobianos e baixo
teor de porinas em sua membrana, e a producdo de p-lactamases, como a AmpC. Além disso,
possui a capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia adicionais por outras vias, como
por processos de mutacdo, transformacdo, transducdo ou conjugacdo, que podem conceder a
este microrganismo, enzimas importantes no contexto da resisténcia antimicrobiana, a
exemplo das enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EL ZOWALATY et al., 2015;
LANGENDONK et al., 2021).

A producdo de carbapenemases em Pseudomonas aeruginosa também é um
mecanismo de resisténcia de grande relevancia, uma vez que essas f-lactamases conferem
resisténcia a praticamente todos os B-lactdmicos disponiveis (HALAT; MOUBARECK,
2022). As principais enzimas pertencentes a esse grupo sao as metalo-p-lactamases, como
IMP (Imipenemase), VIM (Metalo-B-lactamase codificada por Integron de Verona) e NDM
(Metalo-B-lactamase de Nova Delhi), e as serino carbapenemases, como KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) e OXA-48 (Oxacilinase-48) (BOYD et al., 2020). Atualmente, a
disseminacdo de P. aeruginosa MDR produtoras de carbapenemases tem gerado alerta aos
sistemas de salde, uma vez que as alternativas terapéuticas para o tratamento das infeccGes
por esse patdgeno sdo limitadas, em especial para os microrganismos produtores de metalo-f3-
lactamases (BOYD et al., 2020; GARCIA-BETANCUR, 2020).

Além destes, mecanismos de resisténcia adaptativos também sdo observados, em
especial, a formacdo de biofilmes, que possibilitam, ainda mais, a evasdao do microrganismo
aos antimicrobianos. Os biofilmes sdo agregados de células microbianas, aderidos a uma
superficie biodtica ou abidtica, envoltos por uma matriz polimérica composta por lipideos,
proteinas, carboidratos, &cidos nucléicos e outros metabdlitos, fornecendo um ambiente de
resisténcia a substancias toxicas exogenas, como o0s antibidticos (AZAM; KHAN, 2019;
PANG et al., 2019).

Dos varios mecanismos de resisténcia aos antibidticos descritos anteriormente, o

efluxo ativo dos antimicrobianos representa uma importante via associada ao fendtipo
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multirresistente (MDR) em P. aeruginosa. Tal fato esta relacionado a capacidade dos sistemas
de efluxo presentes nessa espécie exportarem diferentes classes de drogas clinicamente
importantes para o tratamento das infeccfes por esse patdgeno (LI et al., 2015; LORUSSO et
al., 2022).

2.4 Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana encontradas em todas as
espécies bacterianas que atuam na extrusao de compostos tdxicos para a célula bacteriana.
Elas exportam diversos substratos, como corantes, detergentes, metaboélitos residuais e,
também, antibidticos, evitando que estes alcancem concentracBes toxicas no ambiente
intracelular bacteriano (JAMSHIDI et al., 2016; ALAV et al., 2018).

Esses sistemas de efluxo séo codificadas por genes localizados em cromossomos
ou plasmideos, e podem ser divididos em cinco superfamilias, sdo 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 familia ABC utilizam a
hidrélise do ATP como fonte de energia para seu funcionamento, enquanto os transportadores
das outras familias utilizam forca préton motiva (H™) ou gradiente eletroquimico (Na*), além
disso, diferencas em sequéncia e especificidade de substrato também sdo 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 superfamilias de bombas de efluxo.
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Fonte: Adaptado de Delmar et al., (2014).

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura e acoplamento energético necessario para o funcionamento das
principais superfamilias de bombas de efluxo. As bombas de efluxo ABC, MFS, SMR e MATE situam-se na
membrana interna (MI) bacteriana, enquanto os transportadores RND sdo complexos proteicos tripartidos que
abrangem as membranas externa (ME) e interna (MI). A superfamilia ABC utiliza a energia advinda da hidrolise
de ATC para seu funcionamento, enquanto as demais bombas de efluxo se utilizam de forga préton motiva. Os

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

Destes, os transportadores pertencentes a familia RND estdo presentes em todas as
bactérias Gram negativas e sdo as bombas de efluxo clinicamente mais relevantes no contexto
da resisténcia antimicrobiana (VARGIU et al., 2022). Os sistemas de efluxo RND sdo
complexos proteicos tripartidos, compostos por uma proteina de membrana interna (PMI),
uma proteina de membrana externa (PME) e uma proteina periplasméatica de fusdo de
membranas (PFM) que conecta a PMI e a PME (VENTER et al., 2015; COLCLOUGH et al.,

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

Figura 4 - Estrutura geral de uma bomba de efluxo RND.
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Figura 4.A) Representacdo esquematica da estrutura de uma bomba de efluxo RND e seus principais
componentes: PME: Proteina de Membrana Externa, PMI: Proteina de Membrana Interna e PFM: Proteina de
Fusdo de Membranas, situada no espaco periplasmatico bacteriano, entre as membranas externa (ME) e interna
(MI). Os substratos das bombas de efluxo (AB) se ligam & PMI, onde € iniciado o processo de extrusdo, que
necessita de uma forga préton motiva (H*) para seu funcionamento. O substrato é deslocado ao longo da bomba
e enviado ao ambiente extracelular através da PME. B) Representacdo esquemaética da estrutura em 3D de PME,

PMI e PFM, que comp&em a bomba.

A proteina acoplada a membrana interna catalisa o antiporte droga/prétons, e é
responsavel pela seletividade da bomba ao substrato (VENTER et al., 2015). O substrato se
liga a PMI e, ap6s uma série de alteracBes conformacionais, é transmitido a proteina de fusdo
de membrana periplasmética e é, entdo, reempacotado, causando mudancas estruturais na
proteina de membrana externa, abrindo este canal e finalizando o efluxo (DU et al., 2015; DU
etal., 2018).

Em P. aeruginosa, a superexpressdo de quatro principais sistemas de efluxo
ganham destaque, pois conferem resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, séo eles:
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM (LISTER et al., 2009). No
quadro 1, estdo apresentados 0s 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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Fluoroquinolonas, Macrolideos, Tetraciclinas, Lincomicina, Cloranfenicol,
MexAB-OprM L . o
Novobiocina e B-lactdmicos (exceto imipenem).

MexCD-ObrJ Fluoroquinolonas, B-lactamicos (em especial cefalosporinas de quarta geracdo, como

P Cefepima), Cloranfenicol, Tetraciclina, Novobiocina, Trimetoprima e Macrolideos.
MexEF-OprN Cloranfenicol, Fluoroguinolonas e Trimetoprima.
MexXY-OprM Aminoglicosideos, Fluoroqumolon_as, Cgfgplme, Tetraciclina, Cloranfenicol e

Eritromicina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A estrutura e principais genes reguladores desses sistemas de efluxo estio

apresentados na figura 5.

