. Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacio — REASE

doi.org/10.51891/rease.v12i1.24002

ABORDAGENS METODOLOGICAS PARA A AVALIACAO DA INIBICAO DE
BOMBAS DE EFLUXO BACTERIANA, UMA REVISAO NARRATIVA

METHODOLOGICAL APPROACHES FOR THE EVALUATION OF BACTERIAL
EFFLUX PUMP INHIBITION, A NARRATIVE REVIEW

ENFOQUES METODOLOGICOS PARA LA EVALUACION DE LA INHIBICION DE
BOMBAS DE EFLUJO BACTERIANAS, UNA REVISION NARRATIVA

Lucas dos Santos Sa!l

RESUMO: A resisténcia antimicrobiana representa um dos maiores desafios da satde ptblica
global, sendo frequentemente associada i expressdo e A hiperatividade de bombas de efluxo
bacterianas, que reduzem a concentragio intracelular de antibidticos e outros agentes
terapéuticos. A identificagio de compostos capazes de inibir esses sistemas de efluxo tem
emergido como uma estratégia promissora para restaurar a eficicia de antibidticos
convencionais. Nesse contexto, metodologias robustas e bem estabelecidas para a anélise da
inibi¢cdo de bombas de efluxo sdo essenciais para a validagio de novos moduladores. Esta revisio
narrativa tem como objetivo discutir criticamente as principais metodologias empregadas na
anélise da inibicio de bombas de efluxo bacterianas, abordando ensaios fenotipicos,
bioquimicos, fluorimétricos, genéticos e computacionais, bem como suas aplicagdes, vantagens,
limitacdes e relevincia para estudos voltados ao desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos.

Palavras-chave: Bombas de efluxo. Resisténcia antimicrobiana. Inibidores de efluxo.
Metodologias experimentais.

ABSTRACT: Antimicrobial resistance represents one of the biggest challenges in global public
health, being frequently associated with the expression and hyperactivity of bacterial efflux
pumps, which reduce the intracellular concentration of antibiotics and other therapeutic agents.
The identification of compounds capable of inhibiting these efflux systems has emerged as a
promising strategy to restore the effectiveness of conventional antibiotics. In this context,
robust and well-established methodologies for analyzing the inhibition of efflux pumps are
essential for the validation of new modulators. This narrative review aims to critically discuss
the main methodologies used in the analysis of the inhibition of bacterial efflux pumps,
covering phenotypic, biochemical, fluorimetric, genetic and computational assays, as well as
their applications, advantages, limitations and relevance for studies aimed at the development
of new antimicrobial agents.
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RESUMEN: La resistencia antimicrobiana representa uno de los mayores desafios para la salud
ptblica mundial y se asocia frecuentemente con la expresién y la hiperactividad de las bombas
de eflujo bacterianas, que reducen la concentracién intracelular de antibiéticos y otros agentes
terapéuticos. La identificacién de compuestos capaces de inhibir estos sistemas de eflujo ha
surgido como una estrategia prometedora para restaurar la eficacia de los antibidticos
convencionales. En este contexto, metodologias robustas y bien establecidas para el anilisis de
la inhibicién de las bombas de eflujo son esenciales para la validacién de nuevos moduladores.
Esta revisién narrativa tiene como objetivo discutir criticamente las principales metodologias
empleadas en el anélisis de la inhibicién de bombas de eflujo bacterianas, abordando ensayos
fenotipicos, bioquimicos, fluorimétricos, genéticos y computacionales, asi como sus
aplicaciones, ventajas, limitaciones y relevancia para estudios orientados al desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos.

Palabras clave: Bombas de eflujo. Resistencia antimicrobiana. Inhibidores de eflujo.
Metodologias experimentales.

1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana configura-se atualmente como uma das maiores ameagas a
satde publica global, com impacto direto sobre a morbimortalidade, o tempo de hospitalizacdo
e os custos associados ao tratamento de infec¢des bacterianas. A disseminagdo acelerada de
microrganismos multirresistentes tem comprometido a eficicia de antibidticos
tradicionalmente utilizados na pratica clinica, limitando significativamente as opgcdes
terapéuticas disponiveis e exigindo o uso de firmacos mais téxicos, caros ou de tltimo recurso
(Abrantes et al., 2022).