Figura 5 - Principais bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Adaptado de Lorusso et al., (2022).

Figura 5. Representagdo esquematica 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 paragrafos anteriores, as bombas de efluxo conferem
resisténcia a muitos antimicrobianos para P. aeruginosa em sua forma plancténica. Porém,
Soto (2013) também discorre sobre o papel desses sistemas de efluxo na resisténcia a diversos
antibidticos observados em biofilmes dessa espécie bacteriana.

Baugh et al., (2014) afirmam que as bombas de efluxo sdo importantes no
contexto da resisténcia em biofilmes e espécies bacterianas como Escherichia coli,



30

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae teriam sua capacidade de formar biofilmes
prejudicadas na auséncia desses complexos proteicos. Buroni et al. (2014) descrevem a
importancia de trés 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 resisténcia a azitromicina em biofilmes
de P. aeruginosa.

Os mecanismos envolvidos na resisténcia, arquitetura e formagdo de biofilmes
relacionados as bombas de efluxo ainda ndo sdo totalmente esclarecidos, porém Soto (2013)
hipotetiza que esses sistemas de efluxo atuem na regulagdo de Quorum Sensing (QS), muito
importante para formacdo e manutencdo de biofilmes. Pearson et al., (1999), ja discorriam
sobre 0 papel desses sistemas no efluxo de compostos importantes na comunicagdo célula-
celula.

Assim, é possivel observar que, além de modular a sensibilidade antimicrobiana,
as bombas de efluxo também atuam em outros aspectos da fisiologia bacteriana, dentre eles, a
comunicacdo intercelular, QS e consequente formacdo e manutencdo de biofilmes. Logo,
inibir esses sistemas de efluxo permite avaliar sua contribuicdo para resisténcia, viruléncia 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 acumulo intracelular de agentes
antimicrobianos, e sua consequente eficacia, representam um grande desafio a comunidade
cientifica, especialmente, em bactérias Gram negativas, que dispdem de um duplo sistema de
membranas associado aos sistemas de efluxo ativos ja descritos no topico 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 ja existentes. Nesse cenario, a inibicdo de bombas de efluxo tem surgido
como uma alternativa para superar a resisténcia mediada pelos sistemas de efluxo
(RAMASWAMY et al., 2017).

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

apresentado na figura 6, adaptada da publicacéo de Venter et al., (2015).
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Figura 6 - Mecanismos de inibi¢do das bombas de efluxo.
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Fonte: Adaptado de Venter et al., (2015).

Figura 6. Representacdo esquematica ilustrando possiveis abordagens para inibir o efluxo de antimicrobianos
pelas bombas de efluxo RND. 1) regular genes supressores e repressores envolvidos na expressdo 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 acéo de proteinas importantes para o
funcionamento da proteina de membrana interna, como a proteina AcrZ, importante para o funcionamento de
AcrB em Escherichia coli; 5) Inibir a proteina de membrana interna, que se liga ao substrato antimicrobiano; 6)
Bloquear o canal de saida na proteina de membrana externa; 7) Esgotar a energia necessaria para o

funcionamento da bomba de efluxo.

Muitos inibidores de bombas de efluxo sdo descritos na literatura, e podem ser
classificados como: derivados de plantas, derivados de microrganismos e quimicos
(ALENAZY, 2022). Destes, alguns IBEs quimicos ganham destaque na inibi¢do de bombas de
efluxo RND em P. aeruginosa, a exemplo do Phe-Arg B-naftilamida (PABN), que inibem
competitivamente algumas bombas de efluxo presentes em P. aeruginosa, porém néo
avancaram aos ensaios clinicos devido a nefrotoxicidade apresentada (NAKASHIMA et al.,
2013). Outro exemplo séo os inibidores de piridopirimidina, como o D13-9001, especifico
para a bomba de efluxo MexAB-OprM de P. aeruginosa, e, especialmente por sua alta
especificidade a 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 ndo sejam toxicos faz-se

relevante.
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Pesquisas anteriores demonstraram a acdo de dois fArmacos ndo 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 acdo
desses dois farmacos como inibidores de bombas de efluxo em P. aeruginosa. Além deles, um
inibidor classico 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, farmaco pertencente ao grupo dos fenotiazinicos, € um
medicamento com propriedades antidopaminérgicas, anti-histaminicas e anticolinérgicas para
o tratamento de condicbes alérgicas, nduseas e para sedacdo, como adjuvante a outros
anestésicos (SOUTHARD; AL KHALILI, 2021). Inicialmente, a prometazina foi
desenvolvida devido a sua propriedade anti-histaminica, bloqueando os sitios do receptor H1
e impedindo a acdo da histamina na célula, apresentando assim propriedades anti-alérgicas,
porém uma série de outras funcionalidades vém sendo associadas a 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
concentragdes inibitérias minimas de 780ug/mL e 128 pg/mL, respectivamente. Fiallos et al.,
(2022) também descrevem em seu estudo, que prometazina inibiu o crescimento microbiano
de Enterococcus faecalis a partir de concentracdes de 64 pg/mL. Além disso, Brilhante et al.
(2018) relatou, através de ensaios de fluorescéncia com Rodamina 6G, a acdo desse composto
como inibidor de bombas de efluxo em cepas de Candida tropicalis.

Alguns mecanismos sdo propostos para a acdo antimicrobiana das fenotiazinas,
como a inibi¢cdo no processo de replicagdo do microrganismo, através da capacidade desses
farmacos em se intercalar ao DNA bacteriano, e também a inativacdo de bombas de efluxo,
gerada pela capacidade desses compostos em impedir o transporte de calcio e consequente
inibicdo de fungBes enzimaticas dependentes de Ca?*, como a geragdo de energia para a célula
necessaria para ativacdo 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, atraves da perturbacdo do gradiente de protons da membrana, que € necessario
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para alguns transportadores, como para as bombas de efluxo da familia RND, para energizar o
processo de extruséo do substrato antimicrobiano.

Assim, também se faz relevante avaliar a acdo da prometazina sobre a inibicao de
bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa, um patdégeno comumente associado a

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

2.5.3 Fluoxetina

Fluoxetina € um medicamento antidepressivo que atua inibindo a recaptacdo
seletiva de serotonina atraves do bloqueio da proteina transportadora de recaptagéo localizado
no terminal pré-sindptico (PEREZ-CABALLERO et al., 2014; SOHEL et al., 2022). Porém,
alguns autores ja tém descrito a atividade antimicrobiana desse farmaco frente a diferentes
espécies bacterianas e fungicas (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 concentracdes variando de 64 pg/mL a 512 pg/mL, além disso, apresentou interacdes
sinérgicas com fluconazol, reduzindo as concentra¢fes nas quais o antimicrobiano inibia o
crescimento fungico. Além disso, Silva et al., (2017) relataram o efeito desse composto na
reducdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros de Candida spp.