Diversos mecanismos moleculares estio envolvidos no fenémeno da resisténcia
antimicrobiana, incluindo a produ¢io de enzimas inativadoras de antibidticos, alteracdes em
alvos intracelulares, redu¢do da permeabilidade da membrana externa e a ativagio de sistemas
de efluxo. Dentre esses, as bombas de efluxo bacterianas destacam-se por sua ampla distribuigio
entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como por sua capacidade de extrusar
uma grande variedade de compostos estruturalmente distintos, conferindo fendtipos de
multirresisténcia (Ghssein et al., 2022).

As bombas de efluxo sio proteinas transmembrana que atuam de forma ativa na
remocgio de substincias téxicas do interior da célula bacteriana, utilizando energia proveniente
de ATP ou gradientes eletroquimicos. Embora desempenhem papel fisiolégico importante na
manutenc¢io da homeostase celular e na adaptacio a ambientes hostis, em patdgenos
clinicamente relevantes esses sistemas sdo frequentemente superexpressos, contribuindo de

maneira decisiva para a falha terapéutica (Almeida et al., 2023).
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Em espécies como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, as bombas de efluxo nio apenas reduzem a concentragio intracelular de
antibiéticos, mas também atuam em sinergia com outros mecanismos de resisténcia, como a
formacdo de biofilmes e a diminuicdo da permeabilidade da membrana. Essa interagio
multifatorial torna o controle de infec¢des bacterianas ainda mais complexo, especialmente em
ambientes hospitalares (Batista et al., 2024).

Nesse contexto, a inibi¢cdo de bombas de efluxo emergiu como uma estratégia terapéutica
promissora para o enfrentamento da resisténcia antimicrobiana. Os chamados inibidores de
bombas de efluxo (IBEs) sio compostos capazes de bloquear ou reduzir a atividade desses
sistemas, promovendo o actimulo intracelular de antibiéticos e restaurando sua eficicia frente
a cepas resistentes. Diferentemente dos antibiéticos convencionais, os IBEs atuam como
agentes adjuvantes, potencializando terapias j4 existentes e reduzindo a pressio seletiva para o
surgimento de novas resisténcias (Bezerra et al., 2022).

Nos tltimos anos, um niimero crescente de estudos tem sido dedicado 4 identificacio de
IBEs a partir de diferentes fontes, incluindo compostos sintéticos, firmacos reposicionados e
produtos naturais. No entanto, a validagio da atividade inibitéria desses compostos depende
fortemente da aplicacio de metodologias experimentais adequadas, capazes de distinguir a
verdadeira inibicio de bombas de efluxo de efeitos inespecificos, como dano & membrana ou
interferéncia metabdlica (Camacho Silvas, 2025).

Dessa forma, a escolha criteriosa e a integra¢io de diferentes abordagens metodoldgicas
sdo fundamentais para a robustez e a credibilidade dos estudos nessa 4rea. Ensaios fenotipicos,
testes fluorimétricos de acimulo e efluxo, anélises moleculares, abordagens genéticas e estudos
computacionais tém sido amplamente empregados, cada um contribuindo de maneira
complementar para a elucidagdo do mecanismo de agdo dos IBEs (Biagioni et al., 2023).

Assim, esta revisdo narrativa tem como objetivo apresentar e discutir de forma
abrangente e critica as principais metodologias utilizadas na anélise da inibicio de bombas de
efluxo bacterianas, destacando aquelas consideradas essenciais em artigos cientificos voltados &
drea de resisténcia antimicrobiana. Ao reunir e integrar essas abordagens, busca-se fornecer um
panorama metodoldgico que auxilie pesquisadores na condugio de estudos mais consistentes,
reprodutiveis e relevantes para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas frente ao

avanco da multirresisténcia bacteriana.
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2. METODOLOGIA

Este trabalho consiste em uma revisio narrativa da literatura, conduzida com o objetivo
de reunir, analisar criticamente e sintetizar evidéncias cientificas relacionadas s metodologias
utilizadas para o estudo de bombas de efluxo bacterianas e seus respectivos controles positivos,
com foco na avalia¢3o de inibidores de bombas de efluxo como estratégia adjuvante no combate

\ . A . . . .
a resistencia antlmlcroblana.