Sousa et al. (2018) descrevem a acdo desse farmaco sobre o crescimento
planctonico 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 sdo desconhecidos, porém a inibi¢cdo de bombas de efluxo é o
mecanismo hipotetizado. Nzakizwanayo et al. (2017), utilizando uma metodologia de
acumulo intracelular de brometo de etidio, demonstraram a acéo da fluoxetina como inibidor
de bomba de efluxo em Proteus mirabilis. Logo, hipotetiza-se que esse farmaco 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 prétons, impedindo a continuacdo da sintese 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;



34

CRAVO; VIVEIROS, 2020). Dentre essas, seu efeito é relacionado principalmente a familia
RND (ANES et al., 2015).

Tem sido utilizado principalmente em combinacdo com antibidticos, sendo
descrito como capaz de melhorar a sensibilidade in vitro de Acinetobacter baumannii para
imipenem e cefepima (SANCHEZ-CARBONEL et al., 2021), reverter a resisténcia a 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 JUNIOR et al., 2020).

O CCCP tem sido amplamente utilizado em laboratdrio, porém seu uso in vivo
deve ser cauteloso devido sua toxicidade. Isso ocorre por interferir na despolarizagéo
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
problematica das bombas de efluxo no contexto da resisténcia antimicrobiana e viruléncia em
Pseudomonas aeruginosa, se faz relevante a busca por novos compostos que inibam o0s
sistemas de efluxo neste patdgeno. A presente pesquisa, se dedica a investigacdo dos farmacos
ndo 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 HIPOTESES

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 acéo sinérgica com ciprofloxacina, gentamicina e meropenem

contra P. aeruginosa multirresistentes nas formas plancténicas e de biofilmes.
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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 Especificos

1. Determinar as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) de PMZ, FLU e CCCP
contra P. aeruginosa;

2. Quantificar fenotipicamente a inibicdo de bombas de efluxo por PMZ, FLU e CCCP
frente P. aeruginosa;

3. Analisar o efeito de PMZ, FLU e CCCP sobre a atividade metabdlica e biomassa de
biofilmes maduros de P. aeruginosa;

4. Caracterizar as associacbes de PMZ, FLU e CCCP com os antimicrobianos
ciprofloxacina, gentamicina e meropenem sobre 0s isolados plancténicos e em

biofilmes de P. aeruginosa.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Caracterizacgao das cepas do estudo

Foram incluidos nesse estudo 30 isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa,
além da cepa de referéncia P. aeruginosa ATCC 27853. As cepas clinicas foram cedidas pelo
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), e encaminhadas ao Laboratorio de
Bacteriologia do Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM), da Universidade
Federal do Ceard (UFC), onde foram estocadas em meio minimo para manutencéao de culturas
bacterianas.

A identificacdo e sensibilidade antimicrobiana dos isolados foram realizadas pelo
sistema VITEK® 2 Compact (bioMerieux'™), os pontos de corte para 0s testes de
sensibilidade aos antimicrobianos foram interpretados seguindo os critérios do documento
BrCAST (2022). Para categorizar 0 mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em
enzimatico ou ndo enzimatico foi utilizado o teste de inativacdo dos carbapenémicos (MCIM),
e 0S microrganismos resistentes aos carbapenémicos por via enzimatica foram submetidos ao
ensaio imunocromatografico NG-Test® CARBA 5 para deteccdo das carbapenemases KPC,
OXA-48, VIM, IMP e NDM (TAMMA,; SIMNER, 2018).

Todos os isolados clinicos 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-lactimicos, Aminoglicosideos e Fluorguinolonas
(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 concentragdes inibitérias minimas (CIMs) para um representante de cada
classe antimicrobiana, foram elas: ciprofloxacina (fluorquinolonas), gentamicina
(aminoglicosideos) e meropenem (B-lactdmicos), seguindo os protocolos estabelecido pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Para isso, 0s micro-organismos foram
crescidos em caldo BHI por 24 horas a 37 °C em estufa bacteriol6gica. Posteriormente, foram
semeados em &gar BHI para o crescimento de colonias por mais 24 horas a 37 °C. Apos esse
periodo, os inoculos bacterianos foram preparados utilizando as coldnias numa escala 0,5 de
McFarland e diluidos até alcancarem a concentracdo final de 5 x 10° UFC/mL. Os
antimicrobianos foram testados em 10 concentracOes seriadas, nos seguintes intervalos de
concentragdo: 0,25 - 128 pug/mL. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica 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 concentragdo capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano. A cepa de P. aeruginosa
ATCC 27853 permitiu a validar as drogas utilizadas no estudo. Pocgos livres de droga foram
utilizados como controle de crescimento e pocos contendo apenas meio de cultura como

controle de esterilidade.
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Tabela 2 - Origem, perfil de sensibilidade e mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos das cepas clinicas do estudo.

Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos - Vitek® 2 Compact Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos
(bioMerieux ™) — Microdiluicdo em Caldo Mecanismo de resisténcia
Cepas Amostras BTL AM FQ BTL AM FQ aos carbapenémicos
CAZ CFP IPM MPM PIT C/A C/IT | AMI GEN | CIP MPM GEN* CIP
MB2 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R R | R
MB9 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R | | 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 | R Enzimatico: Metalo-B-lactamase (IMP)
MB37 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R R | 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 |
NID45 Liquido Abdominal R R R R R - - R R R | R R
NI1D47 Aspirado Traqueal R R R R R - - R R R | R R
NID51 Liquido Abdominal R R R R R - - R R R | R R
NID86 Sangue R R R R R - - R R R | R R N . iy
NID91 Aspiradogl'raqueal R R R R R ) ) R S R | S | Enzimético: Enzima ndo identificada
NID94 Aspirado Traqueal R R R R R - - R S R | S |
NID110 Aspirado Traqueal R R R R R R R R S R R S R
NID127 Ferida Operatdria R R R R R R R R R R R S R
NID144 Liguido 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
SRN3 pé R R R R R S R R R R R R
SRN7 Secregao de Ferida R R R R R S - R R R R R R Enzimético: Serino Carbapenemase
SRN27 pé R R R R R S - R R R | 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 | R R | R R
NEZ26 Aspirado Traqueal R R R R R - S | R R S S |
NEZ71 Aspirado Traqueal R R R R R - S S S R | R R
NEZ77 Urina R R R R R - S R R R | R R Nao enzimético
NEZ85 Sangue R R R R R - S | R R | S R
NEZ148 Fragmento de Tecido S R R R R - S S R R | R R
NEZ153 Aspirado Traqueal R R R R R - S R R R | S R

Fonte: Elaborada pelo autor.