2.1 Estratégia de busca bibliografica

A busca dos estudos foi realizada de forma sistematica e reprodutivel nas bases de dados
Google académico, Scielo, PubMed/MEDLINE, Scopus, Web of Science e ScienceDirect.
Foram utilizados descritores controlados e nio controlados, combinados por operadores
booleanos, incluindo, mas n3o se limitando a: “efflux pumps”, “efflux pump inhibitors”,
“antimicrobial resistance”, “multidrug resistance”, “minimum inhibitory concentration”,
“ethidium bromide accumulation”, “membrane permeability” e “biofilm”. As estratégias de

busca foram adaptadas s especificidades de cada base de dados.

2.2 Critérios de inclusio e exclusio

Foram incluidos artigos originais, revisdes e estudos metodoldgicos publicados em
inglés, portugués ou espanhol, que descrevessem metodologias experimentais ou
computacionais para avaliagio da inibi¢do da atividade de bombas de efluxo bacterianas, bem
como o uso de controles positivos reconhecidos. Foram considerados para inclusio artigos
originais e revisdes publicadas em periddicos revisados por pares, preferencialmente nos
ultimos 5 anos. Foram excluidos trabalhos sem descricio metodolégica adequada, estudos

puramente clinicos sem abordagem mecanistica e artigos duplicados entre as bases.

2.3 Selecdo e analise dos estudos

A selecdo dos artigos foi realizada inicialmente por meio da leitura dos titulos e resumos,
seguida da avaliacio do texto completo dos estudos potencialmente elegiveis. Os artigos
selecionados foram analisados qualitativamente quanto as metodologias empregadas, tipos de
ensaios, modelos bacterianos utilizados (Gram-positivos e Gram-negativos) e controles

positivos adotados em cada abordagem experimental.
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2.4 Classificacdo das metodologias e controles positivos

As metodologias identificadas foram organizadas em categorias, incluindo: ensaios
fenotipicos de modulacdo da concentracdo inibitéria minima, ensaios de acimulo e efluxo de
sondas fluorescentes, andlises de permeabilidade e integridade de membrana, abordagens
moleculares e genéticas, ensaios bioenergéticos e abordagens computacionais in silico. Para cada
categoria, foram identificados e discutidos os controles positivos mais amplamente utilizados e
validados na literatura, tais como clorpromazina, reserpina, verapamil, fenilalanina-arginina f3-
naftilamida (PABN), CCCP e cepas bacterianas knockout ou superexpressoras de bombas de

efluxo.

2.5 Sintese critica e organizagdo dos dados

Os dados extraidos dos estudos selecionados foram sintetizados de forma narrativa e
comparativa, destacando convergéncias, divergéncias metodoldgicas, limitacdes experimentais
e boas praticas descritas na literatura. Enfase especial foi dada 4 importancia do uso adequado
de controles positivos para a correta interpretacdo dos resultados e validagio dos mecanismos

de inibi¢do de bombas de efluxo.

3. DESENVOLVIMENTO
3.1 Fundamentos das Bombas de Efluxo Bacterianas

As bombas de efluxo bacterianas constituem sistemas de transporte ativos localizados
na membrana celular, responsiveis pela extrusio de uma ampla variedade de compostos
potencialmente téxicos para o meio extracelular. Esses sistemas desempenham papel fisiolégico
essencial na sobrevivéncia bacteriana, contribuindo para a adaptacio a ambientes adversos,
eliminagio de metabélitos indesejéveis e manutengdo da homeostase celular (Tuon et al., 2022).

Do ponto de vista estrutural e funcional, as bombas de efluxo sio classificadas em cinco
grandes familias: Major Facilitator Superfamily (MFS), Resistance-Nodulation-Division
(RND), ATP-Binding Cassette (ABC), Small Multidrug Resistance (SMR) e Multidrug and
Toxic Compound Extrusion (MATE). Cada uma dessas familias apresenta caracteristicas
especificas quanto a arquitetura proteica, fonte de energia utilizada e espectro de substratos
reconhecidos (Cristaldo et al., 2022).

As bombas da familia RND, amplamente distribuidas em bactérias Gram-negativas, sdo

particularmente relevantes do ponto de vista clinico, uma vez que formam complexos tripartites
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que atravessam a membrana interna, o espago periplasmatico e a membrana externa. Esses
sistemas sio altamente eficientes na extrusdo de antibidticos e estio diretamente associados a
fenétipos de multirresisténcia em patdégenos como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii (Chastre et al., 2022).

J4 em bactérias Gram-positivas, as bombas das familias MFS e ABC desempenham
papel central na resisténcia a diferentes classes de antibiéticos. A capacidade dessas bombas de
reconhecer multiplos substratos estruturalmente distintos confere as bactérias uma vantagem
adaptativa significativa, dificultando o tratamento de infec¢Ges e favorecendo a persisténcia
bacteriana (Colouna et al., 2023).

A superexpressio de bombas de efluxo pode ocorrer em resposta 4 exposigio continua a
antibidticos, desinfetantes e outros agentes quimicos, sendo frequentemente regulada por
sistemas complexos de controle transcricional. Assim, a compreensio dos fundamentos
estruturais, energéticos e regulatérios dessas bombas é essencial para o desenvolvimento

racional de estratégias de inibicdo eficazes (Dalmolin et al., 2022).

As metodologias fenotipicas constituem a base inicial para a investigacdo da inibi¢do de
bombas de efluxo, sendo amplamente utilizadas devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e
aplicabilidade em diferentes espécies bacterianas. Esses ensaios permitem avaliar, de forma
indireta, o impacto funcional de compostos sobre a resisténcia mediada por efluxo (Da Silva et

al., 2025).

3.2 Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) na Presenca de Inibidores de
Efluxo

A determinagdo da concentragio inibitéria minima (CIM) de antibiéticos na presenca e
auséncia de potenciais inibidores de bombas de efluxo é considerada uma abordagem essencial
em estudos da 4rea. A reducdo significativa da CIM de antibidticos reconhecidos como
substratos de bombas de efluxo é interpretada como indicativo de modulagio da resisténcia (Da
Luz Ferreira et al., 2022).

Como controles positivos cldssicos para esse tipo de ensaio, destacam-se compostos bem
descritos na literatura como inibidores de efluxo, incluindo clorpromazina, reserpina,
verapamil, fenilalanina-arginina [-naftilamida (PABN) e carbonil cianeto m-clorofenil
hidrazona (CCCP). A utilizagdo desses controles permite validar o sistema experimental e

comparar a eficicia relativa de novos compostos (Da Silva Costa et al., 2023).
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A determinagdo da concentragio inibitéria minima (CIM) de antibiéticos na presenca e
na auséncia de potenciais inibidores de bombas de efluxo constitui uma abordagem amplamente
empregada para a investigacido de mecanismos de resisténcia bacteriana e de estratégias voltadas
a4 modulacio da atividade antimicrobiana. As bombas de efluxo atuam como sistemas de
transporte transmembrana capazes de extrusar diversos antibiéticos para o meio extracelular,
reduzindo sua concentracdo intracelular e, consequentemente, sua eficicia terapéutica. Nesse
contexto, a avaliagio comparativa da CIM permite inferir se um composto testado é capaz de
interferir nesse mecanismo, promovendo o acimulo intracelular do antibiético e restaurando
sua atividade frente a cepas resistentes (De Oliveira et al., 2022).

Metodologicamente, a CIM do antibiético é inicialmente determinada de forma isolada,
geralmente por microdilui¢io em caldo, seguindo protocolos padronizados. Em seguida, avalia-
se a CIM do potencial inibidor de efluxo para assegurar que a concentragio empregada nos
ensaios combinados seja subinibitéria e ndo exerca efeito antimicrobiano significativo por si sé.
Posteriormente, a CIM do antibiético é novamente determinada na presenca do modulador, em
concentragio fixa, possibilitando a comparacdo direta entre os valores obtidos nas diferentes
condi¢des experimentais (Silva et al., 2024).

A reducio significativa da CIM de antibiéticos reconhecidos como substratos de bombas
de efluxo, como fluoroquinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol, é interpretada como um
indicativo de modulagdo da resisténcia mediada por efluxo. Redugdes de duas a quatro vezes ja
podem ser consideradas relevantes, enquanto diminui¢Ges mais expressivas reforcam a hipStese
de inibicdo eficiente desses sistemas de transporte. Para garantir a confiabilidade dos resultados,
é comum a incluso de inibidores de efluxo de referéncia, bem como a utilizagio de cepas com
expressio conhecida desses mecanismos (Silva et al., 2024).