BTL: B-Lactdmicos; AM: Aminoglicosideos; 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: Sensivel aumentando a
dose/exposi¢do; S: Sensivel; IMP: Imipenemase; KPC: Klebsiella Pneumoniae carbapenemase. * A resultados dos ensaios por microdiluicdo para gentamicina foram
interpretados seguindo 0 documento M100 - CLsSI (2021).
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5.2 Determinacao das Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIMs) para os IBEs

As concentracgdes inibitorias minimas (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)
ja descritos anteriormente. Os compostos foram testados em 10 concentracfes seriadas, nos
seguintes intervalos de concentracdo: 12,20 - 6250 pg/mL (42,91 - 21975 uM) para
prometazina, 9,76 - 5000 pg/mL (31,56 - 16163,75 puM) para fluoxetina e 8 - 4096 uM para
CCCP. A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 permitiu a validar os EBIs utilizadas no estudo.
Pocos livres de droga foram utilizados como controle de crescimento e pogos contendo apenas

meio de cultura como controle de esterilidade.

5.3 Determinacao das Concentragdes Eliminatorias Minimas em Biofilme (CEMBS)

A formacdo de biofilmes dos 30 isoladas foi induzida em placas de 96 pocos de
fundo chato, seguindo a metodologia proposta por Sidrim et al. (2019), com adaptacGes. Os
indculos bacterianos foram preparados e ajustados para a turbidez de 6,0 na escala McFarland,
que corresponde a 1,8 x 10° UFC/mL. Os biofilmes foram cultivados em um volume total de
200 pL, sendo 175 pL de BHI-1% de glicose e 25 pL do in6culo. As placas foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 37 °C, por 48 horas, para formacéo do biofilme. Apds esse periodo,
todos os pocos foram lavados com PBS 1x estéril. Em seguida, 200 pL de BHI-1% de glicose,
contendo concentragdes crescentes de drogas, foram adicionados a cada poco. As drogas
foram testadas nas seguintes concentracfes: 0,25 - 128 pug/mL para os antimicrobianos, 12,20
- 6250 pg/mL (42.91 - 21975 uM) para prometazina, 9,76 - 5000 pg/mL (31,56 - 16163,75
M) para fluoxetina e 8 - 4096 puM para CCCP. As placas foram incubadas novamente em
estufa bacteriologica a 37 °C, por mais 24 horas (SIDRIM et al., 2019). Em seguida, a leitura
da atividade metabolica foi feita de forma visual com o indicador metabolico resazurina a
0.025% e a menor concentragdo capaz de inibir completamente a atividade metabdlica do
biofilme foi definida como a CEMB. Além disso, as placas foram avaliadas quanto a
biomassa dos biofilmes, por meio da técnica de coloragdo com cristal violeta e leitura com
espectrofotdbmetro para medir a densidade Optica a um comprimento de onda de 490 nm
(SIDRIM et al., 2019). Os ensaios foram realizados em duplicata e em momentos distintos.

Foram adicionados pocos controle positivo a fim de categorizar a formacao do biofilme do
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isolado sem a presenca das drogas utilizadas no estudo, e pocos controle negativos a fim de
garantir a esterilidade do processo. Além disso, para caracterizar o perfil de formagdo 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 apds
exposicdo 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 pogos contendo uma laminula
de vidro (1 cm de diametro) no fundo do poco, de acordo com a metodologia descrita
(SIDRIM et al., 2019). O volume total dos pogos foi ajustado para 1000 puL, mantendo-se a
relacdo meio de cultura: indculo (7:1 v/v). Apbs 48 horas de crescimento do biofilme, PMZ,
FLU ou CCCP foram adicionados aos po¢os e incubados por mais 24 horas.

Subsequentemente, as laminulas de vidro foram colocadas em placas de Petri de
fundo chato, contendo o corante fluorescente Live/Dead (InvitrogenTM, EUA) (200 pL). Em
seguida, os biofilmes foram avaliados num Microscopio Confocal Nikon C2, com uma
ampliacdo de 600x (10 campos), a 488 nm para a detecdo do corante fluorescente SYTOO,
que identifica as células bacterianas vivas, e a 561 nm para a detecdo do iodeto de propidio,
que identifica as células bacterianas mortas/danificadas. As imagens Z-stack foram analisadas
com o software COMSTAT™ e 0s parametros biomassa (um3/um2), espessura média de toda
a area (um), espessura média da biomassa (um), coeficiente de rugosidade e razdo
superficie/volume (um2/um3) foram calculados e comparados com biofilmes ndo expostos

aos compostos (controle de crescimento).

5.5 Avaliagéo fenotipica da atividade de bomba de efluxo

A avaliacdo da atividade de bomba de efluxo e a acdo dos inibidores sobre as
cepas do estudo foram avaliadas seguindo a metodologia proposta por NZAKIZWANAY O et
al., (2017), com modificagdes. Os isolados foram cultivados overnight (18h) em caldo BHI.
Apbs esse periodo as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspensas em caldo Mueller Hinton (MH) e ajustadas a turvacdo de 0,5 na escala

McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL. Para avaliacdo da atividade de bomba de
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efluxo das cepas ndo tratadas com os inibidores, um volume total de 205 pL foi cultivado em
placas de microtitulacdo de 96 pogos de fundo chato, contendo 100 uL. de MH Caldo, 100 pL
do indculo bacteriano e 5 ul de brometo de etidio (EtBr) a uma concentracéo final de 5 mg/L.
As placas foram incubadas a 37 °C em estufa agitadora por 1 hora. Para avaliacdo da
atividade de bomba de efluxo das cepas tratadas com os inibidores, um volume total de 200 pl
foi cultivado em placas de microtitulagdo de 96 pogos de fundo chato, contendo 100 pL de
MH Caldo contendo os inibidores de bomba de efluxo (PMZ, FLU e CCCP) nas
concentracdes de CIM/4 e CIM/2 correspondentes a cada cepa testada e 100 pl do indculo
bacteriano. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa agitadora por 1 hora e, ap6s esse
periodo, foram adicionados 5 uL de EtBr a uma concentracdo de 5 mg/L. As placas foram
novamente incubadas a 37 °C em estufa agitadora por 1 hora. Ap6s esse periodo, a
fluorescéncia foi medida em excitacdo de 540 nm e emissdo de 600 nm no equipamento
CytationTM 5 (Biotek). Controles de fluorescéncia do meio de cultura e dos inibidores de
bomba (PMZ, FLU e CCCP) foram mensurados e subtraidos do valor de fluorescéncia dos

pocos testes de modo a quantificar apenas a fluorescéncia relativa a célula bacteriana.

5.6 Associacdo dos inibidores de bombas de efluxo com os antimicrobianos

Para avaliar o papel das bombas de efluxo na sensibilidade antimicrobiana das
cepas planctdnicas e em biofilme, foi avaliada a interacdo 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, ja descritos acima (CLSI, 2021; SIDRIM et al., 2019),
incorporando-se ao meio cada IBE (PMZ, FLU ou CCCP) em concentra¢des subinibitdrias.

Para os ensaios frente as cepas planctdnicas, os inoculos bacterianos foram
preparados utilizando as col6nias na escala 0,5 de McFarland e diluidas até alcancarem a
concentragéo de 5 x 10° UFC/mL junto a concentracdes subinibitdrias fixas dos inibidores de
bomba de efluxo (CIM/4 e CIM/2) e adicionados as placas de 96 pocos, onde as drogas
antimicrobianas ciprofloxacina, gentamicina e meropenem estavam dispostas nas
concentragdes de 0,25 - 128 pg/mL.

Para os biofilmes, apos as etapas de lavagem e microdiluicdo dos antimicrobianos
(ciprofloxacina, gentamicina e meropenem) nas concentracdes de 0,25 - 128 pg/mL, foi
adicionado 100 pL de caldo BHI enriquecido com glicose a 1% diluido com as concentracGes
subeliminatérias dos biofilmes (CEMB/2 e CEMB/4) frente aos inibidores de bomba de



43

efluxo. As CEMBs e a quantificacdo de biomassa dos biofilmes apds a associacdo dos
compostos foram realizados como ja descrito anteriormente (SIDRIM et al., 2019).

5.7 Analise estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram analisados quanto ao padrdo de normalidade.
Para os que apresentavam distribuicdo normal, foi utilizado teste t para amostras nao pareadas,
enquanto os dados ndo paramétricos foram avaliados com o teste de Mann-Whitney. O
programa GraphPad Prism 9.0 foi utilizado para as andlises 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 pg/mL para PMZ, 78,1 a 625
pg/mL para FLU, e 52,3 a 419 pg/mL para CCCP. As CEMBs também foram determinadas e
variaram de 781,2 a 6250 pg/mL para PMZ, 312,5 a 1250 pg/mL para FLU e 209,5 a 838,1
pg/mL para CCCP. Quanto ao perfil de formacdo de biofilme, sete cepas apresentaram-se
como fortes formadoras, nove como moderados formadoras, sete como fracos formadoras e

oito como néo formadoras (Tabela 3).

Tabela 3 - Isolados bacterianos selecionados, concentragdes inibitérias minimas (CIM) e
concentracOes eliminatoria minima de biofilme (CEMB) para prometazina (PMZ), fluoxetina
(FLU), carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) contra Pseudomonas aeruginosa
(n=31).

Cepas Forr_na_t;éo de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) Concentragdo Ellml?gté)'{/'lg)'wmma em Biofilme
Biofilme PMZ (ug/mL) ___FLU (ug/mL) ___CCCP (ug/mL) | PMZ (ug/mL) __ FLU (ug/mL) ___CCCP (ug/mL)
MB2 Forte 390,6 3125 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
NI1D29 Fraca 390,6 3125 209,53 1562,5 1250 419,06
NID45 Fraca 195,3 3125 104,76 781,2 312,5 209,53
NID47 N&o aderente 781,2 3125 104,76 3125 1250 419,06
NID51 N&o 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 Néo 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 Né&o 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 3125 419,06 1562,5 1250 419,06
SRN27 Moderada 390,6 312,5 419,06 1562,5 1250 419,06
SRN35 Néo aderente 390,6 3125 419,06 3125 1250 838,12
SRN65 Moderada 390,6 3125 209,53 6250 1250 419,06
NEZ11 Néo aderente 390,6 3125 419,06 1562,5 1250 419,06
NEZ26 Néo aderente 390,6 3125 209,53 3125 3125 419,06
NEZ71 Na&o aderente 390,6 312,5 419,06 1562,5 1250 838,12
NEZ77 Fraca 390,6 3125 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 concentracGes

subeliminatorias minimas de erradicacdo 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 comparagdo com o0s biofilmes n&o tratados, com uma redugéo da
biomassa de 67,21% e 56,06%, respetivamente. CEMB/2 de CCCP reduziu a biomassa em
35,25%, mas esta reducdo nao 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 comparacdo com os biofilmes ndo tratados, com uma reducgéo da biomassa de
70,66%, 50,79% e 46,15%, respetivamente (Gréfico 1).

Grafico 1 — Efeitos dos inibidores de bombas de efluxo na biomassa de biofilmes maduros de
P. aeruginosa.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Gréfico 1. Efeito da prometazina, fluoxetina e CCCP na biomassa de biofilmes maduros de P. aeruginosa. Dados
expressos como média + desvio padrdo da biomassa do biofilme avaliada pela técnica de coloragdo com violeta
de cristal. Efeito das concentragdes subeliminatorias (CEMB/2 e CEMB/4) de CCCP, PMZ e FLU na biomassa
do biofilme bacteriano em comparagdo com o grupo de controle do crescimento, isento de IBEs. *Indica
diferencas estatisticamente significativas (p=0,0117) quando comparadas com o grupo controle do crescimento,
sem IBEs. **Indica diferengas estatisticamente significativas (p=0,0019) quando comparado com 0 grupo
controle do crescimento, sem IBEs. ***Indica diferencas estatisticamente significativas (p=0,0003) quando
comparado com o0 grupo controle de crescimento, sem IBEs. ****Indica diferencas 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 parametros
analisados: biomassa, espessura media de toda a éarea, espessura meédia da biomassa,
coeficiente de rugosidade e razdo superficie/volume foram alterados para todos os compostos
em comparagdo com o grupo ndo tratado. No entanto, para a cepa fraca formadora, poucos
parametros foram alterados. Estes aumentaram a biomassa (p=0,0018) e a espessura média de
toda a area (p=0,0035) e diminuiram o coeficiente de rugosidade (p=0,0031) e a razdo



46

superficie/volume (p=0,0115) ap6s o tratamento com fluoxetina. Quanto a 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 parametros estruturais de biofilmes
maduros analisados por microscopia confocal em cepas forte e fraca formadoras de biofilme.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 7. Analises de microscopia confocal de uma cepa de P. aeruginosa com formacéao de biofilme forte (1) e
fraca (1). *Indica diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os biofilmes expostos a prometazina,
fluoxetina e CCCP e o controle de crescimento.

Figura 8 — Anélise 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. Analise 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 fluoréforo Live/Dead (InvitrogenTM, MA, EUA), a 488 nm para a detecdo de SYTO9, que identifica células
bacterianas vivas (verde), e 561 nm para a detegdo de iodeto de propidio, que identifica células bacterianas
mortas/danificadas (vermelho). As imagens Z-stack foram analisadas com o software COMSTATTM. Amplia¢&o:
600x%; escala: 50 pm.