Embora essa abordagem seja considerada robusta e amplamente aceita como ferramenta
de triagem, a reducio da CIM nido permite, de forma isolada, a confirmacio definitiva do
mecanismo de acio como inibicio de bombas de efluxo. Efeitos adicionais, como altera¢cdes na
permeabilidade da membrana bacteriana ou interagdes farmacodinimicas inespecificas, podem
contribuir para o fendmeno observado. Assim, os resultados obtidos por meio da determinacio
da CIM em ensaios combinados sdo frequentemente complementados por testes adicionais,
como ensaios de acimulo intracelular de corantes e anéilises de expressdo génica. Ainda assim,
essa metodologia representa um passo fundamental na identificacdo e caracterizacio de

compostos capazes de atuar como moduladores da resisténcia antimicrobiana, com elevado
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potencial de aplicagio no desenvolvimento de terapias adjuvantes mais eficazes (De

Albuquerque et al., 2022).

3.2.1 Clorpromazina (CPZ)

A clorpromazina é um antipsicdtico da classe das fenotiazinas que apresenta atividade
inibitéria sobre sistemas de efluxo bacterianos, especialmente bombas da familia MFS (Major
Facilitator Superfamily). Seu mecanismo de acdo envolve a desestabilizagdo da membrana
citoplasmitica, com consequente alteragio do potencial de membrana e da fluidez lipidica, o
que compromete a eficiéncia do transporte ativo de firmacos. Além disso, a CPZ pode interagir
diretamente com proteinas transportadoras, reduzindo a extrus3o de antibiéticos e promovendo

sua acumulacio intracelular (De Melo Santana et al., 2022).

3.2.2 Reserpina

A reserpina é um alcaloide indélico amplamente descrito como inibidor classico de
bombas de efluxo, sobretudo em bactérias Gram-positivas. Seu mecanismo de acdo baseia-se na
ligacdo direta aos sitios de reconhecimento de substrato das bombas de efluxo, principalmente
da familia MFS, competindo com os antimicrobianos e impedindo sua expulsio celular. Esse
bloqueio resulta no aumento da concentracdo intracelular de firmacos e na reversido parcial do

fenétipo de resisténcia mediado por efluxo (Tamma et al., 2022).

3.2.3 Verapamil

O verapamil, um bloqueador de canais de célcio do tipo L, é amplamente utilizado como
inibidor funcional de bombas de efluxo em bactérias e micobactérias. Seu mecanismo envolve
a interferéncia no gradiente eletroquimico de prétons e a inibi¢do direta de transportadores
dependentes de energia, reduzindo a atividade de bombas de efluxo, especialmente aquelas
associadas a resisténcia a multiplos firmacos. Em Mycobacterium tuberculosis, o verapamil é
conhecido por potencializar a atividade de antibiéticos ao aumentar sua retengio intracelular

(De Sousa et al., 2022).

3.2.4 Fenilalanina-arginina B-naftilamida (PABN)

A PABN é um inibidor peptidomimético amplamente utilizado como controle positivo
em bactérias Gram-negativas. Seu mecanismo de acdo consiste principalmente na inibicdo

competitiva de bombas de efluxo da familia RND (Resistance-Nodulation-Division), como
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MexAB-OprM em Pseudomonas aeruginosa. A PABN se liga ao sitio de reconhecimento de
substrato dessas bombas, impedindo a extrusio de antibiéticos e aumentando sua concentragio
intracelular. Além disso, h4 evidéncias de que a PAPBN pode causar leve permeabilizacio da
membrana externa, contribuindo para o aumento da susceptibilidade bacteriana (De Souza et

al., 2023).

3.2.5 Carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP)

O CCCP é um desacoplador cléssico da fosforilagdo oxidativa e atua como colapsador
da forca préton-motriz (PMF). Seu mecanismo de acdo baseia-se na dissipacdo do gradiente de
prétons através da membrana citoplasmaitica, essencial para o funcionamento de bombas de
efluxo dependentes de energia, especialmente aquelas das familias MFS e RND. Ao abolir a
fonte energética do transporte ativo, o CCCP inibe de forma indireta e nio especifica a
atividade das bombas de efluxo, resultando no acimulo intracelular de antimicrobianos (De
Souza et al., 2025). E fundamental que os controles positivos sejam utilizados em concentragdes
subinibitérias, de modo a evitar efeitos bactericidas diretos que possam mascarar a interpretagio
dos resultados. Além disso, a inclusio de controles negativos, como solventes ou veiculos, é

indispensével para garantir a confiabilidade dos dados obtidos (De Pinho et al., 2024).