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

Para avaliar a capacidade de inibir as bombas de efluxo, foram selecionadas duas
concentracOes subinibitorias dos IBEs (CIM/2 e CIM/4) para verificar o seu potencial para
reduzir o efluxo do corante brometo de etidio, um intercalador de acido nucleico que é um
substrato para as bombas de efluxo. As células bacterianas tratadas com os IBEs aumentaram
significativamente a sua fluorescéncia em comparacdo com os isolados nédo tratados. Nos
tratamentos CIM/2, houve um aumento da fluorescéncia 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 etidio por Pseudomonas aeruginosa
(n=31).
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Figura 9. Dados expressos em média + desvio padrdo da fluorescéncia das células bacterianas expostas ao
corante fluorescente brometo de etidio. (A-C) Efeito das concentra¢des subinibitdrias (CIM/2 e CIM/4) de PMZ,
FLU e CCCP no acumulo do brometo de etidio nas células bacterianas em comparagédo com o grupo nao tratado
com os IBEs (Controle). *Indica diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), quando comparado com 0
controle de crescimento livre de IBE. (D-E) Comparacdo da fluorescéncia emitida pelos isolados tratados com 0s
diferentes IBEs nas concentragBes subinibitorias de CIM/2 e CIM/4. *Indica diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05), quando comparado com outro IBE. **Indica diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05), quando comparado com 0s outros dois IBEs.

6.3 Associacdo de inibidores da bomba de efluxo com ciprofloxacina, gentamicina e
meropenem

Para avaliar a capacidade de inibir as bombas de efluxo, foram selecionadas duas
concentracOes subinibitorias dos IBEs (CIM/2 e CIM/4) para verificar o seu potencial para
reduzir o efluxo do corante brometo de etidio, um intercalador de acido nucleico que é um
substrato para as bombas de efluxo. As células bacterianas tratadas com os IBEs aumentaram
significativamente a sua fluorescéncia em comparacdo com os isolados ndo tratados. Nos
tratamentos CIM/2, houve um aumento da fluorescéncia 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 as CIM/2 e CIM/4, para a gentamicina a reducdo foi observada apenas para a
associacdo com a CIM/2. No entanto, apenas a associacdo entre CIM/2 da prometazina e
ciprofloxacina apresentou diferenca estatisticamente significativa (p=0,0134) quando
comparada as células bacterianas tratadas apenas com o antimicrobiano (Tabela 4).

Para as associacOes com fluoxetina e CCCP, as CIMs médias geométricas de
todos os antimicrobianos foram reduzidas (Tabela 4). No entanto, apenas a associacdo da
CIM/2 da CCCP e da gentamicina diferiu estatisticamente do antimicrobiano isolado
(p=0,0307).

As associagbes de PMZ, FLU e CCCP com antimicrobianos também foram
efetuadas em biofilmes. Para o efeito, foram escolhidas as concentraces de CEMB/2 e
CEMB/4 de cada EPI. Oito cepas categorizadas como fortes (4) e fracas (4) formadoras de
biofilme foram utilizadas nesta analise. Os dados destas associacdes sdo 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 a gentamicina, apenas a associacdo com CEMB/2 reduziu
significativamente as CEMB em comparagdo 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 diferenca estatistica.

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 reducdo significativa das CEMBs da ciprofloxacina
quando associada a CEMB/2 (p=0,0002).

Embora ndo tenha havido correlacdo estatistica para todas as associacdes, foi
possivel observar que os inibidores de bombas de efluxo favoreceram a reducdo de CEMB
para todos os antimicrobianos testados, indicando a relevancia das bombas de efluxo para a
manutencdo do biofilme.

O efeito das associagfes na biomassa do biofilme também foi avaliado. Foi
demonstrado que as associacdes com CCCP reduzem significativamente a biomassa dos
biofilmes quando comparadas com os antimicrobianos isoladamente. Os outros IBES nao
pareceram melhorar a capacidade dos antimicrobianos para reduzir a biomassa dos biofilmes,
apenas no caso do meropenem quando associado a fluoxetina (Figura 10).



50

Tabela 4 - Atividade antibacteriana da prometazina (PMZ), fluoxetina (FLU) e carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) combinados com

antibioticos.
Isolado Associado 1solado Associado Isolado Associado
Cepas 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 ) 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 | 0125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,25 | 0125 | 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 | 0125 | 0125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,25 | 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
SRNG65 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 05 8
NEZ26 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0125 | 0,25 | 0,125 | 0,125 | 0125 | 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 2 025 | 025 1 1 1 2 8 4 8 8 8 8 8
Meédia 813 | 208 | 464 | 51,7 | 575 | 406 | 51,7 51,7 348 | 570 | 375 | 41,7 | 21,3 | 295 24,6 152 | 208 160 | 203 | 164 | 234

Geomeétrica

Fonte: Elaborada pelo autor.
GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; MER: Meropenem. * Indica diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparada a média geométrica do grupo
tratado com IBEs e o antimicrobiano isolado.
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Tabela 5 — Atividade das associacbes 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
N1D45 >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 256 83* 117* 256 140* 215 215 16* 27*
geometrlca
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 256 91 166 256 99* 152* 215 11* 12%
geometrlca
CIP CCCP/2 | cccpria 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 diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) quando comparada a média geométrica do grupo tratado com IBEs e 0 antimicrobiano isolado.

Figura 10 — Efeitos das associagdes dos antimicrobianos com PMZ, FLU e CCCP sobre a
biomassa de biofilmes maduros de P. aeruginosa (n=8).
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Figura 10. Efeitos das associagdes dos antimicrobianos: ciprofloxacina, gentamicina e meropenem com 0s
inibidores da bomba de efluxo PMZ, FLU e CCCP em biofilmes maduros de P. aeruginosa (n=8). Dados
expressos como média + desvio padrdo da biomassa do biofilme avaliada pela técnica de coloragdo com cristal
violeta. *Indica diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os biofilmes expostos a prometazina,
fluoxetina e CCCP e o controle de crescimento. **Indica diferencas estatisticamente significativas (p<0,0071)
quando comparadas com o controle de crescimento. ATB: Antibiotico.
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7 DISCUSSAO

Dos varios mecanismos de resisténcia aos antibidticos, o efluxo ativo dos
antimicrobianos representa uma importante via associada ao fenotipo 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 resisténcia
antimicrobiana, uma vez que sdo capazes de reaver a acdo de antibioticos que sdo expulsos da
célula bacteriana por esses sistemas de efluxo (SHARMA et al., 2019).

Para P. aeruginosa, quatro sistemas de efluxo ganham destaque, séo eles: MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM, conferindo resisténcia & uma extensa
lista de antimicrobianos, dentre eles, as fluoroquinolonas, os aminoglicosideos e 0s
carbapenémicos, em especial, meropenem (PAN et al., 2016; ISLAMIEH et al., 2018;
LORUSSO et al., 2022). Alguns IBEs ja sdo 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 ndo sejam toxicos faz-se relevante. Prometazina e
fluoxetina sdo farmacos ja utilizados na pratica clinica como anti-histaminico e antipsicotico,
respectivamente, e sdo descritos como inibidores de bomba de efluxo para algumas espécies
bacterianas e fungicas (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 acdo desses medicamentos frente as bombas de efluxo presentes em P.
aeruginosa.