3.3 Ensaios Baseados em Actimulo e Efluxo de Substratos Fluorescentes

Os ensaios fluorimétricos constituem uma das abordagens mais robustas, sensiveis e
informativas para a avaliagdo funcional direta da atividade de bombas de efluxo bacterianas.
Essas metodologias baseiam-se no uso de substratos fluorescentes reconhecidos por multiplos
sistemas de efluxo, permitindo o monitoramento em tempo real do equilibrio dinimico entre o
influxo passivo, o acimulo intracelular e a extrusio ativa desses compostos pelas células
bacterianas vidveis (Gamboa et al., 2022).

Entre os métodos disponiveis, o ensaio de acimulo de etidio brometo (EtBr) ¢é
amplamente empregado e considerado um padrdo experimental para a investigagio da atividade
de bombas de efluxo. O etidio brometo é uma molécula catiénica, hidrofilica e substrato comum
de diversas familias de bombas de efluxo, incluindo transportadores das familias RND, MFS e
SMR. Em solu¢io aquosa, o EtBr apresenta baixa fluorescéncia; no entanto, ao penetrar na
célula bacteriana e intercalar-se ao DNA, ocorre um aumento significativo de sua emissio
fluorescente, o que permite a quantificacdo indireta de seu acdmulo intracelular (Ghssein et al.,

2022).
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No protocolo experimental, suspensdes bacterianas padronizadas sdo incubadas com
concentragdes subinibitérias de EtBr, na auséncia ou presenca dos compostos testados. A
fluorescéncia ¢é monitorada continuamente por fluorimetria, geralmente utilizando
comprimentos de onda de excitagdo e emissio em torno de 530 nm e 590 nm, respectivamente.
Em condi¢des basais, células com bombas de efluxo funcionais mantém baixos niveis de
fluorescéncia intracelular, devido a extrusio ativa do EtBr (Harding et al.,2023).

O aumento dependente do tempo da fluorescéncia intracelular, observado apés a adigio
do composto em teste, é interpretado como indicativo de redugio da atividade de efluxo,
resultante da inibicdo direta da bomba transportadora ou da interferéncia nos mecanismos
energéticos que sustentam o transporte ativo. A andlise cinética dos perfis de fluorescéncia
permite distinguir entre inibicdo rdpida e direta da bomba e efeitos indiretos associados a
dissipagdo da forca préton-motriz ou ao comprometimento metabdlico celular (Krell et al.,
2024).

A robustez interpretativa do ensaio é ampliada pela utilizagdo de controles positivos bem
estabelecidos. A clorpromazina é frequentemente empregada como controle de inibigio
funcional direta de bombas da familia MFS, promovendo aumento gradual e sustentado da
fluorescéncia intracelular. O CCCP (carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona) é utilizado como
controle de colapso energético, atuando como desacoplador da forca préton-motriz e levando a
um aumento rdpido e pronunciado da fluorescéncia, associado 2 inibicdo indireta, porém
completa, do efluxo dependente de prétons. A comparacio dos perfis cinéticos obtidos com os
compostos testados e com esses controles permite inferir o mecanismo predominante de
inibicio (Jotic et al., 2024).

Além disso, esses ensaios possibilitam anilises quantitativas, como o célculo da taxa de
acimulo de EtBr, da 4rea sob a curva (AUC) ou do nivel maximo de fluorescéncia, fornecendo
parimetros objetivos para a comparacdo da eficicia relativa entre diferentes inibidores de
bombas de efluxo. Quando combinados com ensaios complementares de integridade de
membrana e avaliagio de parimetros energéticos celulares, os ensaios fluorimétricos oferecem
uma abordagem integrada e confidvel para a caracterizacdo funcional de inibidores de bombas
de efluxo e para a identificagio de compostos com maior seletividade e potencial aplicagdo como

adjuvantes antimicrobianos (Léscaris et al., 2022).
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3.4 Anilise de Expressio Génica

A quantificagio da expressio de genes codificadores de bombas de efluxo por meio da
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apds transcri¢do reversa (RT-qPCR)
representa uma abordagem complementar de grande relevincia. Essa técnica possibilita avaliar
alteracdes nos niveis de transcri¢do de genes associados a sistemas de efluxo, como acrA, acrB,
tolC, mexA, mexB e oprM, em resposta a exposicdo a potenciais IBEs (Magalhies et al., 2025).

A anilise da expressio génica permite distinguir se a reducdo da atividade de efluxo
observada em ensaios funcionais decorre de uma inibi¢ao direta da bomba ou de uma modulacio
transcricional, como repressio da expressdo génica ou interferéncia em reguladores globais e
locais. Além disso, a RT-qPCR pode revelar respostas adaptativas da bactéria, como a indugio
compensatdria de genes de efluxo frente 4 presenca do inibidor, fendmeno frequentemente
associado A tolerincia e A persisténcia bacteriana (Nikolic et al., 2022). Quando associada a
controles internos adequados (genes constitutivos) e a analises estatisticas robustas, essa
metodologia fornece dados quantitativos confidveis, contribuindo para a compreensio dos
efeitos moleculares dos IBEs e de seu impacto na regulagdo genética bacteriana (Sathe et al.,

2023).
3.5 Uso de Cepas Mutantes ou Knockout

A utilizagio de cepas bacterianas geneticamente modificadas, com dele¢do (knockout),
superexpressio ou mutagdes pontuais em genes codificadores de bombas de efluxo, constitui
uma estratégia poderosa para confirmar o envolvimento especifico desses sistemas nos efeitos
observados. A comparagio entre cepas selvagens (wild-type) e mutantes permite estabelecer
relagdes causais entre a presenca funcional da bomba e a atividade moduladora do composto
testado (Shaaban et al., 2023).

Por exemplo, a perda do efeito sinérgico de um antibidtico na presenga do IBE em cepas
knockout sugere fortemente que a agdo do composto depende da integridade da bomba de efluxo
alvo. De forma complementar, cepas com superexpressio desses genes podem ser utilizadas
para avaliar a capacidade do IBE em reverter fendtipos de resisténcia exacerbados. Essas
abordagens genéticas fornecem evidéncias robustas e especificas do mecanismo de acdo dos
IBEs, minimizando interpretacdes equivocadas associadas a efeitos inespecificos, como

alteragdes na permeabilidade da membrana ou citotoxicidade geral (Tamma et al., 2022).
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3.6 Ensaios Bioquimicos e de Energia Celular

Muitas bombas de efluxo bacterianas s3o sistemas de transporte ativo cuja
funcionalidade depende diretamente de fontes energéticas celulares. Bombas pertencentes a
familia ABC (ATP-Binding Cassette) utilizam a hidrélise de ATP como fonte direta de
energia, enquanto transportadores das familias RND (Resistance-Nodulation-Division), MFS
(Major Facilitator Superfamily) e SMR (Small Multidrug Resistance) dependem da forca
préton-motriz (PMF), gerada pelo gradiente eletroquimico transmembrana, resultante da
diferenga de potencial elétrico (AW) e do gradiente de pH (ApH) (Paz et al., 2025).

Nesse contexto, a investiga¢io do mecanismo de a¢3o de potenciais inibidores de bombas
de efluxo (IBEs) deve ser aprofundada por meio de ensaios bioquimicos e biofisicos voltados a
avaliacdo do estado energético celular. A mensuragio dos niveis intracelulares de ATP ¢
realizada utilizando métodos baseados em bioluminescéncia dependente de luciferase,
permitindo quantificar alteracdes no metabolismo energético apds a exposi¢io aos compostos
testados. Como controle positivo para a inibi¢do especifica de ATPases, deve ser utilizado
ortovanadato de sédio, enquanto o arsenato de sédio é empregado como controle de redugio
metabdlica global de ATP. Reducdes significativas nos niveis de ATP s3o interpretadas como
indicativas de interferéncia inespecifica no metabolismo celular ou de inibi¢do de processos
respiratérios, com impacto indireto sobre bombas do tipo ABC (De S4 et al., 2025).

Adicionalmente, a avaliagdo do potencial de membrana (AW) é conduzida empregando
sondas fluorescentes sensiveis & voltagem, como DiSC3(5) ou rhodamine 123. A valinomicina,
na presenga de potdssio, deve ser utilizada como controle positivo para a dissipagio seletiva do
AY, enquanto o CCCP (carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona) é empregado como controle
de colapso energético nio seletivo. A dissipagio do potencial de membrana é considerada
indicativa de comprometimento da integridade da PMF, fator essencial para o funcionamento
de bombas de efluxo dependentes de prétons (Compagne et al., 2023).