Além destes, o CCCP, IBE classico 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 as cepas clinicas de P. aeruginosa a
fim de analisa-lo individualmente e compara-lo com os IBEs ndo classicos do estudo, PMZ e
FLU.

Prometazina apresentou CIMs variando de 195.3 a 781.2 pg/mL. Estudos com
outros bacilos Gram negativos também encontraram efeitos antibacterianos sobre células
planctdnicas para prometazina com CIMs de 128 pg/mL para Escherichia coli e 780 pg/mL
para Burkholderia pseudomallei (SIDRIM et al., 2017; LEHTINEN & LILIUS, 2007).
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Alguns mecanismos sdo propostos para a agdo antimicrobiana das fenotiazinas, os principais
deles estdo alicercados na inibicdo de bombas de efluxo, gerada pela capacidade desses
compostos em impedir o transporte de calcio e consequente inibicdo de funcdes enzimaticas
dependentes de Ca?*, como a geracgio de energia para a célula necessaria para ativacio dos
sistemas de efluxo, e na capacidade desses farmacos em se intercalar ao DNA bacteriano e
inibir replicagdo do microrganismo (VARGA et al., 2017).

Porém, como observado em nosso estudo e nos trabalhos supracitados com outros
bacilos Gram negativos, as concentracfes das fenotiazinas que apresentam efeito
antimicrobiano in vitro seriam muito maiores do que as que podem ser alcancgadas no paciente
acometido por uma infeccdo com esse patogeno (MARTINS et al., 2008). Deste modo, é
importante trabalhar na perspectiva de utilizar a prometazina como um adjuvante, em
associacdo com antimicrobianos classicos, comumente utilizados na pratica clinica.

Partindo desse principio, concentragBes subinibitérias 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 acumulo intracelular com brometo de etidio foram
realizados. O brometo de etidio (EtBr) é o corante de acido nucleico fluorescente mais
utilizado para inferir indiretamente a atividade de efluxo de células bacterianas (FUJIIWARA
et al., 2022). Medir a fluorescéncia de células tratadas com brometo de etidio permite avaliar
0 quanto o corante se acumulou na bactéria e fluoresceu, logo, quanto maior a atividade de
efluxo na cepa bacteriana, menor serd o acimulo de corante devido a sua extrusdo para o
ambiente extracelular, consequentemente, menor sera sua fluorescéncia (BLAIR; PIDDOCK,
2016).

A prometazina foi capaz de aumentar significativamente a fluorescéncia das
células bacterianas em comparacdo as células nao tratadas, aumentos em 223.6% e 137.9%,
para CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Logo, o maior acumulo de brometo de etidio ap6s o
tratamento das células com prometazina permite comprovar sua acdo em bombas de efluxo
presentes em P. aeruginosa. Poréem, a partir dessa metodologia, ndo é possivel identificar
como e quais bombas de efluxo estdo 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 prétons da membrana, que é
necessario para energizar o processo de extrusdo do substrato antimicrobiano. Estudos que
elucidem os mecanismos de acdo da prometazina envolvidos na inibi¢cdo de bombas de efluxo
podem esclarecer de que forma este farmaco atua para além da perturbacdo do gradiente de

protons, como: alteracdo da regulacdo de expressdo dos genes envolvidos na montagem das
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proteinas que compdem as bombas, competicdo com os antimicrobianos por sitios de ligacéo
em sua estrutura, modificacdo do design quimico do antimicrobiano através da ligagdo com o
mesmo, dentre outros (PUZARI & CHETIA, 2017). Essas informagdes poderdo, também,
verificar quais sistemas de efluxo sdo inibidos por este farmaco, podendo explicar as
diferengas observadas nas reducbes de CIMs entre os diferentes isolados e drogas
antimicrobianas.

As CIMs de FLU variaram de 78.1 a 312.5 pg/mL. Sousa et al., (2018) encontram
CIM de 161 pg/mL para P. aeruginosa, porém, os autores do estudo afirmam que apesar da
inibicdo de bombas de efluxo seja 0 mecanismo proposto para a atividade antibacteriana da
fluoxetina, ainda ndo se sabe em detalhes 0s processos que levam a essa inibigéo. Para estudos
em micologia, o efeito proposto para os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina,
como a fluoxetina, é a apoptose celular por danos a membrana plasmatica e mitocondrial
(TEKINTAS et al., 2020). Assim, hipotetiza-se que a fluoxetina atue gerando danos a
membrana plasmatica bacteriana.

No presente estudo, a fluoxetina também foi capaz de aumentar significativamente
a fluorescéncia das células bacterianas em comparacao as células ndo tratadas em 352% e
246.5%, em CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Poucos estudos avaliam a atuacdo da
fluoxetina como inibidor de bomba de efluxo. Nzakizwanayo et al., (2017) também utilizando
a metodologia de acimulo intracelular com brometo de etidio, verificou que fluoxetina
apresentou um maior aumento de fluorescéncia que uma fenotiazina utilizada em seu estudo,
a tioridazina, fato também observado em nosso estudo, porém os autores analisaram a acdo
desses compostos sobre Proteus mirabilis, e ndo P. aeruginosa.

Nzakizwanayo et al., (2017) avaliou, por docking molecular, que a fluoxetina se
liga a um bolso de ligacdo rico em aminoéacidos hidrofébicos no sistema de efluxo Ber/CIfA
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 diferencas nas interacOes entre as diferentes cepas e drogas. Porém, é possivel
hipotetizar que a fluoxetina deve atuar inibindo sistemas de efluxo menos expressivos na
modulacdo da resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa em comparacdo com a
prometazina, uma vez que a prometazina causou reducGes mais acentuadas nas CIMs dos
antimicrobianos classicos.

Para CCCP, as MICs variaram de 256 a 2048 uM. O mecanismo de a¢édo do CCCP
é bem elucidado na literatura, ele atua como inibidor de bomba de efluxo reduzindo a

producéo de ATP, atuando como um desacoplador da fosforilacdo oxidativa, e aumentando a
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permeabilidade bacteriana a H+, consequentemente perturbando o gradiente de prétons,
necessario para ativagio dos sistemas de efluxo (FANELUS; DESROSIERS, 2013; RASHED
et al., 2020).

No presente estudo, esse composto foi capaz de aumentar significativamente a
fluorescéncia das células bacterianas em comparacdo as células ndo tratadas em 91,5% e
130.7%, em CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Apesar deste composto ser o IBE cléssico
utilizado no estudo, esses resultados representam o menor aumento de fluorescéncia quando
comparado a prometazina e fluoxetina nas duas concentragdes subinibitdrias testadas.