De forma complementar, o pH intracelular (ApH) deve ser avaliado utilizando corantes
fluorescentes sensiveis ao pH, como BCECF-AM. A nigericina, na presenca de potéssio, é
utilizada como controle positivo para o colapso seletivo do gradiente de pH, permitindo validar
a sensibilidade do ensaio 4 dissipagdo do ApH sem perda imediata da integridade da membrana
(Zhang et al., 2024).

A integridade global da forca préton-motriz deve ser inferida a partir da anilise

combinada dos parimetros AY e ApH, permitindo distinguir compostos que atuam como
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desacopladores energéticos cldssicos, como o CCCP, daqueles que nio afetam diretamente a
geracio de energia celular. Ensaios de integridade de membrana devem ser realizados em
paralelo, utilizando iodeto de propidio ou SYTOX Green, sendo a polimixina B empregada
como controle positivo de permeabilizagio de membrana em bactérias Gram-negativas, e
Triton X-100 como controle de lise maxima (Karunanathie et al., 2022).

A interpretacio integrada desses dados é fundamental para a caracterizagio mecanistica
dos compostos testados. Reducdes globais nos niveis de ATP, colapso do potencial de membrana
ou acidifica¢do intracelular foram interpretadas como indicativas de um mecanismo de acio
inespecifico, associado 4 interferéncia no metabolismo energético e em multiplos processos
fisiolégicos bacterianos. Em contraste, a manutencio dos parimetros energéticos celulares,
concomitante a diminuicdo da atividade de efluxo observada em ensaios funcionais (como
acimulo de etidio brometo ou Nile Red, validados com PABN ou reserpina como controles
positivos), sugeriu um mecanismo de inibicdo mais seletivo, possivelmente decorrente da
interagio direta do composto com a proteina transportadora (Mcdonald et al., 2024).

Assim, a combinagio de ensaios energéticos, testes de integridade de membrana e
ensaios funcionais de efluxo, validados por controles positivos apropriados, fornecem uma
abordagem robusta para a discriminac¢io entre inibidores verdadeiros de bombas de efluxo e
compostos com efeitos metabdlicos indiretos, favorecendo a identificagio de candidatos com
maior seletividade farmacolégica e menor potencial de toxicidade, caracteristicas desejiveis no

desenvolvimento de adjuvantes antimicrobianos (Hou et al., 2023).

3.7 Abordagens Computacionais e In Silico

As abordagens computacionais, incluindo modelagem molecular, docking e simulacées
de dinidmica molecular, tém desempenhado um papel cada vez mais relevante na investigacdo
de IBEs. Essas metodologias permitem prever a interagio entre potenciais moduladores e
estruturas tridimensionais de proteinas de efluxo, identificando sitios de ligacdo, intera¢des-
chave e conformacdes favoraveis 4 inibi¢io (Paggi, 2024).

O docking molecular auxilia na triagem virtual de grandes bibliotecas de compostos,
reduzindo custos e tempo experimental, enquanto a dinimica molecular fornece informacdes
sobre a estabilidade do complexo ligante-proteina e sobre mudancas conformacionais induzidas
pelo ligante ao longo do tempo. Essas anilises contribuem para a compreensio do mecanismo

molecular de inibi¢do, seja por bloqueio do canal de transporte, interferéncia na ligacdo do
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substrato ou alteragdo da dindmica conformacional da bomba. Embora nio substituam ensaios
experimentais in vitro e in vivo, as metodologias in silico representam ferramentas valiosas para
o desenho racional de novos IBEs, otimizagdo estrutural de compostos promissores e geracdo
de hipdteses mecanisticas que podem ser posteriormente validadas experimentalmente

(Muhammed, 2024).

4. CONSIDERAGOES FINAIS

A anélise da inibicio de bombas de efluxo bacterianas constitui um eixo central na
pesquisa contemporinea em resisténcia antimicrobiana. A escolha criteriosa e a integracdo de
metodologias fenotipicas, fluorimétricas, moleculares, bioquimicas e computacionais sio
essenciais para a validag¢do de novos inibidores. Artigos cientificos voltados a essa drea devem
contemplar um conjunto minimo de ensaios que permitam nio apenas observar a modulacio
da atividade antibiética, mas também compreender os mecanismos envolvidos. Dessa forma, a
adog¢do de estratégias metodoldgicas robustas contribuird de maneira decisiva para o
desenvolvimento de terapias antimicrobianas mais eficazes frente ao avanco da

multirresisténcia bacteriana.
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