No que diz respeito a associacdo dos IBEs com os antimicrobianos classicos, foi
possivel observar que, de maneira geral, as CIMs de ciprofloxacina pareceram sofrer maiores
reducBes quando associadas aos IBEs, a excecdo do CCCP que se associou melhor a
gentamicina. Tal resultado, pode ser explicado pelo fato de que as fluorquinolonas sdo
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 reducdes de CIMs observadas para as associa¢gdes com
meropenem podem estar associadas ao fato de que a maioria das cepas sdo produtoras de
carbapenemases, assim, apesar do possivel aumento do influxo dos antimicrobianos gerado
pelos IBEs do estudo, o antibidtico ainda teria que resistir a acdo das enzimas, o que pode ter
implicado em piores resultados nas associacoes.

Também € possivel observar que, apesar da menor fluorescéncia gerada pelo
tratamento com CCCP e PMZ, quando comparados a fluoxetina, sdo obtidos melhores
resultados de associacdo que os obtidos para fluoxetina. Estes resultados podem indicar que
PMZ e CCCP parecem atuar em bombas clinicamente mais relevantes no contexto da
resisténcia as fluorquinolonas, aminoglicosideos e carbapenémicos quando comparados as
bombas inibidas pela fluoxetina.

Observou-se também que as interagdes do CCCP foram melhores com
gentamicina quando em comparagdo com os resultados obtidos por PMZ e FLU. Hipotetiza-
se, entdo, que o0 CCCP pode atuar de maneira mais significativa nas bombas de efluxo que séo
responsaveis pelo efluxo de aminoglicosideos, como a MexXY-OprM, por exemplo
(THACHARODI; LAMOND, 2022). Porém, ndo ha dados na literatura que permitem

comprovar essa hipétese.
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Além de modular a resisténcia antimicrobiana, as bombas de efluxo também
atuam em outros aspectos da fisiologia bacteriana, dentre eles, a comunicacao intercelular,
qguorum sensing e consequente formacédo de biofilme, extrusdo de adesinas, toxinas e outros
compostos proteicos. Logo, inibir esses sistemas de efluxo permite avaliar, também, sua
contribuicdo para viruléncia 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 0s compostos, demonstrando sua atuacdo na reducdo da
atividade metabdlica desses biofilmes. Além disso, concentra¢fes subeliminatérias CEMB/2 e
CEMB/4 de prometazina e CCCP reduziram a biomassa desses biofilmes, fato ndo 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 manutencéo de biofilmes, uma vez
que sdo responsaveis por eliminar substancias toxicas e demais residuos que enfraqueceriam
as células que compde 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 responsavel por significativa reducdo no teor de proteinas e carboidratos
desses biofilmes, comprovando que a matriz desses biofilmes também ¢é alterada na presencga
desse inibidor.

Quanto a acdo do CCCP, lkonomidis 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 especifico que explique a acdo desse composto sobre 0s
biofilmes, uma vez que o CCCP atua sobre todos os transportadores dependentes de forca
préton 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 metabodlica 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 reducédo de 47.1% na biomassa de gentamicina. Logo,
assim como para as cepas planctonicas, observou-se uma melhor interaces 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 acdo significativa na
reducdo da formacdo de biofilme nessa espécie e sugerem que, independentemente do
mecanismo envolvido na inibicdo do efluxo, esse processo reprime componentes da matriz
dos biofilmes, essenciais para maturacdo e manutencdo destes. Logo, os dados das
associagOes de CCCP gerando aumentos de biomassa, vai em desencontro ao observado na
literatura (BAUGH et al., 2014; IKONOMIDIS et al., 2008).

Com relacdo a fluoxetina, hd escassez de trabalhos a utilizando como IBE em
biofilmes bacterianos, dificultando a comparacdo com outros resultados da literatura. Porém,
Nzakizwanayo et al. (2017), utilizando fluoxetina na proposta de IBE, ndo observaram
reducdes significativas no ndmero de células vidveis e na biomassa de biofilmes de P.
aeruginosa formados em cateteres urinarios.

No presente estudo, a fluoxetina foi capaz de inibir a atividade metabdlica dos
biofilmes maduros de P. aeruginosa. As associacfes desse composto com os antimicrobianos
também geraram efeitos sinérgicos e aditivos sobre a redu¢do na atividade metabdlica destes,
porém, assim como na pesquisa de Nzakizwanayo et al., (2017) nédo foi capaz de reduzir sua
biomassa. Oliveira et al., (2018) observaram o mesmo fenémeno 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 responsavel por esses resultados, uma vez que as caracteristicas lipofilicas da
molécula podem permitir uma maior penetracdo no biofilme, destruindo sua matriz.

Silva et al., (2017), também trabalhando com espécies de Candida, encontraram
atividade antibiofilme para fluoxetina. Os autores propdem que o0 mecanismo de acdo da
fluoxetina no biofilme seja igual ao proposto para as células plancténicas, gerando distarbios
da membrana plasmatica. Outro fato também observado por Silva et al., (2017), é que as
concentracdes necessarias para eliminar os biofilmes sdo semelhantes as concentracdes
inibitdrias para as células plancténicas. Em nosso estudo, as CIMs e CEMBs de fluoxetina s&o,
tambem, mais proximas que as observadas em PMZ e CCCP, indicando que esse farmaco
parece ter acdo semelhante em células bacterianas.

Por fim, pontua-se que as concentracdes subinibitorias e subeliminatorias de
biofilmes para os IBEs utilizadas nas associa¢es do presente estudo sdo maiores do que as
que podem ser alcangadas no paciente acometido por uma infeccdo com esse patdgeno,
dificultando a visualizagéo desses IBEs no cenario clinico.

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 utilizacdo desses compostos em dispositivos médicos
de longa duragdo, como a impregnacdo em cateteres, que sdo amplamente encorajados por
outras pesquisas (NZAKIZWANAYO et al., 2017; SIDRIM et al., 2019), especialmente no

contexto de impossibilitar a formacéo de biofilmes microbianos nesses dispositivos.
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8 CONCLUSAO

No presente estudo, PMZ, FLU e CCCP apresentaram efeito antimicrobiano frente
as cepas multirresistentes de P. aeruginosa em sua forma planctonica e em biofilme. Além
disso, os ensaios de acumulagdo intracelular de brometo de etidio possibilitaram comprovar a
acdo desses compostos como IBEs para P. aeruginosa.

Embora as cepas resistentes ndo tenham sido sensibilizadas ap6s a associacdo com
0s compostos do estudo, importantes reducdes nas CIMs dos antimicrobianos, em especial
para ciprofloxacina, foram observadas. Os IBEs também geraram efeitos aditivos para acéo
dos antimicrobianos na reducdo da atividade metabdlica dos biofilmes, embora reducGes
significativas na biomassa destes ndo tenham sido observados.

Logo, mais estudos sdo necessarios a fim de caracterizar como e quais bombas de
efluxo de P. aeruginosa sdo inibidas pelos IBEs utilizados nesta pesquisa, permitindo discutir
as diferentes interacGes observadas a partir das associa¢es IBEs-Antimicrobianos. Anélises
moleculares e estudos computacionais, utilizando docking molecular, podem ser ferramentas

importantes para o avango nesses estudos.
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